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Resumen

Estudio funcional de la familia de enzimas Aurora quinasas en Trypanosoma cruzi

Resumen

Las proteinas de la familia Aurora quinasa son un grupo de enzimas con gran relevancia en el
proceso de division celular. Estas enzimas fueron descriptas en una gran variedad de organismos y
han mostrado estar altamente conservadas en la evolucién. El numero de miembros de esta familia
varia entre organismos y van desde uno en levaduras hasta tres en mamiferos. Entre los procesos
donde estan involucradas se destacan la maduracién y divisién del centrosoma, condensacion de
la cromatina, ensamblado del huso mitético, correccidén de errores en la unién de los microtubulos
al cinetocoro e iniciacion de la citocinesis. En este trabajo estudiamos tres Aurora quinasa
(TcAUK1, -2 y -3) en Trypanosoma cruzi, determinando su organizaciéon génica y perfil de
expresion a lo largo del ciclo de vida del parasito. También, se han iniciado los estudios funcionales
de estas enzimas mediante experimentos de localizacion subcelular y sobreexpresion. De esta
manera, se pudo determinar que las Aurora quinasa de T. cruzi estan reguladas no tan solo a
través de los niveles de proteina, sino también a través de su localizacion subcelular, y que la
sobreexpresion de cada una de ellas conduce a alteraciones del ciclo celular y la curva de

crecimiento.

Palabras clave:

Trypanosoma cruzi, Enfermedad de Chagas, Aurora quinasa, ciclo celular, citoquinesis.



Resumen

Functional study of the family of Aurora kinases enzymes in Trypanosoma cruzi

Abstract

Aurora kinase protein family is a group of enzymes that play a key role during cell division. These
enzymes were described in most of the studied organisms and have been shown to be highly
conserved along evolution. The number of members of this family varied between organisms,
ranging from one in yeast to three in mammals. Among the processes where they are involved, it is
worth to mention, centrosome maturation and division, chromatin condensation, mitotic spindle
assembly, control of kinetochore-microtubule attachments and initiation of cytokinesis. In this work,
we study three Aurora kinases (TcAUK1, -2 and -3) in Trypanosoma cruzi, determining their
genomic organization and gene expression profile throughout the life cycle of the parasite. Also, we
have initiated functional studies of these enzymes by subcellular localization experiments and
protein overexpression. Thus, it was found that Aurora kinases in T. cruzi are regulated not only by
variation of their protein levels, but also through their subcellular localization. The overexpression of
each of these enzymes leads to cell cycle disturbances and growth curve alterations.

Key words

Trypanosoma cruzi, Chagas disease, Aurora kinase, cell cycle, cytokinesis.
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Introduccion

1. Enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis Americana es una enfermedad causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi, endémica en el sur y centro del continente Americano donde hay registros de
su existencia desde tiempos muy remotos [1]. Sin embargo, fue descubierta y descripta recién a
principios del siglo XX por el fisico brasilero Carlos Chagas, de aqui el nombre coloquial de Mal o
Enfermedad de Chagas [2]. En este trabajo original C. Chagas describié en gran detalle tanto el

ciclo de transmision de la enfermedad como las manifestaciones clinicas agudas en humano.

1.1. Etiologia

La Enfermedad de Chagas es una zoonosis transmitida a humanos, y a otras 150 especies de
mamiferos, principalmente por grandes insectos reduvideos de la subfamilia Triatominae. De todas
las especies pertenecientes a esta familia son Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma
dimidiata los tres principales vectores que transmiten T. cruzi a humanos [3]. La preponderancia de
la especie de insecto transmisora muestra una distribucidon geografica mas o menos definida,
siendo T. infestans el principal transmisor en las regiones endémicas que se encuentran por debajo
del Amazonas. Mientras que R. prolixus y T. dimidiata prevalecen como transmisores en la region
norte de Sudamérica y América central [4]. La transmisidén vectorial ocurre dentro de tres ciclos
solapados: doméstico, peri doméstico y selvatico [5]. Dentro de estos ciclos existen unidades
ecolégicas compuestas por mamiferos domésticos o silvestres y por insectos vectores silvestres,
ambos infectados con T. cruzi. Esto hace que la transmisién continua del parasito esté asegurada
independientemente de la presencia del ser humano.

Existen otras formas de transmision del parasito que son independientes de insectos vectores.
Principalmente encontramos a la transfusibn sanguinea y a la via congénita, ambas
considerablemente menos frecuentes que la transmision vectorial. Sin embargo, estas dos formas
muestran una eficiencia de transmision de la enfermedad relativamente baja (20% para las
transfusiones y 1-5% las congénitas) en donde factores como concentracion parasitaria,
componentes de la sangre transfundida, estado inmunologico de la madre infectada, factores
placentarios y cepa de T. cruzi determinan el grado de la eficiencia de transmision [6, 7]. Por otro
lado, cabe destacar que estas dos formas de transmision son las principales vias de infeccion en
zonas urbanas y en paises no endémicos. Otra forma de transmision del parasito, que es muy poco
frecuente y se detect6 sélo en la region Amazonica, es por la ingesta de comida o liquido (jugo de
cafna de azulcar, jugos frutales y carne poco cocida) contaminado con T. cruzi[8].

Cualquiera sea la via de transmision al ser humano, una vez ingresado el parasito todas las células
nucleadas son potenciales blancos de infeccién. Con el desarrollo de una respuesta inmune, la
parasitemia declina hasta concentraciones imperceptibles y la cantidad de parasitos en los tejidos

disminuye considerablemente. Sin embargo, en la mayoria de los casos los parasitos no son
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totalmente eliminados y persisten en tejidos especificos indefinidamente durante toda la vida del
hospedador.

Figura 1. Imagen de un ejemplar de Triatoma infestans y de choza de adobe con techo de paja con corrales

circundantes donde se produce los ciclos doméstico y peri doméstico de la Enfermedad de Chagas.

T. cruzi en realidad es una especie que consiste en un conjunto de cepas, poblaciones y aislados
que circulan entre los mamiferos hospedadores y los insectos vectores. La heterogeneidad de
cepas, las cuales generalmente muestran una distribucion discreta, es una de las principales
causas de la variaciones en las manifestaciones clinicas de esta enfermedad y las diferencias

geograficas en morbilidad y mortalidad [9].

1.2. Clinica
La Enfermedad de Chagas puede dividirse en dos fases clinicas bien determinadas, y definidas por
la presencia o ausencia de parasitemia. La fase inmediata a la infeccidén es la fase aguda de la
enfermedad, en la cual se puede detectar la presencia de parasitos mediante frotis sanguineo.
Mientras que una vez que la parasitemia es imperceptible se considera que se entra en la fase
cronica de la enfermedad.

La fase aguda suele durar entre 4-8 semanas y en la mayoria de los infectados suele cursar de
forma asintomatica. En el caso que se desarrollen sintomas, estos suelen aparecer 1-2 semanas
post-infeccién (en el caso de transmision vectorial) 0 unos pocos meses después de la transfusion
de sangre contaminada. Entre los sintomas que ocurren en este periodo se destacan: fiebre
prolongada, malestar, hepatomegalia, esplenomegalia, polilinfoadenopatia, edema subcutaneo
local o generalizado; y, en el caso de transmisidén vectorial, la reaccion cutanea en el sitio de la
picadura del insecto infectado (chagoma) o la reaccién de la conjuntiva ocular como consecuencia
del contacto con el parasito (signo de Romana). Es en esta fase donde la enfermedad es
activamente tratada con drogas tripanosidas, y donde muchas veces se logra la cura de la infeccién
aguda o se previene la aparicion de manifestaciones cronicas de la enfermedad [3]. En el 90% de
los casos esta fase remite espontdneamente, aun en individuos que no hayan recibido tratamiento

con drogas [10]. Muchas caracteristicas de la enfermedad, en cuanto al curso de la fase aguda,
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cambian cuando la infeccién es por via congénita. En este caso algunos sintomas suelen ser méas
severos e incluso pueden aparecer sintomas que rara vez ocurren en pacientes adultos, como

complicaciones neurolégicas [10].

El 60% de los individuos infectados nunca desarrollan manifestaciones clinicas en la fase crénica
de la enfermedad, en lo que se denomina la forma indeterminada de la Enfermedad de Chagas. En
el porcentaje restante de pacientes las manifestaciones clinicas aparecen muchos afnos después
de la infeccién inicial [11], dando lugar a 3 formas de la fase cronica: cardiaca, digestiva y
cardiodigestiva. La forma cardiaca es la mas frecuente y grave manifestacion de la fase crénica del
Mal de Chagas, desarrollandose en el 20-30% de los individuos con serologia positiva y el curso
clinico puede variar desde sintomas leves, arritmias cardiacas, tromboembolismos hasta
insuficiencia y falla cardiaca con muerte subita [12]. La muerte subita es la principal causa de
muerte en los pacientes con la forma cardiaca de la Enfermedad de Chagas (2/3 del total de
muertes), seguido por la falla cardiaca refractaria (15-30%) y los tromboembolismos (10-15%). La
forma digestiva de la fase cronica de la enfermedad se observa casi exclusivamente en la region al
sur de la Cuenca Amazdnica, con una incidencia del 10-15%. En esta forma se observan tanto
alteraciones funcionales como anatémicas, principalmente en el eséfago y el colon. La patogénesis
de las alteraciones en érganos digestivos se debe, en todos los casos, a denervacion intrinseca del
sistema parasimpatico. En ambos casos, eséfago y colon, las alteraciones clinicas son
modificaciones en la movilidad peristaltica y agrandamiento de las viseras. La asociacion de
enfermedad cardiaca con megaeséfago y/o megacolon define la forma cardiodigestiva de la
Enfermedad de Chagas.

Megacolon Cardiomiopatia

Megaesoéfago
Chagoma

Figura 2. Manifestaciones clinicas de la Enfermedad de Chagas. Sintomas de la fase aguda como el
Signo de Romana y el Chagoma. Imagenes radiograficas de manifestaciones cronicas como el megaesofago,
megacolon y cardiomiopatia. Imagen ecogréfica del corazon, donde se observan ambas auriculas (LA y RA)
y ambos ventriculos (LV y RV) con sus cavidades dilatadas. Modificado de [8].
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1.3. Epidemiologia
Previo a la década de 1970 y 1980 la Enfermedad de Chagas poseia un patrén epidemioldgico
circunscripto a las regiones rurales en Latinoamérica, donde la transmisién de la enfermedad
principalmente ocurria por via vectorial. Con la masificacion de la migracion hacia las urbes que se
produjo durante estas décadas la epidemiologia de la enfermedad se modifico, principalmente
porque la infeccion comenzd a transmitirse en las ciudades via transfusion sanguinea. Para
entonces la prevalencia de la infeccién en Latinoamérica era de 17 millones de casos, con 100
millones de personas (25% de la poblacién total) en riesgo de contraer la infeccion; mientras que la
incidencia de la enfermedad se estimaba en 700.00-800.00 nuevos casos por afo, con una
cantidad de muertes anuales por la forma cardiaca de la enfermedad que rondaba los 45.000
casos [13]. Los arriba explicitados son los primeros datos estadisticos exactos que se recolectaron
en los paises de la regidén, como parte de un estudio transnacional desarrollado entre 1980-85 que
permitié dimensionar la prevalencia y la distribucion de la Enfermedad de Chagas. Cabe destacar,
sin embargo, que tanto la prevalencia como la incidencia y la mortalidad de la enfermedad sufren
variaciones constantes como consecuencia de la migracion, el efecto de los programas de control,

y cambios en las condiciones socioeconémicas.

A partir de las estadisticas confeccionadas a principio de 1980, se establecieron distintas iniciativas
regionales (Paises del Cono Sur, Paises Andinos, Paises de América Central, Amazonia) con
programas concretos para erradicar la enfermedad. Con este objetivo, los programas disenados
apuntan a eliminar la transmisién de la enfermedad por via vectorial y por transfusion sanguinea.
En el primer caso se busca interrumpir el ciclo doméstico y peri-doméstico de la transmision de T.
cruzi mediante el control quimico de los insectos vectores, el mejoramiento habitacional y la
educacién en salud de la poblacién. Para evitar la transmision por transfusion sanguinea se
desarrollaron e implementaron politicas para la deteccion seroldégica en las unidades

transfusionales de los bancos sanguineos.
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Iniciativa Centroamericana (1997) 1 Iniciativa Amazonica (2004)
Rhodnius profixus Rhodrmius prolixus

Trigtoma dimidiata Rhodmus fE-‘t'USfHS_

Trotoma barbern Ponstrongylus geniculiofus

Rhodnius brethesi

Rhodmus pailescens P
Iniciativa Andina {1997)

Rhodmis profivis
Tnatema dimidiata
Tngtoma moceiata
Fhodmis ecuadonensis

Imiciativa del Como Sur (1991) ——
Tratoma infestans
Trigtoma brasiliensis
Triotoma sopdida

Figura 3. Mapa de iniciativas. Areas geograficas de las distintas iniciativas regionales, donde se aplicaron

programas interestatales conjuntos. Se detallan los principales vectores de cada regiéon. Tomado de [14].

Como consecuencia de la implementacion de las medidas de control, entre el periodo 1980-1985 y
el afo 2005 se observa una considerable reduccion de la poblacién infectada con T. cruzi (Tabla 1).
Sin duda, uno de los mayores logros de la iniciativa de los paises del Cono Sur fue la interrupcién
total de la transmision vectorial intradomiciliaria en Uruguay (1997), Chile (1999) y Brasil (2006)
[14]. También durante el periodo 1991-2006 hubo una notable reduccién de la transmisién vectorial
en regiones de Paraguay, Argentina, Bolivia y Perd. Mientras que en todos los paises se logré una

cobertura cercana al 100% en el monitoreo de las unidades transfusionales.

Tabla 1. Prevalencia de la infeccidn por T. cruzi en humanos en Argentina y América Latina.

Periodo 1980-85 Ao 2005
Poblacion en  Porcentaje Individuos Poblacionen  Porcentaje Individuos
riesgo infectados riesgo infectados
Argentina 6.900.000 23 2.640.000 7.300.000 19 1.600.000
América 99.895.000 25 17.395.000 28.000.000 20 7.694.000

Latina
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La puesta en practica de las iniciativas regionales modific6 drasticamente el modelo epidemiolégico
de la enfermedad (Tabla 2). A modo de ejemplo, en Argentina la tasa media de transmisién
domiciliaria paso de ser del 30% en 1980 a 1% en 2002. Lo que equivale a un 98 % de reduccién
de la infestacién domiciliaria causada por el principal vector del pais, T. infestans.

En la dltima década el incremento de la migracién poblacional desde América Latina hacia paises
no endémicos produjo la dispersion de la infestacién, principalmente por via congénita y de
transfusiones sanguineas [15]. Esto llevd a que en paises como Estados Unidos, Canada y Espafa
se detectaran casos agudos de la enfermedad. Para enfrentar este problema, recientemente la
Organizacion Mundial de la Salud lanz6 la Red Global para la Eliminaciéon de la Enfermedad de
Chagas (GNChE), lo que refleja el grado de importancia que supone que la enfermedad haya
sobrepasado los limites de la regién endémica convirtiéndose en un asunto a ser atendido en todo
occidente.

Tabla 2. Cambios en los parametros epidemiolégicos en América Latina, 1990-2006 [14].

Parametro epidemiolégico 1990 2000 2006

Muertes anuales >45.000 21.000 12.500

Nuevos casos anuales 700.000 200.000 41.200
Prevalencia (millones) 30 18 15
Poblacién en riesgo (millones) 100 40 28
Distribucion (paises) 18 16 15

2. Los Tripanosomatidos

Los Tripanosomatidos son organismos protozoarios flagelados pertenecientes al Orden
Kinetoplastida. Los organismos pertenecientes a este grupo se definen por la presencia de una
organela caracteristica, el kinetoplasto. A su vez, los organismos pertenecientes a este Orden
pueden ser divididos, basandose en caracteres morfolégicos y por el ciclo de vida, en dos
subo6rdenes: Bodonina y Tripanosomatina. Los primeros incluyen dos familias de biflagelados
(Bodonidae y Cryptobiidae) con gran variedad de estilos de vida, que van desde organismos de
vida libre (Bodo y Dimastigella, entre otros) hasta parasitos de peces y caracoles (/chthyobodo y
Cryptobia, entre otros). El otro suborden (Tripanosomatina) comprende una Unica familia de
organismos uniflagelados, Tripanosomatidae. Aqui, entre otros, se encuentran los tripanosomas y
Leishmania sp., parasitos obligados de gran importancia médica y veterinaria. Los
Tripanosomatidos infectan toda clase de vertebrados y algunos invertebrados que actian como
organismos vectores. Los Tripanosomatidos cuyo ciclo de vida se restringe al parasitismo de
invertebrados insectos reciben la clasificacion de parasitos monogenéticos (Crithidia, Leptomonas,

Herpetomonas y Blastocrithidia), mientras que los que alternan entre un insecto vector y
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organismos vertebrados o plantas se denominan digenéticos (tripanosomas, Leishmania sp. y
Phytomonas sp.) [16].

Dominlo
Subreino
Clase

Suborden Trypanosomatina

1
Familia Trypanosomatidae Bodonidae | | Cryptobiidae |

Género Leishmania | Bodo | | Cryptobia |

[
Thypanosoma bracel | | Bodo sattans |

Subgénero | Schizotrypanum | | Trypanozoon |

[
Especie | Leishmania major | | Thspanosoma cruzi

Figura 4. Ubicacion taxonémica de Trypanosoma cruzi. Dentro del género Tripanosoma también deben
ser incluidos los subgéneros Megatrypanum (T. theiler), Tejeraia (T. rangel), Dutonella (T. vivax),
Nannomonas (T. congolense), Picomonas (7. suis).

La asignacion de los organismos a distintos Géneros dentro de la Familia Trypanosomatidae fue
desarrollada por Hoare y Wallace (1966) sobre la base de rasgos morfolégicos. Estos estaban
definidos por la posicion relativa entre el nucleo y el kinetoplasto y por la forma general del cuerpo
celular. Como minimo cada género posee dos tipos morfoldgicos, reflejo de la etapa del ciclo de
vida y condiciones fisioldgicas de las células. Algunos tipos morfolégicos son exclusivos de un
unico Género, mientras que otros son compartidos por distintos Géneros. En la Figura 5 se
esquematizan los distintos tipos morfolégicos de esta Famili, detallando los Géneros a los cuales
pertenecen. En total los tipos morfolégicos descriptos son seis, cada cual mostrando rasgos

estructurales particulares:

= Choanomastigote: el borde del bolsillo flagelar se extiende en forma de collar alrededor del
flagelo.

» Amastigote: célula redonda con un flagelo de poca longitud que no protruye fuera del bolsillo
flagelar.

» Ophistomastigote: posee un flagelo que corre desde el extremo posterior en un bolsillo
flagelar prolongado y estrecho, atravesando la célula y emergiendo en el extremo anterior.

= Promastigote: célula ahusada en la que el flagelo emerge desde el extremo anterior. El

kinetoplasto se encuentra proximo al extremo anterior y distante del nucleo.
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» Epimastigote: célula ahusada en la cual el cuerpo basal del flagelo y el kinetoplasto se
encuentran localizados adyacentes al nucleo. El flagelo emerge de un bolsillo flagelar
proximo al centro de la célula y se asocia a la membrana hasta quedar libre.

» Tripomastigote: célula ahusada con el cuerpo basal y el kinetoplasto localizados en el
extremo posterior de la célula, por detras del ndcleo. El flagelo emerge desde un bolsillo

flagelar muy corto y corre a lo largo de la célula asociado a la membrana.
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Figura 5. Tipos morfologicos que adoptan los Géneros de la Familia Trypanosomatidae. Se
esquematizan las formas celulares de los distintos tipos morfolégicos adoptados por cada Género. Tomado
de [17].

Los tripanosomas también se clasifican en dos grupos segun el curso de desarrollo que siguen
dentro del insecto vector. Estan los tripanosomas que completan su desarrollo en el intestino del
insecto y luego son transmitidos al mamifero por las heces contaminadas; mientras que, por otro
lado estan los tripanosomas que completan su desarrollo en las glandulas salivales del vector y son
transmitidos al hospedador vertebrado por inoculaciéon con la saliva durante la picadura. El primer
grupo se denomina Stercoraria e incluye a Trypanosoma cruzi, mientras que el segundo grupo se
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llama Salivaria e incluye a Trypanosoma brucei [17]. Esta no es la Unica diferencia en el ciclo de
vida entre los tripanosomas. T. cruzi adopta una tipo morfolégico que se aloja dentro de las células
del hospedador mamifero en donde es capaz de reproducirse, y esto lo ubica dentro del Subgénero
Schizotrypanum. En cambio, T. brucei no posee ningun estadio intracelular durante su ciclo vital
sino que se reproduce libre en la circulacién sanguinea del hospedador mamifero [18]. Por
consiguiente, si bien T. cruzi y T. brucei pertenecen al mismo Género, las diferencias en el
desarrollo de sus respectivos ciclos de vida se traduce en variaciones considerables en distintos
aspectos de la biologia de los mismos.

En T. cruzi es bien conocida la existencia de la diversidad en el genoma y la multiplicidad de
genotipos y fenotipos. Estudios de evolucién y genética molecular establecieron seis grupos
distintos de la especie T. cruzi. Estos grupos reciben el nombre de unidades discretas de tipificado
(DTU, de sus siglas en inglés), que describen a grupos de reservorios que son genéticamente mas
similares entre si que con cualquier otro reservorio y son identificables por la presencia de
marcadores moleculares comunes. De este modo, T. cruzi se subdivide en seis DTUs que van
desde Tcl a TeVI [19, 20]. La pronunciada heterogeneidad de los aislados naturales de TcV y TcVI
sugiere que estos DTUs son hibridos y que derivaron de Tcll y Tclll. El resto de los DTUs, Tcl,
Tcll, Tclll y TclV poseen predominancia de alelos homocigotas [21].

2.1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi
Trypanosoma cruzi adquiere distintas etapas de desarrollo durante su complejo ciclo de vida.
Mediante técnica de tefiido con Giemsa y observacién por microscopia optica es posible distinguir
con relativa facilidad las tres formas principales del parasito [2]: (1) Amastigote, forma redonda con
un flagelo de corta longitud que no sobresale del bolsillo flagelar y el kinetoplasto anterior al ntcleo.
Esta forma es replicativa y se encuentra dentro de las células del hospedador mamifero. (2)
Tripomastigote, forma ahusada de 25 um de longitud con el kinetoplasto ubicado posterior al
nucleo. Esta forma es la infectiva (no replicativa) y puede ser observada en (i) el intestino posterior,
heces y orina del insecto vector, (ii) en las células y torrente sanguineo del hospedador mamifero,
(iii) en la fase estacionaria de crecimiento de un cultivo axénico, y (iv) en el sobrenadante de cultivo
de células de mamiferos infectadas. A su vez, los tripomastigotes pueden ser subdivididos en
sanguineos (son los que se diferencian a partir de los amastigotes intracelulares) y metaciclicos
(son los que provienen de la diferenciaciébn de los epimastigotes a través de un proceso
denominada metaciclogénesis). (3) Epimastigote, forma ahusada de 20-40 um de longitud con el
kinetoplasto ubicado anterior al nucleo. Esta forma replicativa se observa durante la fase

exponencial de crecimiento en cultivos axénicos y en el intestino del insecto vector.

10



Introduccion
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Figura 6. Esquema de las tres principales formas que adopta T. cruzi durante su ciclo de vida. El
sentido del nado es lo que determina la polaridad de la célula, siendo su extremo anterior el que se
corresponde con el movimiento hacia adelante. Se marcan las estructuras cuyas modificaciones definen a las
distintas formas del parasito: flagelo, nucleo, kinetoplasto y bolsillo flagelar.

El ciclo de vida de este organismo se puede describir de la siguiente manera (Figura 7). Un vector
hemat6fago que porta al parasito se alimenta de un mamifero no infectado. Mientras se alimenta, el
insecto excreta las heces con tripomastigotes (1). Como consecuencia del prurito debido a la
picadura el mamifero se rasca e hace ingresar a los parasitos a su torrente sanguineo, a través de
la lastimadura producida por la picadura. Una vez en la circulacién sanguinea, los tripomastigotes
ingresan a las células del mamifero y se diferencian a la forma amastigote (2). Los amastigotes se
dividen repetidas veces por fisidn binaria hasta alcanzar una gran densidad (3) y, entonces se
diferencian a tripomastigotes. EI movimiento de los mismos, sumado a la alta densidad en que se
encuentran, provoca la ruptura de la célula hospedadora y los parasitos son liberados al torrente
sanguineo, desde donde pueden ingresar a otras células y asi propagar la parasitemia (4). Si un
insecto vector que no porta parasitos, se alimenta de un mamifero infectado, junto con la sangre
ingerira también tripomastigotes (5). Cuando estos llegan al estbmago del insecto se diferencian a
la forma epimastigote (6), que una vez en el intestino se dividen repetidas veces por fisidn binaria
(7). Son estos epimastigotes que al llegar al recto del insecto vuelven a diferenciarse a
tripomastigotes metaciclicos, y asi cerrar el circulo del ciclo de vida de este parasito (8).

11
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Figura 7. Esquema del ciclo de vida del protozoo T. cruzi. Los numeros se corresponden con los del

texto.

2.2. Aspectos bioldgicos generales de los Tripanosomatidos

durante El estilo de vida los Tripanosomatidos alternan entre entornos muy disimiles con
transiciones temporalmente acotadas, esto hace que estos organismos compartan caracteristicas
biol6gicas particulares que no se observan en ningun otro eucariota. Estas caracteristicas van
desde organelas y estructuras celulares especiales hasta novedosos procesos metabdlicos y
formas alternativas de mecanismos de regulacion. A continuacién seran descriptas aquellas
organelas y estructuras comunes a los Tripanosomatidos, y luego se realizara un detalle de los
rasgos distintivos de los procesos metabdlicos que se dan en estos organismos. A su vez, en cada
uno de estos apartados se destacaran las particularidades distintivas que presenta T. cruzi
respecto a los demas Tripanosomatidos.

2.2.1. Organelas y estructuras celulares

Las células tripanosomatidas se caracterizan por poseer un Unico flagelo que nace en una
estructura similar a los centrosomas de las células de mamiferos, y que se denomina cuerpo basal.
El flagelo emerge de la célula a través de una regidn especializada de gran importancia estructural
y metabdlica, denominada bolsillo flagelar (FP, de sus siglas en inglés). Otra peculiaridad de estos
organismos es que poseen una unica mitocondria de gran tamafno y que se extiende por todo el
cuerpo celular, por lo que se la conoce con el nombre de mitocondrion [22].

12
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Como organismos pertenecientes al Orden Kinetoplastida, los Tripanosomatidos se identifican por
la presencia del kinetoplasto. Esta estructura se encuentra dentro de la matriz de la mitocondrion,
en las cercanias del cuerpo basal. Estructural y molecularmente el kinetoplasto es un arreglo
complejo de fibrillas de ADN circular fuertemente compactado y entrelazado (K-DNA) [23]. Dos tipo
de subestructuras pueden ser identificadas en el kinetoplasto: los minicirculos y los maxicirulos,
cada uno compuesto por una unica molécula de ADN [24]. Los maxicirculos poseen entre 20 a 40
Kbp y se encuentran unas pocas docenas de idénticas copias por cada kinetoplasto. Los
minicirculos estan presentes en varios miles de copias por kinetoplasto, poseen un tamafo que
varia entre 0,5y 10 kb (dependiendo de la especie) y son heterogéneos en sus secuencias [25]. El
namero de minicirculos y maxicirculos, e incluso la longitud de los mismos, son rasgos
caracteristicos y exclusivos de cada especie de Kinetoplastido. En T. cruzi el K-DNA representa
entre el 20 y el 25% del ADN total de la célula y consiste en una red de 20.000-30.000 minicirculos
asociados entre ellos y con moléculas lineales largas, junto con unas pocas docenas de
maxicirculos. El rango de tamafnos de los minicirculos va desde 0,5 a 2,5 kb, mientras que los
maxicirculos poseen un tamano que varia entre 20-40 Kbp [26]. Asociadas al ADN del kinetoplasto
también se encuentran proteinas que participan en distintos procesos que se producen en esta
organela, entre las que se destacan: topoisomerasa tipo Il, ADN polimerasa, minicircle originbinding
protein, proteinas condensadoras del K-DNA, proteinas asociadas a kinetoplasto, una nicking

enzyme, proteinas heat shock mitocondriales, y un grupo de proteinas de union al kinetoplasto [27].

Los peroxisomas en tripanosomatidos son organelas con estructura esférica y matriz homogénea
que se encuentran esparcidas en forma aleatoria por toda la célula [28]. En tripanosomatidos
digenéticos (T. brucei, T. cruzi y Leishmania) el peroxisoma muestra resultados negativos en
ensayos enzimaticos y citoquimicos para la deteccién de la enzima catalasa, proteina que es
marcador molecular de esta organela en todas las restantes células eucariotas. Otro rasgo
distintivo de esta organela en tripanosmatidos es la presencia en la misma de las enzimas
glucoliticas involucradas en la conversion de glucosa a 3-fosfoglicerato [29], enzimas que en el
resto de los eucariotas se localizan en el espacio citoplasmatico. Debido a este rasgo diferencial,
los peroxisomas de los tripanosomatidos son conocidos con el nombre de glicosomas. La
concentracion de vias metabdlicas que en otras células ocurren en el citoplasma (fijacién de CO,,
rescate de purinas y biosintesis de novo de pirimidinas) es también un rasgo caracteristico del
glicosoma de los tripanosomatidos [29].

Otro componente vacuolar localizado por todo el citoplasma de los tripanosomatidos es una
estructura electron-densa denominada acidocalcisoma, denominacion otorgada por su capacidad
de transportar protones y calcio [30]. Estas organelas actian como reservorios de calcio, sodio,
potasio, zinc, hierro y compuestos fosféricos. También se encuentran involucradas en procesos

como la homeostasis del pH y la osmorregulacién, esto ultimo en intima asociacién con la vacuola
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contractil. Esta ultima estructura esta formada por ramificaciones tubulares conectadas a una
vacuola central que generalmente esta ubicada cerca del bolsillo flagelar. Tanto el acidocalcisoma
como la vacuola contractil de epimastigotes de T. cruzi poseen en su membrana la proteina

aquoporina, un transportados de agua involucrado en el proceso de osmorregulaciéon [31].

El bolsillo flagelar es una estructura de suma importancia para la biologia de los tripanosomatidos.
Esta estructura es de total relevancia en dos rasgos biolégicos separados, uno es a nivel
metabdlico y otro a nivel morfolégico. En este apartado sera explicitada su relevancia en el
metabolismo de la célula, mientras que su importancia en la morfologia sera tratada mas adelante.
Esencialmente el bolsillo flagelar es una depresion en la parte anterior de la célula por donde
emerge el flagelo [32]. Esta region es la Unica en toda la célula donde la membrana plasmatica no
se encuentra revestida internamente por la capa de microtubulos denominada corset subpelicular.
Es esto lo que permite que la region del bolsillo flagelar sea el Unico lugar por donde la célula
realice el intercambio de sustancias con el medio extracelular. La via secretoria en T. cruzi
comprende al reticulo endoplasmico, el complejo de Golgi y un sistema de vesiculas que salen de
las cisternas del Golgi y migran hacia el bolsillo flagelar, donde se fusionan con la membrana y
liberan su contenido. La internalizacién de macromoléculas en tripanosomatidos, al igual que en el
resto de los eucariotas, se da por via endocitica. La actividad endocitica en estos parasitos se
encuentra restringida sélo a la regién del bolsillo flagelar. Lo que varia entre las distintas especies
de tripanosomatidos es si la internalizacién se produce en forma global dentro del bolsillo flagelar o,
como sucede en epimastigotes de T. cruzi, se produce a través de una invaginacion de la
membrana que recibe el nombre de citostoma-citofaringe. Independientemente del lugar fisico por
donde se produzca la endocitosis, el mecanismo se conserva en todos los tripanosomatidos. Una
vez que las macromoléculas se unen a la membrana son rapidamente internalizadas en pequenas
vesiculas endociticas, que luego se fusionan unas con otras para formar una estructura tubular
formando el equivalente a los endosomas tempranos de otras células eucariotas. El destino final de
todas las macromoléculas internalizadas son unas estructuras vesiculares esféricas localizadas en
la parte posterior de la célula, que reciben el nombre de reservosomas [33]. Esta organela posee
una matriz acida donde se detectan tanto proteinas como inclusiones lipidicas. EI componente
proteico estd compuesto por enzimas como proteasas e hidrolasas lisosomales, por lo que estas

organelas son consideradas el principal sitio de degradacion y regulacion proteica.
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Epimastigotes Trypomastogotes Amastigotes

Figura 8. Grafico de las tres principales formas que adopta T. cruzi durante su ciclo de vida, identificando

todas las organelas y estructuras presentes en estas células. Tomado de [34].

Organelas y estructuras como el nucleo, el citoesqueleto y el flagelo seran descriptos con gran
detalle en apartados venideros debido a la relevancia que poseen para el desarrollo y la explicacién
de los resultados obtenidos en este trabajo.

2.2.2. Procesos genéticos en Tripanosomatidos

Los maxicirculos del kinetoplasto son considerados homoélogos al ADN mitocondrial del resto de las
células eucariotas, en el sentido en que codifican para los tipicos genes mitocondriales como son
los ARNr y distintos componentes proteicos de la cadena respiratoria. Sin embargo, algunos genes
codificantes de proteinas tienen la particularidad de estar encriptados dentro de la secuencia de los
maxicirculos. Para transformarse en genes codificantes funcionales sufren una modificacién post-
transcripcional que consiste en inserciones/deleciones de residuos de uridina, proceso conocido
como edicion del ARN. En este proceso participan unos pequefios ARN guias (ARNg) que son
codificados mayoritariamente por los minicirculos. El proceso de edicién consiste en una serie de
pasos de ligacién y clivaje mediados por enzimas, con los sitios especificos de edicion
determinados por el apareamiento de bases entre el ARN a ser editado y el ARNg afin. De este
modo, el mecanismo de edicién es capaz de corregir marcos de lectura, crear codones de inicio de
la traduccidn y, en el caso de la edicidn masiva, convertir genes encriptados en ARNm traducibles
[35].

Otro rasgo distintivo de los tripanosomatidos es el mecanismo de la expresion génica. Los marcos
abiertos de lectura en Kinetoplastidos se encuentran organizados en largos arreglos que son
transcriptos como ARN precursores policistrénicos (unidades transcripcionales) [36], que luego son

procesados por trans-splicing (que se produce de forma cotranscripcional) y poliadenilacion para
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generar ARNm individuales [37]. La regulacion de la expresion génica en estos organismos se da a
nivel post-transcripcional, siendo la Unica excepcion los genes que codifican las principales
proteinas de superficie en T. brucei (EP y VSGs) y otros genes de la misma unidad transcripcional
[38]. Durante el proceso de trans-splicing un pequeino fragmento de ARN de 39 ntd denominado
Spliced Leader (SL), que lleva un cap trimetilo, es agregado al extremo 5 del ARNm. El sitio
aceptor para el SL es un dinucleétido AG ubicado inmediatamente downstream a un tracto de
polipirimidina [37]. El sitio de poliadenilacién se ubica entre 100-300 ntd upstream de la sefal de
trans-splicing del gen adyacente downstream. La poliadenilaciéon de un gen depende del correcto
splicing del gen inmediatamente downstream, impidiéndose de esta forma la regulacién
independiente del procesamiento de genes adyacentes. La eficiencia constitutiva de la senal de
splicing depende de la longitud y composici n del tracto de polipirimidinas y de secuencias en el 5'-
UTR [39, 40]. Los mecanismos de la regulacién post-traduccional de la expresiéon génica en
tripanosomatidos no estan del todo dilucidados. Sin embrago, si esta claro que sucede a nivel de la
estabilidad del ARNm, la regulacién del comienzo de la traduccién y la estabilidad de la mismas
proteinas recién traducidas [41].

2.3. El nucleo de los Tripanosomatidos

2.3.1. Organizacion de la cromatina

Con el advenimiento de la era gendmica se desarrollaron una gran cantidad de Proyectos
Genomas para distintos organismos eucariotas, incluyendo entre estos a los tripanosomatidos. Asi,
en el ano 2005 fue completada la secuenciacion del genoma de T. brucei [42], T. cruzi [43] y
Leishmania major [44]. Los tripanosomatidos son organismos diploides. T. cruzi posee un genoma
de tamano haploide de entre 43-50 megabases, que se reparten entre 30 a 40 cromosomas [45]. El
nuamero exacto de cromosomas todavia no se determind, asi como existen otras imprecisiones en
cuanto a otros rasgos del genoma de este organismo. La cepa elegida para la realizacion del
Proyecto Genoma de T. cruzi fue CL Brener, un miembro del linaje TcVI que es un hibrido entre los
linajes Tcll y Tclll (el cual a su vez parece ser un hibrido derivado de Tcl). Debido a esto, T. cruzi
es heterocigoto en la mayoria de los loci, con pares de cromosomas homdlogos de distinto tamaro
[43]. Esto, junto a la alta proporcidén de secuencias repetitivas presentes en el genoma de T. cruzi
(20-40%), hicieron muy complejo el andlisis y el ensamblaje de los contigs para el armado final del
genoma de T. cruzi. El resultado es que hoy dia todavia no se pudo obtener una lectura acabada y

precisa de la composicidén genética y organizacion génica en este parasito.

El genoma de los tripanosomatidos esta organizado en largos y discretos clusters de genes (DGCs,
de sus siglas en inglés), que contienen decenas de genes codificantes de proteinas dispuestos en
una orientacién cabeza/cola. Las regiones que separan DGCs adyacentes se denominan regiones
de cambio de hebra (SSRs, de sus siglas en inglés), y pueden ser tanto convergentes (DGCs con
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genes orientados hacia el SSR) como divergentes (DGCs con genes orientados en sentido
contrario al SSR). Aunque se sabe que la transcripcién de los genes de los DGCs es policistronica,
todavia no se ha podido determinar la existencia de secuencias especificas para la iniciaciéon o
terminacion de la transcripcion [46]. Existen indicios y distintas evidencias indirectas que atribuyen
a las SSRs divergentes como sitios de iniciacién de la transcripcién, mientras que las SSRs

convergentes serian sitios de terminacion de la transcripcién [47].

La unidad bésica de compactacién de la cromatina en tripanosomatidos, al igual que en todos los
eucariotas, es el nucleosoma. Este esta conformado por el tipico octamero de histonas (formado
por dos unidades de H2A, H2B, H3 y H4), con H1 actuando como la histona linker de los
nucleosomas [48]. Por otra parte, las histonas de tripanosomatidos presentan en su extremo N-
terminal una gran divergencia respecto a las histonas de levaduras y mamiferos, y la histona H1 no
presenta su dominio globular y sélo conserva el extremo N-terminal de la H1 de humanos [49]. Por
microscopia electrénica en nucleos interfasicos de T. brucei y T. cruzi es posible diferenciar
claramente areas con distinta electrodensidad en el nucleoplasma [50, 51]. El material
electrondenso se localiza en clusters en la periferia nuclear. La cromatina en tripanosomatidos en
forma global se encuentra empaquetada mas laxamente que la cromatina de mamiferos [52]. Los
cromosomas no pueden ser distinguidos bajo microscopia debido a que no se condensan hasta
individualizarse en ningun estadio de su ciclo de vida. A pesar de esto, la distribucion de la
cromatina en tripanosomatidos no es igual en todas las etapas del ciclo de vida.

2.3.2. Dinamica del nucleo vy la cromatina

El ndcleo como organela muestra un cambio en su morfologia entre las formas replicativas
(epimastigote y amastigote) y la forma infectiva (tripomastigote). En los primeros posee una forma
esférica, mientras que en tripomastigotes adquiere una forma alargada con su eje principal paralelo
al eje longitudinal de la célula. Por otra parte, la variacién en la localizacion relativa que adopta el
nacleo respecto al kinetoplasto entre las distintas formas del ciclo de vida se debe a la migracién de

ésta Ultima organela, mientras que el nicleo permanece estatico [53].

Distintos trabajos han demostrado que la cromatina de T. cruzi es una estructura dinamica con
regiones que alternan el grado de condensacién ante distintas condiciones. Spadiliero y
colaboradores, en dos trabajos [54, 55] y dos enfoques distintos, demostraron que epimastigotes
en fase exponencial de crecimiento muestran una cromatina mas laxa que epimastigotes de fase
estacionaria y tripomastigotes. También demuestran que la histona H1 se encuentra mas
débilmente unida al nucleosoma que en células eucariotas superiores y, en parte a esto, adjudican
el grado de compactacion mas laxa que muestran los tripanosomatidos en general, en
concordancia con trabajos similares realizados en T. brucei [56]. En un estudio mas profundo, que
abarcaba todas las formas de desarrollo de T. cruzi, se demostré que durante el proceso de
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diferenciacién de las formas replicativas a la forma infectiva el nucleo sufre una extensiva
reorganizacion. El nucléolo se desensambla y la heterocromatina, que en las formas replicativas se
localiza en la periferia nuclear, se extiende por todo el nucleoplasma a la par que el ndcleo se
alarga. El cambio del estado cromatinico entre las distintas formas se correlaciona con los niveles
de transcripciébn en cada una de ellas. Las formas replicativas, donde la heterocromatina se
encuentra confiscada en la periferia nuclear, muestran mayores niveles de transcripcion respecto a
la forma tripomastigote donde el nlcleo es altamente heterocromatinico [50]. El posicionamiento de
los cromosomas en epimastigotes de T. cruzi también se modifica durante el ciclo celular. Durante
la fase G1 los cromosomas se encuentran esparcidos por todo el nucleoplasma, mientras que
durante las fases S y G2/M se ubican en la periferia del nucleo. Este reacomodamiento esta
relacionado con el proceso de replicacion. La sintesis de ADN se produce en la periferia nuclear y
los cromosomas recién sintetizados migran hacia la regién central del ndcleo para adoptar la
disposicién de la cromatina caracteristica de G1. En la forma tripomastigote, el estadio no
replicativo del parésito, los cromosomas se localizan esparcidos por todo el volumen del nucleo
[57].

En mamiferos y otras células eucariotas la estructura de la cromatina y todos los procesos llevados
a cabo en el nucleo estan determinados por las histonas y las modificaciones post-traduccionales
que les ocurren, principalmente en sus extremos N-terminal [58]. En tripanosomatidos también se
ha demostrado la existencia de modificaciones post-traduccionales de las histonas, y el rol que
estas cumplen en determinados procesos celulares [59]. Incluso en estos organismos se han
descriptos modificaciones de histonas nunca antes reportadas en otros eucariotas [60]. En forma
complementaria a la modificacion de las histonas, en la regulacion de los procesos nucleares
tambi n est n involucradas prote nas denominadas “variantes de histonas”. Son prote nas con una
secuencia similar a las histonas canonicas, pero codificadas por genes diferentes. Estas proteinas
reemplazan a su correspondiente candnica dentro del nucleosoma para cumplir funciones
exclusivas en procesos nucleares determinados. En tripanosomatidos so6lo se ha detectado una
Unica variante de las histonas H2A, H2B y H3. Mientras que la variante de H2A parece ser el
homologo a H2A.Z, las variantes de H2B y H3 son especificas de tripanosomatidos [48]. A pesar de
haber identificado estas variantes de histonas en tripanosomatidos, a la fecha no se ha descripto el

involucramiento de estas en algun proceso celular.

2.4. El citoesqueleto de los tripanosomatidos
Los organismos tripanosomatidos se caracterizan por adoptar morfologias bien definidas y
especificas en distintas fases de su ciclo de vida. A pesar de esta variacién, todos los tipos
celulares comparten estructuras citoesqueléticas de gran importancia para la biologia de estos

organismos.
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La forma y la silueta de las células se encuentran determinadas por la presencia de un arreglo de
microtubulos que subyacen a la membrana plasmatica. Este arreglo recibe el nombre de corset
subpelicular y estructuralmente es una lamina de microtibulos regularmente espaciados,
interconectados entre si y con la membrana plasmatica por medio de cortos filamentos de
naturaleza incierta [27]. Es este corset el que le otorga la rigidez necesaria a estas células para
poder afrontar los cambios de condiciones fisico-quimicas del entorno variable al cual se exponen.
Sin embargo esto, el corset subpelicular no es una estructura del todo rigida, sino que por el
contrario posee la flexibilidad necesaria como para permitir que las células sufran el cambio
morfolégico que se observa durante el proceso de diferenciacion. Esta flexibilidad viene otorgada
por el hecho de que los microtubulos del corset muestran una longitud variable, y en el punto donde
un microtubulo finaliza se observa la continuidad de los que se encuentran inmediatamente
adyacentes. Esto produce un patrén de interdigitacion que permite los cambios morfol6gicos que se
dan en la longitud de las células sin que se produzcan regiones débiles en el arreglo cortical [61].
El corset subpelicular se mantiene intacto durante la division celular. Para que cada célula hija
reciba el numero exacto de microtubulos que conforman esta estructura, nuevos microtubulos son
agregados durante el ciclo celular e intercalados con los ya existentes. Para el momento en que la
célula se divide, un corset completo es heredado en forma semiconservativa durante la citoquinesis
[62].

El corset subpelicular, que abarca casi la totalidad del cuerpo celular, sélo se ve interrumpido en la
region de la base del flagelo. El esqueleto del flagelo esta formado por un axonema, con la
estructura tipica de nueve dobletes externos rodeando a un par central de microtubulos (9+2), y
una estructura filamentosa que se encuentra unida a éste. Este filamento se denomina
Paraflagellar Rod (PFR) y se encuentra fisicamente interconectado con el axonema a través de
numerosos filamentos [28]. EI PFR esta compuesto por un gran niumero de proteinas, de las cuales
muy pocas fueron caracterizadas. Entre estas se encuentran las dos proteinas mayoritarias,
denominadas PFR 1y 2, con pesos moleculares respectivos de 73 y 79 kDa y naturaleza altamente
antigénica [28]. Aunque se sabe que el PFR es necesario para la normal motilidad del flagelo [63],
hasta la fecha la funcion exacta de esta estructura no fue del todo dilucidada. El flagelo nace a
partir de una estructura denominada cuerpo basal (BB), al cual se encuentra anclado. Cercano y en
paralelo al cuerpo basal se encuentra el pre-cuerpo basal, con estructura idéntica al BB, y del cual
va a surgir el nuevo flagelo cuando la célula comience a dividirse [64]. El cuerpo basal y el pre-
cuerpo basal se encuentran fisicamente conectados, y ambos a su vez también lo estan con el
kinetoplasto. Esta conexion se da a través de un complejo denominado Tripartite Attachment
Complex (TAC), compuesto por: un sistema de filamentos que van desde el extremo proximal del
cuerpo basal hasta la membrana mitocondrial externa adyacente, otro sistema de filamentos que

unen una de las caras del kinetoplasto con la membrana mitocondrial interna, y una region de la
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membrana mitocondrial ubicada entre el cuerpo basal y el kinetoplasto que muestra un perfil lineal
sin crestas [65]. En el espacio comprendido entre el cuerpo basal y el pre-cuerpo basal nace un
grupo de cuatro microtubulos especializados, denominado Microtubule Quartet (MtQ) [66], que
atraviesa el bolsillo flagelar para insertarse entre los microtubulos del corset subpelicular [64]. En su
sitio de nucleacién, el MtQ se encuentra fisicamente interconectado con el cuerpo basal y el pre-
cuerpo basal. En aquellas formas del parasito en donde el flagelo emerge desde el lateral de la
célula, como ocurre en epimastigotes y tripomastigotes, una porcién importante de éste permanece
unido al cuerpo celular a través de una regién denominada Flagellum Attachment Zone (FAZ) [62].
LA conformacion del FAZ comprende la participacion de estructuras presentes tanto en el cuerpo
celular como en el lumen del flagelo, que forman una especie de costura en el corset subpelicular
del cuerpo celular. Del lado del cuerpo celular estd constituido por el MtQ y una estructura
filamentosa exclusiva de esta zona, que se encuentra inmersa dentro del corset subpelicular. Por el
lado del flagelo se observan unos elementos filamentosos que conectan el PFR con la membrana
flagelar [67]. A su vez, en esta zona las membranas del flagelo y el cuerpo celular se encuentran
unidas a través de uniones tipo macula adherens, cerrando de esta forma todo el sistema de

interconexién entre el flagelo y el cuerpo celular.

Filamentos
conectores

Filamento _— 4
del FAZ

Figura 9. Microscopia electronica de transmision de la region del FAZ. En la imagen se sefialan las
estructuras citoesqueléticas que conforman el FAZ. En el flagelo se observan el axonema (Ax) y el
Paraflagellar Rod (PFR) con los filamentos conectores. En el cuerpo celular se sefialan microtdbulos del

corset subpelicular, el Microtubule Quartet (MtQ) con la estructura filamentoso del FAZ (filamento del FAZ).

Como se explicitd anteriormente, el bolsillo flagelar es una regién sumamente importante para la
biologia de la células en dos niveles distintos, metabdlico y estructural. En este segundo caso su
importancia radica en que es la regién de la célula en donde se alojan todas las estructuras
descriptas en el parrafo anterior y que son fundamentales para el proceso de morfogénesis y
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divisién celular, como se vera posteriormente. El bolsillo flagelar es una regién bien concreta que
posee limites bien definidos. El limite proximal esta dado por el cuerpo basal, mientras que el distal
esta definido por el punto en donde el flagelo emerge de la célula (regién del cuello). En cada uno
de estos limites existen arreglos fibrilares que llevan a una fuerte interconexién entre la membrana
plasmatica y el citoesqueleto subyacente. Estos dos puntos provocan una divisién fisica de la
membrana plasmatica en tres dominios funcionalmente diferentes: la membrana celular, la
membrana del bolsillo flagelar y la membrana flagelar [68]. En la region del cuello, justo en el punto
donde el flagelo sobresale del cuerpo celular, existe una estructura anular que rodea la cara
citoplasmatica de la membrana del bolsillo flagelar y que se denomina collar del bolsillo flagelar
(FPC). Inmediatamente por encima de esta estructura, y dentro de la regién del cuello flagelar
existe un elemento en forma de horquilla, denominado Bilobe [69]. La region circular de la horquilla
se encuentra en intimo contacto con el collar del cuello flagelar, mientras que los dos brazos corren
en paralelo hacia el cuerpo celular. Uno de los brazos corre en intima relacién con el MtQ, mientras

que el otro lo hace al filamento del FAZ [70].

2.5. Ciclo celular en Tripanosomatidos

El ciclo celular en los tripanosomatidos en sus mecanismos basicos es igual al de otras células
eucariotas. Sin embargo, la presencia de ciertas organelas y estructuras hacen que estas células
muestren algunas variaciones y ciertos procesos exclusivos. Estas diferencias se dan sobre todo
en las fases S y M del ciclo celular, y se deben principalmente a la presencia del kinetoplasto y del
flagelo. Los tripanosomatidos poseen un Unico nucleo, kinetoplasto, flagelo y aparato de Golgi, que
deben ser duplicados durante el ciclo celular y correctamente segregados durante la mitosis para la
formaciéon de dos nuevas células hijas completas y viables. Es por esto que los eventos mas
importantes del ciclo celular y en los cuales me voy a focalizar son los de duplicacion y segregacion
de estas organelas.

La duplicacion de las organelas son procesos bien definidos en el tiempo y que ocurren en forma
secuencial y precisa. Entre los distintos tripanosomatidos es T. brucei en el cual se realizaron la
mayor cantidad de estudios sobre la progresion del ciclo celular y los mecanismos involucrados en
este. Realizando una comparacién con los demas tripanosomatidos se observan diferencias en
cuanto al orden de la secuencia de duplicacién de las distintas organelas. En la forma prociclica de
T. brucei el primer evento morfolégico que sucede durante el ciclo celular es la duplicacion del
cuerpo basal con nucleacién y crecimiento del nuevo flagelo que, junto con la posterior duplicacién
del aparato de Golgi, suceden en la fase G1 [71]. Luego la secuencia de eventos continta con la
replicacién de ADN en el kinetoplasto y en el nucleo. Aqui surge un rasgo distintivo en el ciclo
celular de los tripanosomatidos, y es que el nucleo y el kinetoplasto poseen fases de sintesis
independientes y desfasadas en el tiempo. En la forma prociclica de T. brucei la fase S del

kinetoplasto comienza antes y dura menos que la del nucleo. Esto se traduce en que en estas
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células primero sucede la segregacion del kinetoplasto (fase G2 del ciclo celular), y luego la mitosis
nuclear (fase M del ciclo) [71]. En epimastigotes de T. cruzi la secuencia de eventos durante el ciclo
celular es idéntica a la de la forma prociclica de T. brucei, con la excepcion que primero comienza
la fase S en el nucleo y luego en el kinetoplasto [72]. En la forma promastigote de Leishmania
mexicana la secuencia de eventos es distinta a las anteriores. En estas células las fases S del
nacleo y del kinetoplasto ocurren al mismo tiempo y la mitosis del nucleo ocurre antes que la

division y segregacién del kinetoplasto.

T. brucei
Prociclico

T. cruzi
Epimastigote
INTK1F 1N1K2F 1N2K2F 2N2K2F
L. mexicana
Promastigote
INTK1F 1N1K2F 2N1K2F 2N2K2F
O Nicleo = Kinetoplasto [/ Flagelo viejo / Flagelo nuevo

Figura 10. Secuencias de eventos durante el ciclo celular de tripanosomatidos. Esquema que muestra
la secuencia de duplicaciéon de las organelas y estructuras mas importantes en las formas de distintos

tripanosomatidos.

Independientemente de las diferencias temporales en la secuencia de eventos de duplicacién de
las organelas y estructuras entre los distintos géneros, el nimero de nucleos (N), kinetoplastos (K)
y flagelos (F) son muy utiles como marcadores celulares para ubicar células individuales dentro del
ciclo celular mediante la mera observacion por microscopia. Otro parametro de utilidad para esto
ultimo es determinar si el nucleo y/o el kinetoplasto ya han duplicado su genoma, y esto puede ser
medido a partir de imagenes de fluorescencia donde el ADN haya sido marcado con DAPI. Todos
estos parametros mensurables son de gran importancia desde un punto de vista practico ya que
permiten analizar profundamente el fenotipo del ciclo celular entero a nivel de células individuales,

algo que no puede ser realizado en otros tipos celulares.

A continuacion se realizara una descripcion de todos los eventos relevantes del ciclo celular de las

células de tripanosomatidos como son duplicacion del flagelo, sintesis de ADN, segregacion del
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kinetoplasto, mitosis del nucleo y citoquinesis.Por ultimo se hard una breve resefia de los

mecanismos regulatorios del ciclo celular presentes en estos organismos.

2.5.1. Duplicacién del flagelo vy estructuras relacionadas

En todos los tripanosomatidos el nuevo flagelo comienza a formarse previamente al inicio de la fase
S del ciclo celular, durante la fase G1 [72-74], siendo el primer evento citolégico detectable. Al
comienzo del ciclo celular las células poseen un unico cuerpo basal, que sostiene el axonema del
flagelo, y un pre-cuerpo basal. Hacia el fin de la fase G1 el pre-cuerpo basal madura para
convertirse en un cuerpo basal, a partir del cual el nuevo flagelo comenzara a formarse. Ni bien el
axonema del nuevo flagelo comienza a ensamblarse, su extremo superior se conecta a la cara
lateral del viejo flagelo, por medio del denominado conector flagelar [75]. Inmediatamente después
se forman dos nuevos pre-cuerpos basales [76]. Para cuando la célula transita la fase S del ciclo
celular, el nuevo flagelo ya atraviesa el bolsillo flagelar preexistente y sigue posicionado anterior al
viejo flagelo [64]. Hacia el final de la fase S, el nuevo complejo cuerpo basal/flagelo cambia su
ubicacién rotando alrededor del viejo flagelo para establecerse en una posicion posterior al mismo.
Este movimiento rotacional provoca que el Unico bolsillo flagelar se divida en dos entidades
separadas [76]. La conexidn que existe entre el cuerpo basal y el kinetoplasto a través del TAC
provoca que el nuevo cuerpo basal arrastre al kinetoplasto recién duplicado, provocando la divisién
y segregacion del mismo. Este reacomodamiento de estructuras durante la formaciéon del nuevo
flagelo es de relevante importancia para la correcta colocacién de las mismas previo a la divisién de

la célula y su correcta segregacién a las dos células hijas.

La biogénesis del nuevo flagelo es a través del mecanismo conocido como transporte intrafagelar
(IFT). Esto es el transporte de moléculas del axonema y del PFR hacia el extremo distal del flagelo,
a través de motores moleculares de la familia de la kinesina I, en donde son ensamblados [77]. En
la forma prociclica de T. brucei donde la elongacion del nuevo flagelo fue impedida por el
silenciamiento de genes responsables del IFT, se observé que las células mostraban un nuevo FAZ
mas corto y una disminucién del tamafo celular [78]. Esta disminucion se debe a una
deslocalizacion del punto de entrada del surco de clivaje durante la citoquinesis. Asi se determin6
que la crecimiento del nuevo flagelo controla la elongacion del FAZ asociado, y se le adjudica al
FAZ ser la estructura que marca el punto donde se producira el corte durante la division de la célula
[79]. Debido a que las células sin flagelo mostraban una deslocalizacién en la segregacién del
cuerpo basal y del kinetoplasto también se sugiere que el FAZ podria estar implicado en el

establecimiento de la polaridad celular [78].

2.5.2. Sintesis de ADN
En tripanosomatidos la replicacion del ADN nuclear y del K-DNA son dos procesos independientes

pero a la vez coordinados. Durante el transcurso del ciclo celular, la fase S en cada una de estas
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organelas muestra un desfasaje temporal en el comienzo y distintos periodos de tiempo en su
duracion. De esta forma, en tripanosomatidos se puede hablar de un ciclo nuclear y un ciclo del
kinetoplasto como eventos separados, y que suceden de una forma temporalmente desfasada pero
en una secuencia determinada. La fase S del kinetoplasto, a su vez, se encuentra coordinada con
el ciclo de duplicacion del complejo cuerpo basal/flagelo de forma de asegurar que el genoma
kinetoplastidico sea correctamente heredado en las células hijas [80]. Los mecanismos moleculares
de replicacion del genoma en cada una de estas organelas son diferentes. La replicacion del ADN
nuclear es un mecanismo del cual se sabe muy poco y hasta la fecha no ha surgido ningun trabajo
que aporte datos relevantes sobre este proceso. El analisis de la base de datos de los proyectos
genomas de los tripanosomatidos muestra la conservacion de muchos componentes moleculares
de la maquinaria de replicacién de eucariotas superiores, pero sin embargo muchos otros parecen

estar ausentes [73].

La replicacién del ADN en el kinetoplasto es un mecanismo bastante estudiado debido a la
singularidad de esta organela a lo largo de la evolucién, lo que le otorga una gran relevancia
bioldégica. El conocimiento que hay hasta el momento sobre el mecanismo se debe a varios
estudios realizados en el organismo Crithidia fasciculata, complementado con unos pocos
realizados en T. brucei. Los dos tipos de moléculas de ADN, los maxicirculos y los minicirculos,
poseen mecanismos de duplicacion particulares. Los maxicirculos son replicados mientras aun
permanecen anclados a la red del kinetoplasto, a diferencia de los minicirculos que para ser
replicados son liberados fuera de la red [81]. Sobre la replicacién de los maxicirculos no existe
mucha mas informacién, salvo que ésta es unidireccional y se inicia en un origen discreto ubicado
en la regién no codificante [82]. Por estudios bioquimicos se identificaron multiples proteinas que
forman parte del kinetoplasto y son homélogas a enzimas encargadas de la replicacién del ADN en
otros eucariotas, mientras que por inmunofluorescencia se determiné la localizacién de las mismas
dentro de la organela [83]. Sin embargo, la participacién de muchas de ellas en el proceso de
duplicacion de los minicirculos todavia no fue probado en forma directa, y el rol que se les atribuye
se basan en la extrapolacioén de la funcién de los homélogos en otros eucariotas. A pesar de esto,
en la actualidad existe un modelo con alto consenso respecto del mecanismo de replicacién de los
minicirculos, y es el siguiente (esquematizado en Figura 11). Antes de ser replicado, y por accién
de una topoisomerasa tipo Il, cada minicirculo individual es liberado a la matriz mitocondrial en una
region especifica que se encuentra entre el K-DNA y el cuerpo basal (zona kinetoflagelar, KFZ).
Aqui, la proteina UMSBP (Universal Minicircle-Sequence-Binding Protein) se une al origen de
replicacién y desencadena el inicio de la replicacion. Junto a UMSBP, posiblemente se ensamble
una maquinaria en el origen de replicacién, de la cual formarian parte una proteina primasa (que
sintetiza los primers de ARN) [84] y las ADN polimerasas del tipo IB y I1C [85]. Una vez formados,
los dos minicirculos hijos migran hacia lados opuestos del disco kinetoplastidico, una region
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denominada antipodal site y que es un ensamblaje de proteinas que continuaran con el procesado
de los minicirculos recién sintetizados. Este procesamiento incluye la remocién del los primers de
ARN a través de la enzima SSE-1, rellenado de los gaps entre los fragmentos de Okazaki por una
polimerasa B y empalme de los nicks resultantes por medio de una ligasa kB [86]. Finalmente, los
minicirculos aun con la presencia de un nick o un gap, son enganchados por accion de la

topoisomerasa Il en la periferia de la red del kinetoplasto adyacente a los antipodal site.

A. B.

Localizacion de:
L[gasa ka i Disco K-4DN

Pol B-PAK

Topo 11
Ligasa kB
Pol 8 F Antipodal site
SSE1—T »
— el B
Primasa — : | : Zona
Pol IC --“'“:::_,.f 8 At 6)+0 2 L kinetoflagelar
PolIB — < D= S
UMSBP ' /

Cuerpo basal

Figura 11. Replicacion de los minicirculos en el kinetoplasto. A. Microscopia electrénica que muestra al
disco kinetoplastidico (KD) y las regiones lindantes donde se produce la duplicacion de los minicirculos, la
zona kinetoflagelar (KFZ) y los antipodal setes (AS). B. Esquema de la localizacién que adoptan los
minicirculos durante su duplicacién y la ubicacion de las enzimas que participan en el proceso. También se

marcan los estructuras que rodean al disco kinetoplastidico. Modificado de [86].

En T. cruzi (al igual que en C. fasciculata) a medida que los minicirculos nuevos son agregados, el
kinetoplasto realiza un movimiento rotatorio [87]. Por lo que los minicirculos nuevos se van
distribuyendo de forma homogénea alrededor de toda la periferia de la red, mientras que en el
centro van quedando los minicirculos que aun no fueron replicados. Se piensa que el sistema logra
diferenciar entre los minicirculos ya replicados de los que aun no lo fueron por la presencia de gaps
0 nicks en los primeros [81]. Una vez que todos los minicirculos fueron replicados, el kinetoplasto
de tamano doble se dobla hasta adquirir una forma casi circular. Luego se produce la escisién a lo
largo del diametro para formar dos progenies con igual carga de K-DNA [88].

2.5.3. Divisién del nucleo y del kinetoplasto

La segregacion del kinetoplasto, luego de haber duplicado su contenido de ADN, es mediada por la
separacion de los complejos cuerpo basal/flagelo [53]. EI movimiento rotacional que el nuevo
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complejo cuerpo basal/flagelo realiza para pasar de una posicién anterior a una posterior respecto
al viejo complejo se produce en el mismo momento en que el K-DNA se esté duplicando, y a traves
del TAC el movimiento se propaga al kinetoplasto [89]. En la forma prociclica de T. brucei, donde el
mecanismo de segregacion esta mejor estudiado, la separacion de los cuerpos basales posee dos
fases. Durante la primera la separacion entre ambos alcanza una distancia de aproximadamente 2
um, y el kinetoplasto aun permanece unido por un delgado hilo formado sé6lo por maxicirculos
(estructura denominada nabelschnur). En la segunda fase, la migracion de los cuerpos basales es
mas rapida y la distancia entre ambos llega a 4,5 um. Hay fuertes evidencias que atribuyen esta
propiedad bifasica de la separacién de los cuerpos basales al corte final del hilo que mantiene
unido a ambos kinetoplastos hijos, siendo esto lo que provoca el aumento de la velocidad de
migracion de los cuerpos basales.
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Figura 12. Reconstruccion 3D de la division del kinetoplasto. De izquierda a derecha, secuencia de
movimientos que realizan el kinetoplasto (azul) y estructuras citoesqueléticas relacionadas: flagelo nuevo (fn),
flagelo viejo (fv), pre-cuerpo basal (pcb). También se marcan los antipodal sites (as, en verde) y el

nabelschnur (n, flechas).

Dos propiedades particulares caracterizan al nucleo celular de los tripanosomatidos durante la
mitosis: la no desintegracién de la membrana nuclear y la no condensacion de los cromosomas
[26]. A pesar de no desintegrar su envoltura, durante la mitosis el nucleo altera la morfologia
esférica que posee durante la interfase celular. Asi, al inicio de la mitosis el nacleo se elonga hasta
que su envoltura forma un istmo entre lo que van a ser los dos nucleos hijos [51]. La segregacion
de los cromosomas durante la mitosis esta mediada por un mecanismo dependiente de
microtubulos [90]. Durante esta fase M aparecen en el plano ecuatorial del nucleoplasma unas
placas de estructura laminar, que en T. cruzi son un total de 10 [91]. La ultraestructura de las
mismas se encuentra bien definida y comprende dos laminas electron-densas externas de 50 nm
de grosor, separadas de una uUnica lamina electron-densa central por dos zonas intermedias
electron-lucidas. Se cree que estas placas se comportan como cinetocoros, y existen numerosas
observaciones en este sentido [51, 92, 93]. Dentro del nlcleo en divisién se forma un huso de
microtubulos similar al huso mitético de los metazoos. Este huso queda confinado dentro del nucleo
durante toda la division, con sus polos en el lado nucleoplasmico de la envoltura nuclear [91]. Los
polos no son centros organizadores de microtibulos (MTOC) como en otros eucariotas, sino que

son unas estructuras anulares donde convergen los microtibulos que conforman el huso. En T.
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cruzi, de cada uno de los polos irradian alrededor de 60 microtubulos definidos en dos grupos: los
microtdbulos cinetocoricos y los microtibulos polares. Los primeros nacen en los polos y se
insertan en las placas electron-densas, con una relacién de cuatro microtubulos por cada lamina
externa. Los microtibulos polares nacen en el polo del huso y llegan hasta la zona ecuatorial,
donde se interdigitan con los microtubulos polares que viene del polo opuesto [62]. La secuencia de
eventos de la mitosis nuclear continda con la separacion de las placas electron-densas en dos
mitades simétricas y su migracién hacia polos opuestos. Cuando estas placas se encuentran bien
alejadas del plano ecuatorial, el nacleo adquiere su maxima elongacion, mientras que los polos del
huso desaparecen. La regién media del ntcleo en divisiéon (el istmo) se encuentra atravesado por

una gran cantidad de microtubulos, que se extienden entre las placas de polos opuestos [91].

Independientemente de la especie de tripanosomatido que se trate, en todos los casos el nimero
de microtubulos del huso mitético y de placas electron-densas son menores al numero total de
cromosomas dentro del nucleo. Este dato sugiere que la segregacion de los cromosomas durante
la mitosis en estos organismos debe ser diferente a lo que sucede en organismos superiores.
Trabajos realizados por el grupo del Dr. Gull, utilizando sondas especificas para FISH y marcando
el huso mitético con un Ac contra B-tubulina, describen la dinamica de segregacién de los
cromosomas en T. brucei. Este organismo posee en su genoma dos tipos de cromosomas [42]: los
minicromosomas (MCs), que en interfase se ubican en la periferia nuclear cerca de la envoltura
nuclear; y los large housekeeping chromosomes (MBCs), de localizacion nuclear difusa. Durante la
fase M, los MCs y MBCs se concentran en la proximidad del plano ecuatorial del nucleo.
Posteriormente, los cromosomas segregan en dos grupos hacia los polos opuestos. Aqui existe
una diferencia en la cinética de migracién entre los MCs, que migran mas rapido, y los MBCs, que
lo hacen con mayor lentitud. Esta diferencia es atribuida a distintos mecanismos de segregacién
entre ambos tipos cromosémicos. Se postula que los minicromosomas interaccionan con los
microtubulos de forma directa y son acarreados a los polos por motores moleculares tipo dineina,
mientras que los MBCs segregan a través de la interaccidbn con los cinetocoros y la
despolimerizacion de los microtubulos cinetocéricos [94]. Este modelo, aunque no del todo
probado, se ajusta perfectamente al problema de la desproporcion del numero de
microtubulos/cinetocoros con el de cromosomas, ya que postula que mas de un cromosoma puede

interaccionar con un mismo microtubulo.

2.5.4. Citoquinesis en tripanosomatidos

El mecanismo de la citoquinesis en tripanosomatidos es muy diferente al de células de mamiferos,
a la vez que difiere entre las distintas especies e incluso entre distintos estadios de la misma
especie. Todas las formas replicativas de T. bruceiy la forma epimastigote de T. cruzi se dividen a
través de un surco de divisidn que ingresa desde la parte anterior hasta la posterior, provocando la

divisién longitudinal de la célula. Sin embargo, las formas amastigotes de T. cruzi y Leishmania
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muestran el patron de division de constriccidn central observado en las células de mamiferos,
aunque no hay evidencia de que se trate de un anillo de constriccion de actomiosina como en esta
ltimas células. Los componentes moleculares del surco de division en tripanosomatidos todavia no
han sido identificados, hasta la fecha sélo unos pocos reguladores de este evento fueron descriptos
en T. brucei[95, 96].

En la formacién del surco de division en T. brucei juegan un rol fundamental el nuevo flagelo y el
FAZ asociado. Ambas estructuras definen la posicién y la direccion de la entrada del surco [78,
79], lo que determina el eje de corte de ambas células hijas. Este ingresa entre el viejo y el nuevo
flagelo, para avanzar hasta el extremo posterior de la célula dividiéndola en dos células hijas que
quedan orientadas con sus flagelos apuntando en sentido opuesto. En este punto los flagelos
parecen cumplir un rol fundamental para la escision final de ambas células, y se atribuye al batido
de éstos ser la fuente de la fuerza mecanica necesaria para la separacion final de las células [97].
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Figura 13. Esquema del ciclo celular de la forma prociclica de T. brucei. Se muestran las principales
etapas del ciclo celular (1F1IN1K-2F2N2K) y se detalla la separacion de las células durante la citoquinesis.
Las flechas violetas esquematizan el movimiento de los flagelos y el sentido opuesto de la fuerza que éste
ejerce. Modificado de [97]

2.5.5. Requlacion del ciclo celular en tripanosomatidos

Los eventos del ciclo celular son conducidos por la activacion e inactivacién secuencial de las
proteinas quinasas dependientes de ciclinas (CDKSs) y, a la vez, son monitoreados por checkpoints
especificos de cada fase. Estos checkpoints son vias de senalizacién que censan los errores
ocurridos durante procesos puntuales y detienen el ciclo hasta que estos errores sean remendados,
o0 si esto no sucede llevan a la muerte celular programada o apoptosis [98]. Las vias de
sefalizacion que ejecutan los checkpoints estdn gobernadas principalmente por mecanismos de
fosforilacién y defosforilacion, ejecutados por proteinas quinasas y fosfatasas especificas [99]. En
la mayor parte de los eucariotas el numero de checkpoints a lo largo del ciclo celular son tres [100].
El primero opera al final de la fase G1 (punto de restriccion) cuando la célula toma la decision de
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continuar con el ciclo y duplicar su ADN, y lo que se censa es si las condiciones del entorno son
favorables para que la célula se divida. El segundo opera en el limite entre las fases G2 y M,
verificando si el ADN fue correctamente duplicado antes de ingresar en la mitosis. El tercero se
encuentra dentro de la fase M, en la transicion entre la metafase y la anafase, donde el sistema
controla la correcta orientacion bipolar de los cromosomas, es decir que los cinetocoros de cada

cromatida hermana interaccionen con microtubulos de polos opuestos.

Checkpoint del
Cdc2/ciclina B AusomiieHoo

Checkpoint de
integridad del ADN

Cako/>
k2/cm/,~na A
Checkpoint de inicio
del ciclo celular

Figura 14. Fases del ciclo celular en eucariotas. Se detallan los complejos CDK/ciclina de cada fase del

ciclo y la ubicacién de los checkpoints dentro del mismo.

Los mecanismos de regulacién del ciclo celular en eucariotas se encuentran bien conservados en
la evolucion. Los parasitos protozoos son tal vez el grupo de organismos eucariotas que mas
divergieron. Sin embargo, muchas de las moléculas claves — como las CDKs y las ciclinas — han
sido identificadas en estos organismos [101-105], sugiriendo que el control del ciclo celular utiliza
una maquinaria molecular semejante a la de células de mamiferos. Especificamente en
tripanosomatidos el ciclo celular se encuentra regulado por CDKs, aunque lo modulacién de la
actividad de estas CDKs parece haber evolucionado con caracteristicas especificas de este grupo
taxonémico. La mitad de las CDKs de T. brucei (denominadas CRKs) poseen inserciones en sus
dominios cataliticos, y la mayoria muestran sus extremos N- y C-terminales méas extensos. Por otra
parte, el motivo PSTAIRE (sitio de unién a las ciclinas) muestran una considerable divergencia
respecto a las CDKs de otros eucariotas [73].

A partir de los proyectos genoma de los tripanosomatidos (TriTryps) [42-44] fue posible identificar
secuencias homoélogas de numerosos genes involucrados en la regulacién del ciclo celular en
eucariotas superiores (Tabla 3). Sélo en T. brucei se realiz6 un analisis funcional de algunas de
estas secuencias. Si bien se avanzé en el conocimiento de la funcién de muchas proteinas [106],
todavia no ha sido posible integrar los distintos genes como componentes de vias de senalizacién y

procesos celulares definidos.
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Tabla 3. Proteinas regulatorias del ciclo celular en T. brucei

Etapa del ciclo celular Productos génicos Homologos en humanos Funcion

Transicion G1/S CYC2 Ninguno Ciclina de G1
CRK1 No conocido CDK de G1
CRK2 No conocido CDK G1

Replicacion del ADN y progresion de la fase  Orc1/Cdc6 ORC1 Complejo origen replicacion

S
Orc1b Ninguno Complejo origen replicacion
Orc4 ORC4 Complejo origen replicacion
Tb3120 None Complejo origen replicacion
Tb7980 None Complejo origen replicacion
Mcm2-7 Mcm2-7 Componente del CMG
Cdc45 Cdc45 Complejo origen replicacion
GINS GINS Complejo origen replicacion
TLK1 TLK1, TLK2 Tousled-like kinase

Transicion G2/M

Mitosis

Citoquinesis

Asf1A, Asf1B

CYC6
CcYC8
CYC3
CYC9
AUK1, CPC1,
CPC2

TLK1

KIN-A

KIN-B

Kif3-1

APCH1, Cdc27
SMC3, SCCH
Separasa

NOP86

AUK1,
CPC2

PLK

MOBH1
PK50, PK53
TRACK
RHP

CFB2

ARL2

AIR9

CPCH1,

KAT80,KAT60
SPA

Asf1A, Asf1B

Ciclina B
Ciclina B
Cdk1
Ninguno
Aurora B, Ninguno,
Ninguno
TLK1, TLK2
Ninguno
Ninguno
MCAK
APC1, Cdc27
SMC3, SCC1
Separasa
Ninguno
Aurora B, Ninguno,
Ninguno

PLK1

MOBH1

NDRH1

RACK1

RhoA

Ninguno

Arl2

Ninguno

P80 y p60 kataninas
Spastina

Chaperona de la histona H3

Ciclina mitética
Ciclina mitética
CDK mitética
CDK mitética

Chromosomal Passenger

Tousled-like kinase

Quinasa divergente

Quinasa divergente

Kinesia-13

Complejo promotor de anafase
Cohesina

Proteasa

Proteina nucleolar

Chromosomal Passenger

Polo-like kinase

No conocida

Nuclear DBF-2-related kinase
Quinasa Rho

GTPasa tipo RhoA

Proteina F-box

GTPasa pequefia

Proteina asociada a
microtubulos

Kataninas

Spastina
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El ciclo celular es una secuencia estrictamente ordenada de eventos celulares consecutivos, y la
principal funcion de los checkpoints es la de asegurar que un evento concluya de manera exitosa
previo al comienzo del evento siguiente [107]. El ciclo celular de tripanosomatidos cuenta con
eventos extras respecto al ciclo de otros eucariotas, que son el ciclo de sintesis de ADN y
segregacion del kinetoplasto. Estos dos eventos se encuentran coordinados con los demas eventos
del ciclo celular. En T. brucei la sintesis de ADN en el kinetoplasto comienza antes que la sintesis
de ADN nuclear y el kinetoplasto segrega previo a la mitosis nuclear. Estudios realizados sobre la
forma prociclica de T. brucei demostraron que células a las cuales se les inhibe la sintesis de ADN
nuclear no realizan mitosis. Sin embargo, células que no realizan la mitosis nuclear son capaces de
proseguir en el ciclo y dividirse por citoquinesis [108]. Los autores concluyen que los
tripanosomatidos conservan el checkpoint de entrada a mitosis, por el cual las células dividen su
ndcleo una vez que se produce la replicacién completa del ADN. Por otra parte, en este trabajo se
demuestra que el checkpoint de citoquinesis en esta forma de T. brucei es independiente de la
mitosis nuclear, y en cambio estd gobernado por el proceso de division y segregacion del
kinetoplasto. Un dato relevante surgido del estudio de la regulacion del ciclo celular en la forma
sanguinea de T. brucei, es que en estas células la citocinesis no se produce si la mitosis nuclear se
encuentra inhibida [101]. Por lo que T. brucei no sélo difieren en cuanto al control del ciclo celular
con otros eucariotas, sino que también muestra diferencias entre distintos estadios de desarrollo de

su ciclo de vida.

3. Las proteinas Aurora quinasas

Las proteinas Aurora quinasas son un grupo de serina/treonina quinasas que se encuentran bien
conservadas a lo largo de la evolucién, y desde su descubrimiento hasta la fecha son uno de los
grupos de quinasas mas intensamente estudiados. El primer gen definido como Aurora quinasa fue
descubierto en un rastreo de mutantes de D. melanogaster con defectos en el huso mitético, en
donde el fenotipo consistia en la formacién de husos mitéticos monopolares [109]. Es en este
trabajo donde los genes Aurora quinasas son bautizados, sin embargo el primer trabajo donde se
observa el fenotipo resultante de la mutacion de genes Aurora quinasa es en la levadura S.
cereviciae. Este trabajo, donde se describe el desarrollo de una técnica para identificar colonias de
levaduras con poliploidia, se detecta el gen causante del fenotipo y se le otorga el nombre de
Increase-in-Ploidy 1 (Ipl1) [110]. A partir de estos trabajos iniciales, se sucedieron varios estudios
donde se identificaron genes Aurora quinasa en distintos organismos. Un rasgo de esta familia de
proteinas es que el nUumero de miembros que la componen varia segun el organismo. En levaduras
se identificd un Unico gen perteneciente a esta familia, el ya nombrado Ipl-1 en S. cereviciae y el
gen Aurora-related-kinase (Ark1) en Schizosacharomyces pombe [111]. En organismos metazoos
como D. melanogaster, Caenorhabditis elegans y Xenopus laevis esta familia se encuentra

compuesta de dos miembros [109, 112-116]. El mayor nuimero de genes Aurora quinasa
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encontrados en un organismo metazoo corresponde a humanos, donde tres miembros de esta
familia fueron identificados y descriptos [117]. Debido a que los genes de esta familia fueron
identificados de forma independiente en los distintos organismos es que la nomenclatura es muy
confusa, aunque en la actualidad esta ampliamente consensuado denominarlas Aurora A, By C
[99].

Tabla 4. Nomenclatura de los genes Aurora quinasas

Mamiferos Otros nombres Xenopus C. elegans Drosophila S. cerevisiae
Aurora A Aurora-2, HsAIRK1, ARK1, Aik,  Eg2 AIR-1 Aurora Ipl1p
BTAK, STK-15 (humanos);
ARK1, Ayk1, IAK1 (ratén)
Aurora B Aurora-1, HsAIRK2, ARK2, Aik2, AIRK2 AIR-2 IAL
AIM-1, STK-12 (humanos);
ARK2, STK-1 (ratén);
AIM-1(rata)
Aurora C Aurora-3, HsAIRK3, AIE2, Aik3,
STK-13 (humanos);
AIE1 (raton)

La regulacion de la progresibn de la fase M se basa en dos mecanismos: la
fosforilacién/defosforilacién de proteinas y la protedlisis. A su vez estos dos mecanismos estan
estrechamente conectados, debido a que los componentes de la maquinaria proteolitica son blanco
de fosforilacién de quinasas, mientras que la regulacién negativa de la accion de las quinasas es a
través de su degradacién por el sistema proteolitico. Las quinasas de la familia Aurora pertenecen
al grupo funcional de enzimas quinasas involucradas en regular procesos de la mitosis celular,
dentro del cual también se incluyen las ciclinas dependientes de quinasas (CDKs), las quinasas de

la familia Polo y las de la familia NIMA.

Desde un enfoque estructural, las proteinas Aurora se pueden dividir en una regién C-terminal en
donde se localiza el dominio catalitico y, por tanto, es una regién altamente conservada; mientras
que la region N-terminal es més divergente y es la regién a través de la cual estas proteinas son
reguladas [118]. La funcibn que cumplen estas enzimas en la divisiébn celular se encuentra
altamente conservada en la evolucién. La funciéon que desarrollan estas proteinas viene dada tanto
por su actividad catalitica como por la localizacién que adoptan. Un rasgo distintivo de las Aurora
quinasas es que muestran un comportamiento dinamico en cuanto a su ubicacién dentro de la
célula, y que sigue un patrén predeterminado durante la progresién del ciclo celular [117]. Una
consecuencia de este comportamiento es que cada una de las proteinas Aurora se encuentra

involucrada en varios eventos que se desarrollan durante la mitosis. El control de la funcion de
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estas enzimas se da a distintos niveles: i) expresion génica, aumentando los niveles de proteina
durante la fases G2 y M del ciclo celular; ii) modificacién post traduccional, la forma fosforilada de
las enzimas es la que posee el pico de actividad catalitica; iii) localizacién subcelular, variando la
localizacién de la enzima se determina el proceso celular en el cual se encuentra involucrada. El
nivel de expresion de las proteinas se encuentra determinado por el proceso de degradacion de la
mismas a través de la maquinaria del proteasoma [119]. Dentro de la estructura primaria de las
proteinas Aurora existen numerosos residuos serina y treonina que son blanco de fosforilacién
[120]. Para que estas enzimas alcancen su maximo de actividad deben encontrarse fosforiladas en
un residuo treonina especifico, que se localiza dentro del dominio catalitico y que es modificado por
un evento de autofosforilacidon cruzada. La fosforilacion en otros residuos de la proteina,
dependiendo de cuales, puede aportar a los mayores niveles de actividad o bien a promover su
degradacién via proteasoma [121]. La interaccion de estas enzimas con proteinas partners influye
en los tres niveles de su regulacion como es el reconocimiento por la maquinaria de degradacion

proteasomal, el perfil de fosforilacion y la determinacion de la localizacion subcelular.

3.1. Aurora A
En humanos este gen fue identificado por formar parte de la regién cromosémica 20q13, la cual se
encontré amplificada con mucha frecuencia en cancer de mama [122]. La proteina humana Aurora
quinasa A -y sus ortdlogos en otros organismos- es conocida como la Aurora polar, por su
localizacién en los centrosomas durante la divisién celular [114], aunque también se observé que
durante la mitosis localiza en la zona media del huso mitético [118]. El centrosoma es una
estructura celular en la cual se pueden definir tres areas: dos centriolos, una matriz que conecta a
ambos centriolos y el material pericentriolar. La Aurora A es detectada en el centrosoma una vez
que este se duplica y permanece en esta estructura desde el final de la fase S hasta el comienzo
de la fase G1 del siguiente ciclo celular [123]. La Aurora A participa de los procesos subsiguientes
que le suceden a los centrosomas duplicados. Durante la fase G2 los dos centrosomas se separan,
moviéndose por fuera de la envoltura nuclear hasta ubicarse cada uno en extremos opuestos. De
esta forma quedan establecidos los polos del futuro huso mitético (bipolar). EI movimiento de los
centrosomas depende de microtubulos y se encuentra bajo control de motores moleculares. Los
resultados obtenidos en el trabajo original en D. melonagster [109], donde la mutacion de Aurora A
provoca la formacién de huso mitético unipolar, fue el primer indicio de que esta proteina estaria
involucrada en la separacion de los centrosomas. Hoy dia se sabe que la Aurora A mediante su
actividad quinasa provoca la separacion de los centrosomas [114], posiblemente mediante la
fosforilacién de proteinas relacionadas a kinesinas [112]. Esta proteina también parece ser
necesaria para el mantenimiento del huso bipolar un vez que éste ya se encuentra formado [124].
El mantenimiento de huso bipolar se debe al anclaje de los centrosomas al cortex de las células a
través de los microtdbulos astrales del huso mit6tico. En un analisis detallado de todos los
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mutantes Aurora en el trabajo original de D. melanogaster se encontraron dos en los cuales el
namero y la longitud de los microtdbulos astrales se encontraban disminuidos. La causa de esto era
la menor cantidad en los centrosomas de dos proteinas encargadas de mantener el nimero y la
longitud de los microtubulos astrales, D-TACC y MSPS [125]. Por lo que Aurora A cumpliria su
funcién de mantencién del huso bipolar a través de reclutar hacia los centrosomas a proteinas
encargadas de la formacién de los microtubulos astrales. Junto a estas proteinas, muchas otras
son reclutadas hacia los centrosomas en un proceso denominado maduraciéon. Durante éste un
gran numero de proteinas son incorporadas dentro del material pericentriolar y contribuyen a
aumentar la actividad de nucleamiento de microtibulos por parte del centrosoma. Aurora A
participa de este proceso de maduracion en los centrosomas a través del reclutamiento de distintas
proteinas como centrosomina y y-tubulina [126]. EI mecanismo por el cual Aurora A recluta a las
proteinas parece ser dual, ya que algunas son blanco de fosforilacién por esta quinasa mientras
que otras son reclutadas de forma no dependiente de la actividad quinasa de esta enzima [125,
127]. Aurora A también es necesaria para el correcto ensamblado del huso mitético. El ensamblado
del huso involucra microtubulos, motores moleculares y otras proteinas asociadas a microtubulos, y
es un proceso regulado de forma coordinada por proteinas quinasas y fosfatasas [99]. Una de
estas quinasas es la Aurora A, que participa en este proceso fosforilando proteinas tipo kinesinas
(Eg5) asi como proteinas estabilizadoras y asociadas a microtibulos (XMAP125/chTOG y HURP)
[128]. Es en su participacion en este proceso donde se realizaron los mayores avances en el
conocimiento de la regulacién de Aurora A. La condensacion de los cromosomas durante la mitosis
provoca la formaciéon de una gradiente de Ran-GTP que favorece el ensamblado de microtibulos
en la proximidad de los cromosomas. La alta concentracién de Ran-GTP libera a la proteina TPX2
de su unién a las importinas a y B. Una vez libre, TPX2 interacciona fisicamente con la Aurora A y
la dirige hacia los microtubulos del huso mitético [129]. TPX2 también posee un efecto directo sobre
la actividad catalitica de Aurora A, ya que promueve su autofosforilacion en el dominio catalitico
(residuo Treonina288) [130]. La unién de TPX2 promueve un cambio conformacional en el dominio
catalitico de Aurora A que mantiene oculto al residuo treonina fosforilado [131]. De esta forma
contrarresta el efecto de la fosfatasa PP1 que, al estar este residuo accesible, lo desfosforila

manteniendo a la Aurora A en su forma inactiva [121].

Aurora A también participa en la regulacién de la progresion del ciclo celular, mas precisamente
estimulando el ingreso de la célula a la fase M del ciclo. La entrada de la célula a la mitosis es
controlada por la activacion de CDK1, cuya actividad es regulada de forma directa por las ciclinas
mitéticas (ciclinas A y B) y por la fosfatasa Cdc25 [132]. La cascada de sefalizacion disparada por
la maquinaria que chequea la concrecién de la sintesis de ADN y la correcta reparacion del dafio
en el ADN (checkpoint de integridad del ADN) finaliza con las proteinas quinasas Wee-1 y Myt1,
que fosforilan a CDK1 e inhiben su actividad. Estas fosforilaciones son contrarrestadas por accion
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de la fosfatasa Cdc25, cuyo pico de actividad sucede durante la mitosis y responde a su
fosforilacién por la misma CDK1 y por la proteina Polo-like kinase-1 (PLK1) [99]. A su vez, PLK1
fosforila a la proteina Wee-1 marcandola para que sea degradada via proteasoma [133]. Para
encontrarse activa, PLK1 debe ser fosforilada en un residuo treonina especifico ubicado dentro de
su sitio activo. La quinasa responsable de esto es la Aurora A [134], que en este caso actla
favorecida por un modulador positivo de su actividad y a la vez sustrato de ella, la proteina Bora
[135, 136]. También existe evidencia de que la Aurora A es capaz de fosforilar directamente y
contribuir a la activacion de Cdc25 [137]. Ante dario al ADN los niveles celulares de Aurora A se
incrementan y su actividad catalitica se ve inhibida [138], cerrandose de esta forma el circuito por el
cual Aurora A contribuye a la regulacién de la entrada a mitosis. Cuando la célula se encuentra
preparada para dividir su ADN, la Aurora A se encuentra activa y fosforila a la proteina PLK1. Esta
fosforilacién promueve la activaciéon de PLK1, que a su vez fosforila y activa a la fosfatasa Cdc25.
Por dltimo, se produce la desfosforilacion y activacion de CDK1 con la subsecuente progresién de
la fase M. Si existe un dafno en el ADN, se dispara la maquinaria que monitorea esto y la proteina
Aurora A es inhibida. Por lo que toda la via de senalizacién para que la célula ingrese en mitosis
queda estancada.

Los niveles celulares de la Aurora A caen abruptamente hasta casi desaparecer al reingresar la
célula en la fase G1. Esto se produce por la degradacion de la proteina mediada por proteasoma.
En este proceso se encuantra involucrada una proteina perteneciente a la familia de las E3 ligasas,
denominada Anaphase Promoting Complex/Cyclosome (APC/C) [139]. Este complejo es
fundamental para la salida de la mitosis y el reinicio del ciclo celular, mediando la degradacién de
muchas proteinas de expresion y funcion especifica durante la mitosis celular. Esta degradacion de
Aurora A en la salida de mitosis es en parte mediada por la propia PLK-1, que fosforila y activa al
APC/C [140].

3.2. Aurora B
En humanos el gen Aurora B fue identificado por primera vez en un screening por PCR para
quinasas que se encontraban sobreexpresadas en tumores [141]. Si la Aurora A es conocida como
la “Aurora polar”, a la Aurora B se la conoce como la “Aurora ecuatorial’, por su localizaci n en el
plano medio de la célula en divisién. Esta Aurora forma un complejo, denominado Chromosomal
Passenger Complex (CPC), junto a otras tres proteinas: Inner Centromeric Protein (INCENP),
Survivina y Borelina [142]. De los cuatro miembros, Aurora-B es el Unico que posee actividad
catalitica. Los otros tres miembros controlan la localizacion, la actividad enzimatica y la estabilidad
de la Aurora B [143]. El CPC muestra un comportamiento muy dinamico durante el transcurso de la
mitosis, variando su localizacién en correlaciéon a su participacién en distintos procesos que se dan
en forma secuencial durante la division celular. Al inicio de la mitosis el CPC se encuentra disperso

por toda la cromatina; durante la prometafase se mueve desde los brazos de los cromosomas
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hasta ubicarse en la cromatina centromérica; en la transicién entre metafase y anafase localiza en
los microtubulos centrales del huso mitético; para finalmente concentrarse en el plano medio de la
célula durante la telofase y la citoquinesis. Estas localizaciones se correlacionan con las distintas
funciones que cumple la Aurora B durante la mitosis: modificando histonas en la cromatina
(profase), corrigiendo interacciones cinetocoros/microtubulos erroneas (metafase), regulando la
citoquinesis en el plano medio de la célula.

Profase Metafase Anafase Telofase

Figura 15. Localizacion del CPC durante la mitosis. Imagen de inmunofluorescencia en células Hela
durante distintos estadios de la mitosis, donde se muestra la localizacién de Aurora B (verde), cinetocoros
(rosa), microtubulos (rojo) y ADN (azul). Adaptado de [142].

Todo lo anterior demuestra que para que la division celular sea exitosa, Aurora B debe actuar sobre
el sustrato correcto en el lugar correcto y en el momento preciso. Como se dijo mas arriba, Aurora
B es dirigida por sus distintas localizaciones subcelulares a través de su asociacién con los otros
componentes del CPC. La proteina que cohesiona a todo el complejo es INCENP, que interacciona
con la Aurora B a través de su conservado dominio C-terminal y une a Survivina y Borelina por
medio de su dominio N-terminal [144]. El modulo que se conforma entre el dominio N-terminal de
INCENP mas las proteinas Survivina y Borelina es el responsable de las distintas localizaciones
que adopta el CPC a lo largo del ciclo celular [145]. Lo que determina, a su vez, hacia donde se
dirige el complejo y cuando lo hace es resultado de distintas modificaciones post-traduccionales
que sufren las proteinas INCENP, Borelina y Survivina [146-149]. Llamativamente, entre estas

modificaciones se incluyen fosforilaciones mediadas por la misma Aurora B [150].

Aurora B muestra su pico de expresion durante la transicion G2/M, y su actividad quinasa es
maxima durante la mitosis [141, 151]. En la estimulacién de la actividad de Aurora B cumple un rol
fundamental su interaccion con los otros componentes del CPC. La uniéon de Aurora B a INCENP
provoca que la enzima incremente sus niveles de actividad y fosforile a la propia INCENP y un
residuo treonina (posicion 232) de su propio sitio activo, produciéndose de esta manera la
activacion completa de la Aurora B [152]. Desde un punto de vista del mecanismo, la unién a
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INCENP provoca un cambio conformacional de Aurora By esto es lo que provoca el aumento en la
actividad de esta enzima. Otras quinasas son capaces de fosforilar a la Aurora B, o a algun otro
componente del CPC, y provocar un aumento en el poder catalitico de la enzima [153, 154].

Al inicio de la mitosis el CPC se puede observar disperso en la cromatina y aqui es donde cumple
con su primera funcion. La Aurora B cataliza la fosforilacién de la serina 10 de la histona H3
(H3S10), la cual es una marca epigenética clasica de los cromosomas mitdticos [155]. En un
principio se creia que esta modificacion disparaba per se la condensaciéon de los cromosomas
previa a la mitosis. Sin embargo, hoy en dia se cree que el papel que juega el CPC en la
arquitectura de los cromosomas mitéticos es a través del reclutamiento de la proteina condensina
[156]. Por otra parte, la fosforilacion de H3S10 promueve la disociacion del CPC de los brazos
cromosOmicos para su relocalizacion en los centromeros. La marca centromérica para el
reclutamiento del CPC es la fosforilacién de la treonina 3 de la histona H3 y la treonina 120 de la
histona H2A (H3T3 y H2AT120, respectivamente) [157]. Justamente es la propia Aurora B la que

promueve de forma indirecta la fosforilacién de estos residuos.

Una vez que la membrana nuclear de deshace durante la profase, los cromosomas comienzan a
unirse con los microtubulos polares del huso. En un principio esta interaccién es desordenada y se
forman interacciones cinetocoro/microt bulo “monotélicas” (un cinetocoro hermano unido y otro
libre). A medida que prosigue la mitosis, el cinetocoro libre se une a un microtdbulo del polo
opuesto formando una interaccion cinetocoro/microtubulo “anfitélica” (cada cinetocoro hermano
unido a microtubulos de polos opuestos). Al final esto resulta en el posicionamiento de los
cromosomas metafasicos en el plano medio entre los dos polos opuestos del huso (plano
metafasico). Puede suceder que ambos cinetocoros hermanos se unan a microtubulos
pertenecientes al mismo polo del huso (interaccidén "sintélica") o bien que uno de los cinetocoros
hermanos se una a dos microtubulos provenientes de polos opuestos (interaccién merotélicas),
provocando que el cromosoma no pueda ubicarse en el plano metafdsico. EI CPC actua
desestabilizando y reparando estas interacciones erréneas. Aurora B fosforila distintas proteinas
componentes del cinetocoro produciendo una disminucién de su afinidad por los microtdbulos y
también inhibe en estas regiones la accion de proteinas estabilizadoras de microtdbulos [158].
Paralelo a esto, la actividad enzimatica de Aurora B es necesaria para el reclutamiento hacia los
cinetocoros de distintos componentes del checkpoint del huso mitético [159]. Cuando la interaccion
anfitélica se establece, el empuje de las cromatidas hermanas hacia polos opuestos provoca el
alejamiento de los cinetocoros de la regién interna de los centrémeros. Esto significa el alejamiento
de la Aurora B respecto a sus sustratos, los cuales son desfosforilados por la proteina fosfatasa
PP-1. Ahora la interaccién cinetocoro/microtibulo queda estabilizada y los cromosomas vi-
orientados en el plano metafasico estan preparados para segregar durante la anafase mitética
[160].
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Anfitélica Sintélica Merotélica
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Figura 16. Esquema de las posibles interacciones cinetocoros/microtibulos polares. Se muestran las
tres posibles interacciones de los cromosomas mitéticos y lo microtibulos polares del huso mitético. 1)
Anfitélica, cada cinetocoro hermano unido a un microtibulos de polaridad opuesta. 2) Sintélica, los dos
cinetocoros hermanos unidos a microtdbulos provenientes del mismo polo. 3) Merotélicas, uno de los

cinetocoros hermanos unido a dos microtibulos de polaridad opuesta.

Mientras que las cromatidas hermanas son atraidas hacia polos opuestos al comienzo de la
anafase, el CPC pasa a localizarse en la regién central del huso mitético. Esta relocalizacion se da
a expensas de la remocion activa de este complejo desde los cromosomas, en parte producto de la
ubiquitinacion de la Aurora B [161]. A la vez que el anclado de este complejo a la region central del
huso requiere la interaccion de INCENP y la Aurora B con proteinas de la familia de las kinesinas
[162]. ElI CPC favorece la formacion de la region central del huso a través de la actividad enzimatica
de Aurora B, que fosforila a distintas proteinas encargadas del agrupamiento de los microtubulos y
la estabilizacion de esta regién [163]. Hacia el final de la anafase el CPC también se localiza en el
cortex ecuatorial y, finalmente, se concentra en el cuerpo medio de la célula durante la telofase y la
citoquinesis [142]. La citoquinesis requiere del ensamblado y constriccion de un anillo contractil en
el plano ecuatorial de la célula. Este anillo esta compuesto por actina, miosina y otras clases de
filamentos citoesqueléticos. La constriccion de este anillo se encuentra bien coordinada con el
proceso de segregacion de los cromosomas para asegurar que cada célula hija reciba la carga
genética que le corresponde. EI CPC desarrolla un papel fundamental en esta coordinacién
actuando sobre distintos procesos: reclutando distintos factores a la region central del huso que
favorecen el ensamblado del anillo contractil; fosforilando a través de Aurora B a distintas proteinas
asociadas a microtubulos, favoreciendo la interaccion de estas con el citoesqueleto; contribuyendo
al ingreso del surco de clivaje mediante la regulaciéon del ensamblado de filamentos intermedios
[158, 164].

La Aurora B, que muestra su pico de expresion durante la division celular, es degradada al inicio de
la fase G1 mediante la accion del proteasoma. La ubiquitinacién de esta proteina es llevada a cabo
por el complejo APC/C [165] al igual que sucede con Aurora A y otras proteinas involucradas en la
regulacién de procesos mitoticos.
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3.3. Aurora C
La Aurora quinasa C muestra una expresion localizada en células germinales masculinas y parece
estar involucrada en la division meiética, cumpliendo una funcién similar a la de la Aurora B en
mitosis. De hecho, Aurora C es capaz de comportarse como la Aurora B y rescatar el fenotipo de
células somdticas knock out para esta enzima [166]. La Aurora C es necesaria para la
espermatogénesis y su mutacion lleva a infertilidad masculina debido a la generacion de
espermatozoides poliploides [167].

3.4. Proteinas Aurora quinasa en eucariotas inferiores
En organismos eucariotas inferiores también fueron identificados y, en algunos casos, estudiados
los genes Aurora quinasa. Entre estos organismos se encuentran el alga biflagelada
Chlamydomonas, el mycetozoa Dictyostelium discoideum y distintas familias de parésitos. En
Chlamydomonas el unico gen Aurora identificado tiene un rol preponderante en los procesos
celulares morfogenéticos que regulan el comportamiento del flagelo [168]. En D. discoideum
también fue descripto un Unico gen Aurora quinasa, que posee caracteristicas funcionales tanto de
la Aurora A como de la Aurora B [169]. Este gen muestra una localizaciéon dual durante la mitosis,
donde se ubica tanto en los centrosomas como en asociaciéon con los cromosomas. También forma
un complejo con un gen homdlogo de INCENP, y este complejo muestra una localizacién y un

comportamiento dinamico similar al que desarrolla la Aurora B humana.

Dentro de los parasitos, en distintos organismos se detectaron genes de la familia Aurora quinasa.
En algunos organismos sélo se identificé a estos genes, mientras que ningun ensayo funcional fue
realizado. Este es el caso del Unico gen quinasa que posee el kinetoplastido Leishmania major, el
cual fue identificado en el afo 2001 [170] y a partir de alli no se desarrollé ningun trabajo que
estudie su funcion. Otro parasito donde se identificaron genes Aurora, pero poco se sabe de su
funcionalidad, es el apicomplexa Plasmodium falciparum [171]. En éste fueron detectados tres
genes Aurora (Pfark-1, -2 y -3), y el estudio funcional realizado sobre estas proteinas es muy
preliminar y so6lo se baso en la expresion de las mismas fusionadas a GFP para ver su localizacion
subcelular. Mientras los autores definen a Pfark-1 como un gen Aurora tipico de otros organismos
en su comportamiento, a los otros dos les adjudican una funcién mas especifica con la biologia
particular de este organismo. Un trabajo mas profundo se realizé sobre el Unico gen Aurora
identificado en el protozoo binucleado Giardia lamblia [172]. Este gen Aurora también muestra un
comportamiento dual mostrando una localizacion similar a lo observado para las Auroras Ay B. Sin
embargo, el rol mas importante que le atribuyen a esta enzima es el de localizar en estructuras
citoesqueléticas exclusivas de este organismo (discos parentales), y a partir de alli involucrarse en
el desensamblado y reorganizacién de los microtubulos durante la mitosis. También le otorgan a la

enzima funciones extramitéticas relacionadas con la dinamica de los microtlbulos.
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En Trypanosoma brucei tres genes Aurora fueron identificados [173]. Al silenciar por ARNi estos
genes, sélo con uno se observo un efecto fenotipico determinante que consistié en el arresto de las
células en las fases G2/M. En base a este resultado, los autores definen a este gen (TbAUK1)
como el uUnico gen Aurora funcional en este organismo. A partir de este primer trabajo se
sucedieron otros, en los cuales se fue ampliando cada vez méas el conocimiento sobre la
funcionalidad de esta enzima. En este primer trabajo se analiz6 la funciéon de la proteina en la
forma prociclica del parasito. Células con TbAUK1 silenciada mostraron impedimento de iniciar la
mitosis nuclear y la citoquinesis. Estudios de localizacion de la proteina mostraron que la misma se
asocia el huso mitético durante la mitosis, que junto al hecho que las células silenciadas son
incapaces de formar el huso, hace concluir a los autores que TbAUK1 cumple un rol importante en
el ensamblado del huso y que seria el homdlogo funcional a la Aurora B humana. Vale la pena
mencionar que el estudio de localizacién lo realizaron sobre células que sobreexpresaban TbAUK1
fusionada a un tag de HA y que ésta sobreexpresién no provocé alteracién aparente en el fenotipo
celular. En un segundo trabajo los autores estudiaron el rol de TbAUK1 en la forma sanguinea de
T. brucei [174]. Nuevamente mediante la sobreexpresion de la enzima fusionada a HA, observaron
que ésta mostraba la misma localizacion que en la forma prociclica y tampoco producia un efecto
en el fenotipo celular. Sin embargo, el silenciamiento del gen por ARNi produjo un fenotipo en
algunos aspectos distinto al observado en la forma prociclica. Las células silenciadas mostraban
una aberracion en la carga cromosémica bastante mas severa que en el caso de la forma
prociclica, con la presencia de multiples kinetoplastos y de voluminosos agregados nucleares
poliploides. Los autores concluyen en este caso que la ausencia de TbAUK1 produce multiples
rondas de sintesis del ADN nuclear sin segregacién de la cromatina (por ausencia de huso mitético)
y también multiples rondas de duplicacién del kinetoplasto sin que pueda realizarse la citoquinesis.
La diferencia respecto a la forma prociclica es que el nucleo no se ve impedido de seguir
duplicando su ADN y que la duplicacién del kinetoplasto no se encuentra acoplada a la
citoquinesis. Por otra parte, en esta forma sanguinea silenciada aparecieron efectos a nivel
estructural, con células que adquirieron una forma redondeada en su parte posterior consecuencia
de una desorganizacién de las fibras de microtibulos. En base a todo lo observado los autores
concluyeron que en la forma sanguinea, la ausencia de TbAUK1 afecta la mitosis en un nivel
distinto que en la forma prociclica y que TbAUK1 parece jugar un rol en la regulacion de la
dinamica del citoesqueleto teniendo un efecto directo sobre la organizacion de los microtubulos.
Basandose en el antecedente de que la Aurora B forma el complejo CPC, en un siguiente trabajo
los autores estudiaron si TbAUK1 se encontraba acomplejada a otras proteinas [175]. Mediante
marcado enddgeno, purificacién por afinidad y posterior cromatografia liquida seguida de
espectrometria de masa, los autores lograron identificar cuatro proteinas que interaccionan con
TbAUK1 (TbKIN-A, TbKIN-B, TbCPC1 y TbCPC2). TbKIN-A y -B mostraron ser proteinas tipo
kinesinas, mientras que TbCPC1 y TbCPC2 son proteinas sin ningun ortélogo en organismos
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superiores pero que se encuentran muy bien conservadas entre los kinetoplastidos. Mediante
distintos ensayos para confirmar la interaccién entre estas proteinas y TbAUK1, mas estudios de
localizacién subcelular para las distintas proteinas, los autores concluyeron que: i) TbKIN-A 'y -B no
conforman un complejo estable con TbAUK1, pero si son importantes para la localizaciéon de
TbAUKT1 en los cromosomas y el huso mitético; ii) ToCPC1 y TbCPC2 conforman un complejo con
TbAUK1 al estilo del CPC de metazoos, donde las tres proteinas se mantienen fuertemente

asociadas durante todo el transcurso de la mitosis y la citocinesis.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La familia de proteinas Aurora quinasas participa de la regulacion de procesos relacionados con el
desarrollo del ciclo de vida y la diferenciacion entre estadios en el parasito responsable de la
Enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi.

Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo general avanzar en la elucidacion de procesos vitales en el
desarrollo del ciclo de vida de T. cruzi, como lo son la progresién del ciclo celular y la diferenciacién
entre estadios. Para cumplir con este objetivo general se estudiara, mas especificamente, la familia

de proteinas Aurora quinasas abordando los siguientes objetivos particulares:

1. Determinar el patron de expresién de la familia de proteinas Aurora quinasa en las
diferentes formas presentes durante el ciclo de vida de T. cruzi.

2. Estudiar la localizacién subcelular de las Aurora quinasas en T. cruzi. Dentro de este
objetivo particular, también se propone estudiar posibles variaciones de su localizacién
durante las diferentes etapas del ciclo celular.

3. Iniciar la caracterizacion funcional de esta familia de proteinas mediante su sobreexpresion
en la forma epimastigote del parasito y posterior analisis fenotipico.

4. Busqueda de posibles sustratos enddgenos para las Aurora quinasa de T. cruzi.

Teniendo en cuenta que los objetivos antes expuestos aportarian informacién sobre la regulacién
de procesos claves en el ciclo de vida del T. cruzi, se propone como un objetivo suplementario
poner en evidencia nuevos blancos terapéuticos que puedan ser utilizados para el tratamiento de la

Enfermedad de Chagas, y eventualmente otras tripanosomiasis.
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Materiales y Métodos

1. Reactivos

1.1. Soluciones

Buffer PBS 10 X: NaCl 8% (m/v); KCI 0,2% (m/v); Na;HPO,4 1,4% (m/v); KH,PO, 0,2%
(m/v).

PBT: buffer PBS 1 X; Triton X-100 0,2% (v/v).

Buffer TBS 10 X: Tris-HCI 0,5 M pH 7,40; NaCl 1,5 M.

TBS-T: Buffer TBS 1 X; Tween 0,05% (v/v).

Buffer CHURCH: buffer fosfato 0,25 M pH 7,20; EDTA 1 mM; BSA 1% (m/v); SDS 7%
(m/v).

Buffer MOPS 10 X: MOPS 0,2 M; NaCH3CO, 80 mM pH 7,00; EDTA 10 mM.

Tris-Glicina 10X: Tris base 0,25 M; glicina 1,92 M.

TAE 50 X: Tris base 24,2% (m/v); &cido acético glacial 5,71% (v/v); EDTA 50 mM pH
8,00.

Buffer TE 10 X: Tris-HCI 0,1 M pH 8,00; EDTA 10 mM.

Buffer de corrida en SDS-PAGE: Tris-Glicina 1 X; SDS 0,1%.

Buffer de electrotransferencia de proteinas: Tris-Glicina 1 X; metanol 20%.

Solucion de bloqueo en Western blot: TBS-T 1 X; leche descremada en polvo 5%.
Solucién de bloqueo en Inmunofluorescencia: PBS 1 X; BSA 1%.

Rojo Ponceau S: Rojo Ponceau S 0,5 % (m/v); metanol 40%; acido acético 10%.

Azul Coomassie para tincion de SDS-PAGE: Coomassie R-250 0,1% (m/v); metanol
50% (v/v); &cido acético 10% (v/v).

Solucién de destefiido SDS-PAGE: Metanol 45% (v/v); &cido acético 10% (v/v).

Arul Coomassie coloidal: Metanol 18% (v/v); (NH4)2SO4 17% (m/v); H3PO4 2% (VIV);
Coomassie Blue G-250 0,5 g/L.

TFB I: KCH3CO, 30 mM; MnCl, 50 mM; KCI 0,1 M; CaCl, 10 mM; glicerol 15% (v/v).
Ajustar a pH 5,80 con acido acético 0,2 M.

TFB Il: MOPS 10 mM; CaCl, 75 mM; KCI 10 mM; glicerol 15% (v/v). Ajustar a pH 7,00
con NaOH 1 M.

Buffer de electroporacién epimastigotes de T. cruzi: PBS 1X; CaCl, 0,1 mM; MgCl, 0,5
mM.

Solucién 1: Tris-HCI 25 mM pH 8,00; EDTA 10 mM; glucosa 50 mM.
Solucion 2: NaOH 0,2% (m/v); SDS 1% (m/v).
Solucién 3: KCH3CO, 3 M. Ajustar pH a 5,20 con acido acético glacial.
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Buffer de siembra para proteinas 5X: Tris-HCI 0,3 M pH 6,80; SDS 10% (m/v); glicerol
50% (v/v); azul de bromofenol 0,002% (m/v); DTT 0,15 M.

Buffer de siembra para ADN 6X: azul de bromofenol 0,26% (m/v); xylen cyanol 0,25%
(m/v); glicerol 30% (v/v).

Buffer de siembra para ARN 2X (para volumen final de 610 pl): formamida 400 pl; buffer
MOPS 80 ul; formaldehido 122 pl; azul de bromofenol 1,5 mg; bromuro de etidio 8 pl.
Buffer HANK’s: KCI 5,4 mM; Na,HPO, 0,3 mM; KH,PO, 0,4 mM; NaHCO; 4,2 mM; NaCl
0,137 M; glucosa 5,6 mM.

Solucion de Tripsina: Tripsina 0,25% en buffer HANK's.

Mezcla 30% acrilamida: acrilamida 29% (m/v); N,N'-metilenbisacrilamida 1% (m/v).
Solucién para preparar geles resolutivos para SDS-PAGE con Tris-glicina: cantidad
necesaria de mezcla 30% acrilamida; Tris pH 8,80 0,375 M; SDS 0,1% (m/v); persulfato
de amonio 0,1% (m/v); TEMED 0,04% (v/v).

Solucién para preparar geles concentradores 5% para SDS-PAGE con Tris-glicina:
mezcla 30% acrilamida 17% (v/v); Tris pH 6,80 0,13 M; SDS 0,1% (m/v); persulfato de
amonio 0,1% (m/v); TEMED 0,1% (v/v).

1.2. Medios de cultivo

LB: peptona de carne 1% (m/v); extracto de levaduras 0,5% (m/v); NaCl 1% (m/v).
LB-Agar: LB; agar 1,5% (m/v).

2xYT: peptona de carne 1,6% (m/v); extracto de levadura 1% (m/v); NaCl 0,5% (m/v).
SOB: peptona de carne 2% (m/v); extracto de levadura 0,5% (m/v); NaCl 0,05% (m/v);
KCI 2,5 mM; MgCl, 10 mM.

LIT: Liver Infusion (Difco) 0,5% (m/v); triptosa 0,5% (m/v); NaCl 0,4% (m/v); KCI 0,04%
(m/v); NaaHPO,40,8% (m/v); ajustar pH a 7,2.

BHT: Brain Heart Infusion (Difco) 3,3% (m/v); triptosa 0,3% (m/v); NaoHPO,4 0,4% (m/v);
KCI 0,04% (m/v); glucosa 0,03% (m/v).

YPAD: Extracto de levadura (Difco) 1% (m/v); peptona de carne 2% (m/v); adenina
0,01% (m/v); glucosa 2% (m/v). Para medio sélido también se agregdé agar a
concentracion final 2% (m/v).

SD —U: Yeast Nitrogen Base (sin aminoacidos, Sigma) 0,67% (m/v); acido succinico 1%
(m/v); NaOH 0,6% (m/v); Yeast Synthetic Drop-out Medium Supplement without uracil
0,0192% (m/v); glucosa 2% (m/v). Para medio sélido también se agregé agar a
concentracion final 2% (m/v).

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (DMEM) de Gibco.
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e Minimum Essential Medium (MEM) de Gibco.

2. Herramientas moleculares

2.1. Cepas bacterianas

e E. coli DH5 a: F/endA1, hsdR17, supE44, thi-1 recA1, gyrA relA1 AlaclZYA-argFU169
deoR (A80dlacA(lacZ)M15).

e E.coliBL21 (DE3): F ompT hsdSB(rB- mB~) gal dcm (DE3).
e E.coliBL21 (DE3) pLysS: F ompT hsdSB(rB- mB") gal dcm (DE3) pLysS (Cam").

e E. coli Origami B: F ompT hsdSB(rB- mB~) gal dcm lacY1 aphC gor522::Tn10 trxB
(Kan®, Tet?).

2.2. Cepas de levaduras
e KT1113: MATa leu2 ura3 his3
e KT1829: MATa leu2 ura3 his3 ipl1-2

2.3. Lineas celulares de mamiferos
e (Células VERO
e (Células HEK293T

2.4. Vectores
e pET22b(+)® de Novagen.
e pGEM®-T Easy de Promega.
e pCR™]I-TOPO® de Invitrogen.
e pGEX®4T3 de GE Healthcare.
e pCMV-Tag 2B® de Stratagene.
e p416-GPDy p426-GPD [176].
e pTREX[177].

Sacl
Kpnl ks y
TSP MCS

Xbal
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Clal
' Sall/Hincll
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e pTEX-eGFP-TEV-HA-EEF modificacion del vector construido por John M. Kelly y

colaboradores [178].
.(;aLI:f::S‘-‘T_:.\r
.:,_'I=' AmpR _h .
EcoRI(1100)

pTEX.eGFP.TEV.HA EEF maan e’
£44¢ bp eGFP

gapdh |

gapdh intergenic g
gapdh il

Neo
Clal (3435)

Neol (3258)

2.5. Primers
Identificacion Secuencia 55— 3’
AUK1-RT-Rev ' CCACCCAAAGTCTGCCAACTTA
AUK2_SyL-RT-Rev AGCGTGCGGTGAACGTTGATCT
TcAUK2s_Seq-Fwd CGGTTCTTACTCCGTGGTGGTT
TcAUK2L_Seq-Fwd ATCCCAATGTGGTTCGTATGCT
AUK3-RT-Rev AATCCATCGTGCCGCAAAGCGT
TcAUKS3_Seqg-Fwd GCTCTCAGCACTCGCCTTCCT
TcAUK3_Seg-Rev TCCGAAAGAGAACGACTGCAA
Te-SL AACGCTATTATTGATACAGTTTC
TcAUK1_Ncol-Fwd-pET CCATGGTGAGTGCGGCGGAGGGCGGCCAA
TcAUK1_Xhol-Rev-pET CTCGAGGTTCTCCTTTCCGCCCGAGAAGT
TcAUK2_BamHI-Fwd-pET GGATCCGCAGCACCACAACTTGAGTTCC
TcAUK2_Xhol-Rev-pET CTCGAGCTTCTTCTTCTTCTTCTCCCCATTT
TcAUKS3_Ncol-Fwd-pET CCATGGTGTGGTCGCTGGATGACTTTGAT
TcAUKS_Xhol-Rev-pET CTCGAGTAAATTCTCTGCCGCATCAACCGT
AUK1-pCMV2B-Fwd_BamHI GGATCCATGAGTGCGGCGGAGGGCGGCCAA
AUK1-pCMV-Rev_Xhol CTCGAGTTAGTTCTCCTTTCCGCCCGAGAA
AUK3-pCMV2B-Fwd_BamHI GGATCCATGTGGTCGCTGGATGACTTTGAT
AUK3-pCMV2B-Rev-Xhol CTCGAGCTATAAATTCTCTGCCGCATCAACCG
AUK1_TxE_Fwd CACAACCGCCGGAAGGAGTCCTGCGGCACACCG
AUK1_TxE_Rev CGGTGTGCCGCAGGACTCCTTCCGGCGGTTGTG
AUK2 SyL_TxD_Fwd GGCCGAGGTCGGCTGGATGTCTGTGGCACACTG
AUK2 SyL_TxD_Rev CAGTGTGCCACAGACATCCAGCCGACCTCGGCC
AUK3_TxE_Fwd CACTCCCGTCGCTACGAGCTTTGCGGCACGATG
AUK3_TxE_Rev CATCGTGCCGCAAAGCTCGTAGCGACGGGAGTG
AUK1-pTREX-fwd-Hindlll AAGCTTATGAGTGCGGCGGAGGGCGGCCA
AUK1-GFPct-rev-Sal | GTCGACTTGTTCTCCTTTCCGCCCGAGAA
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TcActina_Fwd ATGATCATCGTGGACTTTGGGT
TcActina_RT TTCCGCTTGGGTGTGAACAGC
GFP_Fwd_BamHI GGATCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC
GFP_Rev_STOPLess TTTGTATAGTTCATCCATGCCAT
Rev_GFP_Fwd_AUK1 TGGCATGGATGAACTATACAAAAGTGCGGCGGAGGGCGGCCAA
TcAUK1-Rev-STOPLess-BamHI GGATCCGTTCTCCTTTCCGCCCGAGAAGTCC
TcAUK2-Rev-STOPLess-BamH]I GGATCCCTTCTTCTTCTTCTTCTCCCCATTTTGTC
TcAUK3-Rev-STOPLess-BamHI GGATCCTAAATTCTCTGCCGCATCAACCGTGC
TcAUK2-Fwd ATGTGGCAGCACCACAACTGGAGTTCCCC
TcAUKS-Fwd ATGTGGTCGCTGGATGACTTTGATATTGGGAGG
AUK2_Fwd_BamHI_ATG GGATCCATGTGGCAGCACCACAACTTGA
AUK2_Rev_Xhol_Stop CTCGAGTTACTTCTTCTTCTTCTTCTCCCCA

2.6. Anticuerpos

Descripcion Proveedor ‘
Mouse monoclonal anti-polyHistidine clone HIS-1 Sigma-Aldrich
Rabbit polyclonal anti-GST Abcam®
Mouse monoclonal anti-GFP clone B-2 Santa Cruz Biotechnology
Rabbit polyclonal anti-FLAG Sigma-Aldrich
Mouse monoclonal anti-B-Tubulin clone KMX-1 Chemicon International®
Rat monoclonal anti-a-Tubulin Tyrosinated (YL 1/2) Pierce Antibodies
Rabbit polyclonal anti-TcAUK1 Genscript
Rabbit polyclonal anti-TcAUK2 Genscript
Rabbit polyclonal anti TCAUK3 Genscript
Goat polyclonal anti-Rabbit IgG HRP-Labeled PerkinElmer
Goat polyclonal anti-Mouse IgG HRP-Labeled PerkinElmer
Goat polyclonal anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 488-Labeled Invitrogen
Goat polyclonal anti-Rabbit IgG Alexa Fluor® 488-Labeled Invitrogen
Goat polyclonal anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 594-Labeled Invitrogen
Goat polyclonal anti-Rabbit IgG Alexa Fluor® 594-Labeled Invitrogen
Mouse monoclonal anti-PFR1 clone L13D6 Gentileza Dr. Heith Gull

3. Clonado de genes y expresion de proteinas recombinantes

3.1. Manipulacion de bacterias

e Preparacion de E. coli competentes para transformacion quimica (Método de
Hannahan).

A partir de una colonia aislada de placa LB-Agar se inoculd un cultivo inicial de 10 ml de LB
y se dej6 crecer toda la noche a 37 °C en agitacién. Al dia siguiente, con 1 ml de este
cultivo, se inocularon 100 ml de LB fresco y se dejo6 crecer a 37 °C en agitacion hasta que el

cultivo alcanz6 una D. O. a 600 nm (ODgq) de 0,5. En ese momento el cultivo se centrifugé
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a 2.400 rpm por 10 min y a 4 °C, descartdndose el sobrenadante. El precipitado de
bacterias se resuspendié en 30 ml de la solucién TFB |, previamente enfriada, y se incubo
10 min en hielo. Luego se centrifugd nuevamente a 2.400 rpm por 10 min y a 4°C. Se
descarto6 el sobrenadante y el precipitado bacteriano se resuspendié en 4 ml de la solucién
TFB Il cuidadosamente mientras se mantenia en frio durante 15 min. La suspensién
bacteriana se distribuy6 en alicuotas de 50 pl en tubos Eppendorf de 1,5 ml previamente
enfriados. Las alicuotas fueron inmediatamente volcadas en N, liquido y luego guardadas a
-80°C.

e Preparacion de E. coli ultracompetentes.

A partir de una colonia aislada de placa LB-Agar se inocularon 6,25 ml de LB y se incubé
durante 6-8 hs a 37°C en agitacion. Al final de la tarde, tres Erlenmeyer con 62,5 ml de
medio SOB fueron inoculados con tres volumenes distintos del cultivo crecido durante el
dia: 0,5 ml, 1 mly 2 ml. Estos tres cultivos se incubaron toda la noche a 20°C en agitacion.
A la manana siguiente se midié la ODgy de los tres cultivos y se eligié aquel que poseia un
valor de 0,55, mientras que los dos restantes fueron descartados. El cultivo seleccionado se
centrifugd a 3.900 rpm (rotor Sorval GSA) por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue
descartado y el precipitado se resuspendi6 en 20 ml de Inoue Trasnformation Buffer
(HEPES 10 mM pH 6,70; MnCl, 55 mM; CaCl, 15 mM; KCI 0,25 M) previamente enfriado. La
suspension fue centrifugada a 3.900 rpm (rotor Sorval GSA), el sobrenadante descartado y
el precipitado resuspendido en 5 ml de Inoue Trasnformation Buffer frio. A la suspension se
le agreg6 0,375 ml de DMSO, mezclandose bien, y se dejo reposar 10 min en hielo. Luego,
la suspension fue distribuida en alicuotas de 50 pl en tubos Eppendorf de 1,5 mly se pasé
rapido a N, liquido, para luego guardar a -80°C.

e Transformacion bacteriana por shock térmico.

Una alicuota de bacterias E. coli competentes se descongeld en hielo. Luego se agregd
ADN plasmidico (la masa se ajusté dependiendo de la cepa bacteriana) o mezcla de
ligacion, y se incub6 en hielo durante 20 min. Las bacterias fueron expuestas a 42°C
durante 60 segundos y se dejaron recuperar durante 5 min en hielo. Luego se agregaron 0,8
ml de LB fresco y se incubaron durante 40 min a 37°C. Luego la suspension bacteriana se
centrifugd durante 5 min a 5.000 rpm y el sobrenadante fue descartado, dejando un
remanente de 0,1 ml. El precipitado bacteriano se resuspendié en este volumen y las
bacterias fueron sembradas en placas de LB suplementado con el antibiético

correspondiente como marcador de seleccién (Ampicilina 50 pug/ml, Kanamcina 30 ug/ml,
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Tetraciclina 12 pg/ml, Cloranfenicol 20 ug/ml, Streptomicina 30 pug/ml). Las placas fueron
incubadas toda la noche a 37 °C hasta observar el crecimiento de colonias.

¢ Induccidn de la expresion de proteinas recombinantes en sistema bacteriano.

A partir de una colonia aislada de placa de cultivo LB-Agar-antibiético se inoculé 3-10 ml de
medio fresco suplementado con el antibiético correspondiente y se incubd toda la noche a
37°C en agitacion. Al dia siguiente, con este cultivo se inoculdé medio fresco (en una
proporcion 1:25) y se dejé crecer a 37 °C hasta una ODgy de 0,5. En ese momento el cultivo
fue inducido con el agregado de Isopropyl-1-thio-3-D-galactoside (IPTG), ajustando las
condiciones de induccién (concentracion de IPTG, temperatura de incubacion y tiempo de
induccién) segun el objetivo propuesto, la cepa bacteriana, el vector de expresiéon y la
proteina recombinante expresada. Una vez finalizado el tiempo de induccién, el cultivo fue
centrifugado a 4000 rpm por 10 min y 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado
bacteriano se guardé a -20 °C hasta el momento de la lisis.

e Lisis bacteriana para obtencion de extracto proteico.

El precipitado bacteriano fue resuspendido en buffer de lisis (Tris 20 mM pH 8,00; NaCl 0,3
M; MgCl, 10 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM; NP-40 0,2%) frio y se le agregd lisozyma
(Fluka) a una concentracién de 1 mg/ml y se incub6 por 30 min en hielo. Posteriormente la
suspensién se sonicd por 6 ciclos de 10 seg a alta intensidad y se centrifug6 a 3.000 xg por
15 min a 4°C. El sobrenadante, conteniendo a la proteina recombinante en su forma nativa,
fue separado del precipitado, donde se encuentran los restos celulares y proteina

recombinante en forma de cuerpos de inclusion.

3.2. Manipulacion de acidos nucleicos
e Miniprep de plasmidos.

Una colonia bacteriana aislada de placa LB-Agar fue crecida toda la noche a 37°C en 3 ml
de medio liquido fresco (suplementado con el antibiético correspondiente). Al dia siguiente
el cultivo se centrifugé por 10 min a 4.000 rpm y el sobrenadante fue descartado. El
precipitado bacteriano se resuspendidé exhaustivamente en 200 ul de solucién 1, luego se
agreg6é 300 pl de solucion 2 (preparada en el momento) y se mezcldé bien agitando
suavemente por inversién. Luego se incub6 por 5 min en hielo y se agreg6é 300 pl de
solucion 3, mezclandose vigorosamente por inversion del tubo Eppendorf. Se dejé reposar 5
min en hielo y luego se centrifugé por 10 min a 14.000 rpm. El sobrenadante se traspasé a
un nuevo tubo Eppendorf, se agregdé RNAsa (50 pg/ml) y se incubd por 60 min a 37°C.
Luego se realizaron dos extracciones consecutivas con 400 ul de cloroformo:alcohol
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isoamilico (24:1), cada vez mezclando y separando las fases por centrifugacién.
Posteriormente el ADN plasmidico se precipitd con el agregado de un volumen de 2-
propanol y centrifugacién por 30 min a 13.000 rpm. El precipitado fue lavado dos veces con

etanol al 70% y resuspendido en 50 ul de agua hexadestilada.
e Maxipreparacion de plasmidos.

Se utiliz el kit comercial PureYield™ Plasmid Maxiprep System de la marca Promega,

siguiendo los pasos especificados en el protocolo descripto en el manual del producto.
e Extraccion de ADN gendémico.

Un cultivo con un nimero total de 1-2x10° epimastigotes fue centrifugado a 1.500 xg por 5
min, descartandose el sobrenadante. El precipitado de parasitos se resuspendié en 1 ml de
buffer de lisis (Tris-HCI 0,01 M pH 7, 50; EDTA 0,1 M; SDS 1% (m/v)) y luego se realizaron
dos extracciones con 0,5 ml de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en relaciéon 25:24:1
(PIC), cada vez mezclando y separando las fases por centrifugacién a 13.000 rpm por 2
min. Luego de la ultima extraccion, la fase acuosa se traspasé a un nuevo tubo y se incub6
durante 2 hs a 37 °C con RNAsa (50 pg/ml). Se realiz6 una nueva extracciéon con PIC y otra
con fenol-cloroformo (24:1). A la fase acuosa separa de esta ultima extraccion se le agreg6
un volumen de 2-propanol y se centrifugd por 20 min a 13200 rpm. Se descartd el
sobrenadante, y al precipitado de ADN se le hizo dos lavados con 1 ml de etanol al 70%.
Luego de dejar secar el precipitado se lo resuspendié en 100-200 pl de agua libre de

nucleasas.
e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Las reacciones de PCR se realizaron con Taqg polimerasa (Invitrogen), o Herculasa Il
(Stratagen) en caso de requerir alta fidelidad. La temperatura de annealing se ajusté a los
primers utilizados y el tiempo de elongaciéon se ajustd a la longitud de fragmento a
amplificar. Cuando el templado fue ADN plasmidico la masa utilizada por reaccién fue de 10
ng, mientras que cuando el templado fue ADN gendmico la masa del mismo por reaccion
fue de 200-500 ng. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 50 pl con la

siguiente composicion:

Componente Volumen (pl) Concentracion final
PCR buffer 10x 5 1x
Mezcla de dNTPs 10 mM 1 0,2 mM cada uno
MgCl>50 mM 2 2mM
Primer forward 10 uM 1 0,2 uM
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Primer reverse 10 uM 1 0,2 uM
Templado ADN c.n. n/a
ADN polimerasa c.n. 2,5 unidades
Agua destilada c.s.p. 50 pl n/a

c.n. cantidad necesaria; c.s.p. cantidad suficiente para; n/a no aplicable.
e Subclonado de fragmentos de PCR

Todos los fragmentos de PCR fueron subclonados en uno de los siguientes vectores:
pCR™II-TOPO® o pGEM®-T Easy. El subclonado se realizé segun el protocolo provisto por
cada fabricante. Todos los genes amplificados e insertados en estos vectores fueron
enviados a secuenciar para confirmar la fidelidad de la amplificacién. Una vez obtenidas las

secuencias, se eligié un clon para proseguir con el clonado en los vectores destinos finales.
e Digestion de ADN plasmidico con enzimas de restriccion.

0,5 ug de ADN fue digerido con enzimas de restriccién de la marca New England Biolabs
(2,5 unidades). En la mezcla de reaccién se incluy6 el buffer compatible con la enzima y, en
caso de corresponder, BSA a una concentracion final de 0,1 mg/ml. Las reacciones se
realizaron en un volumen final de 25 pl y se incubaron durante 3 hs a 37 °C. En caso de
variar la masa de ADN a digerir, tanto las unidades de enzima como el volumen de reaccion

fueron modificados en forma proporcional.
e Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa

Se utilizé el kit de purificacién Wizard SVGel and PCR clean-up system (Promega)
siguiendo las indicaciones del fabricante.

o Defosforilacion de plasmidos.

A la mezcla de reaccién de la digestion de plasmidos con enzimas de restriccion se la tratd
con la enzima Antartic Phosphatase (New England Biolab) para remover los grupos fosfato
de los extremos 5’ en los sitios de corte. Para esto, a los 25 ul de volumen de digestion se
los llevé a 30 pl de volumen final con 3 ul de Antartic Phosphatase Buffer 10 x; 2,5 unidades
de Antartic Phosphatase (0,5 pul); y 1,5 pl de agua. A esta mezcla se la incubd por 30 min a
37 °C y luego se inactivd a la enzima calentando la mezcla a 65 °C por 5 min.

e Ligacion de fragmentos de ADN a plasmidos.

Fragmentos de ADN purificados y plasmidos desfosforilados (50 ng), en una relacién molar
3:1, fueron ligados con la enzima T, ligasa (Invitrogen). En cada reaccion de ligacion se

52



Materiales y Métodos

utilizaron 0,5 unidades de enzima y se complement6 con el buffer provisto por la empresa.
Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10-15 ul durante toda la noche a
16°C.

e Confirmacion de construcciones positivas de clonado

Las colonias crecidas en placas LB-Agar (con antibiético) luego de haber sido
transformadas con mezcla de ligacién fueron picadas a 3 ml de LB liquido complementado
con antibiético. Luego de haber crecido toda la noche a 37°C en agitacion, se tomaron 100
ul de cultivo y se pasaron a tubo Eppendorf. A esto se le agregd 50 ul de PIC y 20 ul de
buffer de siembra para ADN 6x, mezclandose bien todo por vortex. Las muestras se
centrifugaron durante 5 min a 13.000 rpm, y 20 pl del sobrenadante fueron sembrados en
gel de agarosa 0,8%. Junto con las muestras a confirmar positividad se sembr6 una calle de
bacterias transformadas con vector vacio (control negativo). Se identificaron como colonias
potencialmente positivas aquellas en donde el ADN plasmidico presentaba una migracion
menor al control negativo en la corrida electroforética. A partir del volumen restante de los
cultivos de las colonias potencialmente positivas se miniprepararon los plasmidos y se
confirmo la presencia y, en caso de ser necesario, la orientacion del inserto por digestion

con enzimas de restriccion.

4. Técnicas analiticas

4.1. Acidos Nucleicos

e Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Los geles de agarosa se prepararon solubilizando la agarosa (Invitrogen) en buffer TAE 1 x
y agregando bromuro de etidio a una concentracion final de 0,5 ug/ml. Las muestras fueron
resuspendidas en el volumen correspondiente de buffer de siembra para ADN 6 x y
sembradas en el gel. La corrida se realizdé a una intensidad de 5-10 V/cm, siendo el buffer
de corrida TAE 1X. Los geles fueron observados en un transiluminador UVP y fotografiados.

e Electroforesis de ARN en gel de agarosa

El gel se preparé solubilizando 1,5 g de agarosa (Invitrogen) en una soluciéon que contenia
MOPS 1X y formaldehido 1,6% (v/v). Previo a ser sembrada, la solucién de ARN fue
mezclada con el volumen correspondiente de buffer de siembra para ARN 2X. La corrida se
realizd a una intensidad de 5-10 V/cm en buffer MOPS 1X con formaldehido 1,6% (v/v). Los

geles fueron observados en un transiluminador UVP y fotografiados.
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e Extraccion de ARN total.

4x107 parasitos se resuspendieron en 1 ml de Trizol (Invitrogen) y se agregd 200 ul de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), mezclandose por vortex. Luego de incubar 5 min en
hielo se centrifug6 a 12.000 xg por 15 min y a 4°C. La fase acuosa se pasé a un nuevo tubo
y se agregd un volumen de 2-propanol. Se mezcld bien por inversion y se dejé precipitar el
ARN por 30 min a temperatura ambiente. Luego se centrifugd a 12.000 xg por 30 min a 4°C
y se descarté el sobrenadante. Al precipitado de ARN se lo lavé con 1,5 ml de etanol al 75%
y se dejé secar a temperatura ambiente. Una vez seco se resuspendié en 50-100 pl de
agua DEPC. La integridad del ARN extraido se confirmé por electroforesis en gel de
agarosa, en donde se distingue las tres bandas correspondientes al ARN ribosomal.

o Digestion de ADN genémico con enzimas de restriccion para ensayo de Southern
blot.

ADN gendmico extraido de epimastigotes de T. cruzi (5 pg) fue digerido con enzima de
restriccion de New England Biolabs (30 unidades). El volumen final de reaccién fue de 100
ul'y, en caso de ser necesario, se complementé con BSA a una concentracion final de 0,1
mg/ml. La reaccion se llevo a cabo toda la noche a 37 °C, evaluando a la mafiana siguiente
el grado de digestion del ADN corriendo una fraccion de la mezcla de reaccion (10 pl) en gel
de agarosa 0,8%. De no observarse digestion total, a la mezcla de reaccion se le agreg6 10
unidades extra de enzima de restriccion y se la incubd 2-4 hs a 37°C. Una vez que el ADN
fue digerido se procedié a concentrar la muestra por vacio en SpeedVac y mezclarla con
buffer de siembra para ADN 6X.

e Marcado de sonda con **P

Los genes TcAUKs fueron utilizados como sondas para los ensayos de Southern y Northern
blot. EI marcado de las mismas con *P se realizd por la técnica de primer extension
mediante el kit de marcado NEBIlot® (New England Biolabs), siguiendo el protocolo provisto
con el fabricante y utilizando dCTP como fuente de **P. Una vez sintetizada, la sonda fue
separada del remanente de nucleétidos sin incorporar mediante el uso de columnas
MicroSpin G-50 (GE Healthcare). Una vez purificada, y previo a la incubacién con la
membrana de nylon, las sondas fueron calentadas por 5 min a 95°C para la

desnaturalizacién de las mismas.
e Southern blot.

Las muestras concentradas de ADN gendmico digerido fueron resueltas en gel de agarosa

0,8% por electroforesis a una intensidad de 1 V/cm. Una vez lograda la resolucién deseada
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se procedio a transferir el ADN a una membrana de nylon (GeneScreen de Perkin Elmer
Life Science, Inc.) mediante el método de transferencia alcalina. Para esto, luego de la
corrida, el gel fue sumergido en HCI 0,25 N y se incub6é aproximadamente 10 min. en
agitacién (depurinacién). Luego el gel se incub6 por 30 min en una solucién de NaOH 0,4 N
para desnaturalizar el ADN. En paralelo la membrana de nylon fue humedecida con agua y
equilibrada en la misma solucion NaOH 0,4 N. Para la transferencia se armé un dispositivo
como se muestra en la Figura 1, el cual permite que el ADN migre por capilaridad desde el
gel hasta la membrana de nylon. Se dejé transferir toda la noche a temperatura ambiente,
en buffer NaOH 0,4 N. Una vez transferido el ADN, la membrana se enjuag6 en SSC 2X por

2 min y luego se fij6 el ADN a la misma con luz ultravioleta.
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Figura 1. Dispositivo para transferencia de acidos nucleicos desde gel de agarosa a membrana de

nylon.

La membrana con el ADN fue bloqueada con buffer CHURCH durante 3 hs en horno de
hibridacién a 65°C. Luego se hibridé con sonda marcada con **P durante toda la noche a
65°C. A la mafnana siguiente se retir6 la sonda y se realizaron tres lavados de 15 min con
las siguientes soluciones: SSC 2X/SDS 0,1%; SSC 1X/SDS 0,1%; SSC 0,2X/SDS 0,1%.
Luego del dltimo lavado la membrana se expuso en la pantalla del sistema Phosphoimager
Storm 820 (Pharmacia-Biotech).

e Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

Parasitos de la cepa CL Brener en fase exponencial de crecimiento fueron lavados con
PBS-Glucosa 2% (m/v) y resuspendidos en PBS 1x. Esta suspension fue mezclada con
igual volumen de agarosa LMP 1,4% (m/v) disuelta en PBS 1X, resultando en una
concentracién de 1 x 107 parasitos por bloque. Cada bloque fue incubado con buffer LIDS
(Lauryl Sulfate Lithium Salt 1% (m/v); Tris-HCI 10 mM pH 8,00; EDTA 0,1 M) durante 48 hs
a 37°C. Luego de este tiempo, se realizaron 4-6 lavados con buffer NDS 0,2X (N-
Lauroylsarcosine-Sodium Salt 0,2% (m/v); EDTA disddica dihidratada 0,1 M; Tris base 2
mM) y fueron guardados a 4°C en buffer NDS 0,2x. Los bloques de agarosa fueron bien
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equilibrados en buffer TE pH 8,00 antes de ser utilizados en el corrida. Esta se realiz6 en
una cuba CHEF DR Il (Bio-Rad) a 16 °C en tres pasos: 1) 3 v/cm con cambios de periodos
de 90-200 segundos durante 30 hs; 2) 3 v/cm con cambios de periodos de 200-400
segundos durante 30 hs; 3) 2,7 v/icm con cambios de periodos de 400-700 segundos
durante 24 hs. Luego de la corrida el gel fue marcado con bromuro de etidio para la
visualizacion del ADN en con luz UV. Finalmente el ADN fue transferido a membrana de
nylos por transferencia alcalina.

e Northern blot

ARN total resuelto en gel de agarosa fue transferido a membrana de nylon (GeneScreen de
Perkin Elmer Life Science, Inc.) del siguiente modo. Una vez finalizada la electroforesis el
gel se enjuagd en agua destilada por 15 min y en agitacion. Luego se mont6 el dispositivo
para transferencia por capilaridad tal cual se muestra en la Figura 1 de esta misma seccién.
En este caso, el buffer de transferencia fue SSC 10x y la transferencia se realiz6é toda la
noche a temperatura ambiente. A la manana siguiente, la membrana con el ARN se lavé
exhaustivamente con SSC 10X para retirar todo resto de formaldehido. Luego de ser
lavada, la membrana se bloqueé con buffer CHURCH por 3 hs a 65°C en horno de
hibridacién. Luego se hibridé con sonda marcada con **P durante toda la noche a 65°C. A la
manana siguiente se retird la sonda y se realizaron tres lavados de 15 min con las
siguientes soluciones: SSC 2X/SDS 0,1%; SSC 1X/SDS 0,1%; SSC 0,2X/SDS 0,1%. Luego
del ultimo lavado la membrana se expuso en la pantalla del sistema Phosphoimager Storm
820 (Pharmacia-Biotech).

e Sintesis de ADN copia.

A partir de 1 pg de ARN total de T. cruzi se sintetiz6 ADN copia utilizando el kit Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche), siguiendo el protocolo provisto por el fabricante
para el caso del uso combinado de oligo(dT)s y random hexamers como primers. Un
volumen de 5 pl de la mezcla de reaccion (1/4 del volumen total) fue utilizado como
templado para la reaccién posterior en la PCR con primers especificos para las distintas
TcAUKs.

4.2. Proteinas

e Preparado de extractos de proteinas totales de T. cruzi.

El volumen necesario de un cultivo de T. cruzi, con una concentracién de parasitos de 1-4 x
107, fue centrifugado por 5 min a 1.500 xg y el sobrenadante fue descartado. El precipitado
de parasitos se lavé una vez con PBS 1x y fue guardado a —20°C hasta la lisis. El
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precipitado de parasitos congelados se resuspendié en buffer de lisis (Tris-HCI 50 M pH
8,00; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; Triton X-100 0,1% (v/v); NP-40 1% (v/v); PMSF 1 mM; E-64 1
pug/ml) y se dej6é reposar en hielo por 15 min, agitando en vortex cada 5 min. Luego se
realizaron 6 ciclos de congelado y descongelado en N liquido. Se centrifug6 la suspension
por 30 min a 10.000 xg y 4°C, y se paso el sobrenadante (extracto total) a un nuevo tubo
Eppendorf. Alternativamente, y s6lo en casos puntuales, el precipitado de parasitos lavados
con PBS se resuspendié directamente en buffer de siembra para proteinas 1X y se hirvio
por 10 min.

e Purificacion de proteinas recombinantes fusionadas a 6xHis

Las proteinas recombinantes fusionadas el tag 6xHis fueron purificadas por cromatografia
de intercambio i6nico mediante resina de Ni®* (Ni-NTA Agarosa, Invitrogen). Del
sobrenadante del lisado bacteriano se purificaron las proteinas recombinantes en estado
nativo, mientras que a partir de los cuerpos de inclusién se purificaron proteinas en
condiciones desnaturalizantes. Para la condicién nativa, se colocaron 0,25 ml de resina en
la columna y se equilibré con 8 ml (2 x 4ml) de buffer de lisis bacteriano. Luego se agrego el
lisado, ajustando el flujo a 0,5 ml por minuto, y se colectd el percolado. A continuacién se
realizaron dos lavados con concentraciones de 20 mM y 40 mM de imidazol disuelto en el
mismo buffer de lisis bacteriano (2,5 ml cada lavado). Para la elucién se pasaron 2,5 ml de
buffer de lisis bacteriano con imidazol 80 mM, colectandose 5 muestras de 0,5 ml. Para la
purificacion en condiciones desnaturalizantes el precipitado del lisado de bacterias
inducidas fue resuspendido en Guanidinium Lysis Buffer (buffer fosfato 20 mM pH 7,80;
hidrocloruro de guanidinio 6 M; CINa 500 mM) e incubado en agitacion durante una hora a
temperatura ambiente. En paralelo se preparé la columna con resina para la posterior
purificaciéon. Para esto 0,5 ml de resina se colocaron en la columna y se dejé sedimentar.
Luego se retird el sobrenadante y se lavd con 10 ml de agua bidestilada estéril.
Posteriormente se equilibr6 la columna con 12 ml (2 x 6 ml) de Denaturing Binding Buffer
(buffer fosfato 20 mM pH 7,8; urea 8 M; NaCl 500 mM). Luego de la hora de incubacion, el
precipitado resuspendido fue centrifugado por 15 min. a 3.000 xg y 15 °C, y el sobrenadante
se agreg6 a la resina. Se permiti6 el pegado de las proteinas a la resina incubando en
agitacion por 30 min y luego se dejé reposar para que la resina se asiente. Se retir6 el
sobrenadante (percolado). Posteriormente se realizaron 2 lavados con 5 ml de Denaturing
Binding Buffer, 2 lavados con 5 ml de Denaturing Wash Buffer 1 (buffer fosfato 20 mM pH
6,00; urea 8 M; NaCl 500 mM) y 2 lavados con 5 ml de Denaturing Wash Buffer 2 (buffer
fosfato 20 mM pH 5,3; urea 8 M; NaCl 500 mM). La elucién se realizd6 con 5 ml de
Denaturing Elution Buffer (buffer fosfato 20 mM pH 4,00; urea 8 M; NaCl 500 mM),
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colectando 5 fracciones de 1 ml. Tanto para la condicion nativa como para la
desnaturalizante, todas las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE con tincion por
Coomassie y por Western blot con anticuerpo anti 6xHis.

e Purificacion de proteinas recombinantes fusionadas a GST

La purificacion de las proteinas fusionadas al tag de GST se realizé por incubaciones en
batch con Glutathione Sepharose 4B. Para esto, células inducidas para la expresion de
proteina recombinante fueron resuspendidas en PBS frio (1:20 del volumen de cultivo
original) y sonicadas hasta ser lisadas. A la suspensién se le agregé Triton X-100 a una
concentracion final del 1% y se mezcl6é por 30 min a 4°C. Luego se centrifugd a 12.000 xg
por 10 min y 4°C, pasandose el sobrenadante a un nuevo tubo. A este sobrenadante se le
agrego la resina de Glutathione Sepharose 4B, previamente equilibrada con PBS 1x, y se
incub6 60 min a temperatura ambiente en agitacion por rotacion. Luego de esto la resina fue
decantada por centrifugacion a 500 xg 5 min y se le quitd el sobrenadante (percolado). Se
realizaron 3 lavados con PBS 1x (10 volumenes de resina), cada vez agitando por 5 min y
decantando por centrifugacién. Finalmente se eluyeron las proteinas incubando a la resina
con buffer de elucion (Tris-HCI 50 mM; glutatién reducido 10 mM pH 8,00) por 10 min a
temperatura ambiente y en agitacion por rotacion. Luego de sedimentar la resina por
centrifugacion se tomo el sobrenadante (con proteinas purificadas) y se pasé a un nuevo
tubo.

¢ Cuantificacion de proteinas

Los extractos de proteinas totales fueron cuantificados por el método de Bradford. En una
placa de 96 pocillos se colocaron 10 pl de diferentes diluciones de los extractos proteicos en
200 pl de reactivo de Bradford 1X (BIORAD). La curva estandar se realiz6 en base a 5
puntos de masa creciente de seroalbumina bovina (BSA). Se midi6 la absorbancia a 595 nm
en un lector de microplacas VERSAmax® (Molecular Devices Corportation), se construy6 la
curva patrén por regresion lineal y la concentracion de las muestras se calculé mediante la
ecuacién de la recta. En el caso de parasitos resuspendidos directamente en buffer de
siembra para proteinas, la concentracion del extracto se estimé tomando como referencia
que 5 x 10° epimastigotes de la cepa CL Brener de T. cruzi equivalen a 50 pg de proteinas

totales.
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e Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Entre 50-80 ug de proteinas totales para extractos de T. cruzi o 20 ug de proteinas totales
para extractos con proteina recombinante, fueron mezclados con buffer de siembra para
proteinas 5x, hervidos 5 min y sembrados en geles de poliacrilamida (10-15%)
desnaturalizantes. La corrida electroforética se realiz6 en buffer Tris-glicina con SDS al
0,1% [179] a una corriente eléctrica constante de 35 mA por gel.

e Western blot

Las muestras resueltas en SDS-PAGE fueron transferidas a membrana de nitrocelulosa o
PVDF, y estas tefiidas con Rojo Ponceau para evaluar la calidad de la transferencia. Luego
las membranas se bloquearon en solucién de bloqueo toda la noche a 4 °. La solucién de
bloqueo descart6 y se incubaron las membranas con la dilucién del anticuerpo primario por
1-2 hs a temperatura ambiente (en algunos casos toda la noche a 4 °C). Al retirar la
solucion del anticuerpo primario se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con TBS-T para
luego agregar la solucion del anticuerpo secundario conjugado (diluciones en solucién de
bloqueo). La incubacion con este anticuerpo fue de 1-2 hs a temperatura ambiente, y luego
se procedié a lavar la membrana 3 veces de 5 min con TBS-T. El revelado se realiz6
incubando las membranas con la solucién de ECL (Perkin Elmer) y exponiendo en placa

radiografica.
¢ Ensayo de actividad enzimatica

Ensayo de actividad quinasa in vitro se realizé con las proteinas TcAUKs recombinantes o
con extracto crudo de epimastigotes de T. cruzi como fuente enzimatica. Estas proteinas se
incluyeron en una mezcla de reaccion compuesta por: buffer HEPES pH 7,50 10 mM; KCI
150 mM; MnCl, 20 mM; DTT 1 mM; NaF 0,5 mM; NasVO,4 0,4 mM; ATP 0,01 mM; y**P-ATP
5 pCi; H2As (Sigma) 0,5 pg/ml. El volumen final de reaccion fue de 50 pl y la misma se llevo
a cabo a 30°C durante 30 min.

o Deteccion de actividad quinasa por contador de centelleo

Luego de haber procedido la reaccion, 40 ul de la mezcla fueron colocados sobre papel de
fosfocelulosa p81 (Whatman). Una vez absorbida la mezcla, los papeles fueron lavados tres
veces, por 10 min cada una, en H;PO, 75 mM. Luego de secarlos, los papeles fueron
introducidos en un vial con liquido de centelleo Optiphase HiSAfe 3 (Perkin Elmer) y la
actividad remanente (cpm) fue leida en el contador de centelleo Wallac 1214 Rackbeta.
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o Deteccion de la actividad quinasa por placa radiografica

Luego de haber procedido la reaccion se agregd 10 pl de buffer de siembra para proteinas
5x y se hirvio 5 min. Luego se sembré el total del volumen en SDS-PAGE y se realizé la
corrida electroforética. Las mezclas de reaccidon resueltas en el gel fueron transferidas a
membrana de PVDF, y ésta expuesta en la pantalla del sistema Phosphoimager Storm 820
(Pharmacia-Biotech).

5. Cultivo de células

5.1. Células de mamiferos
e HEK-293T

Las c¢ lulas fueron mantenidas en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco)
suplementado con Suero Fetal Bovino 10% (SFB, Gibco), Penicilina 100 U/ml y
Streptomicina 100 pg/ml. Los cultivos fueron incubados en estufa a 37°C en atmésfera
humeda con 5% de CO..

e VERO

Las células fueron mantenidas en medio Minimum Essential Medium (MEM, Gibco)
suplementado con SFB 10% (Gibco), Penicilina 100 U/ml y Streptomicina 100 pg/ml. Los

cultivos fueron incubados en estufa a 37 °C en atmésfera hUmeda con 5% de CO..

5.2. Parasitos

e Epimastigotes cepa CL Brener

Los paréasitos fueron mantenidos en medio LIT [180] suplementado con SFB 10%
(Natocord), Hemina 0,02%, Penicilina 100 U/ml y Streptomicina 100 pg/ml. Los cultivos
fueron mantenidos a una densidad de entre 1x10° y 1x10® células por ml a 28 °C en

atmésfera humeda.
e Epimastigotes cepa Y

Los parasitos fueron mantenidos en medio BHT [181] suplementado con SFB 10%
(Natocord), Hemina 0,02%, Penicilina 100 U/ml y Streptomicina 100 pg/ml. Los cultivos
fueron mantenidos a una densidad de entre 1x10” y 1x10® células por ml a 28 °C en

atmosfera humeda.
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e Tripomastigotes y amastigotes cepa CL

Células VERO fueron sembradas en botellas de cultivo en una relacion numero de
células/superficie de 4000/cm? en medio MEM suplementado con SFB 10%. Al dia
siguiente al cultivo se le cambi6é el medio por MEM suplementado con SFB al 3% (MEM-
SFB 3%) y se agregaron tripomastigotes de T. cruzi a una proporcién de 50 por cada célula
VERO (infeccion). Al dia posterior a la infeccibn se retir6 el sobrenadante con
tripomastigotes del cultivo y se agregdé medio MEM-SFB 3% fresco, asi el medio fue
intercambiado periddicamente hasta que el momento que el cultivo fue descartado.
Alrededor del quinto dia post-infeccién comenzd a haber presencia de tripomastigotes en el
sobrenadante de cultivo, y cuando la densidad de los mismos alcanzé el maximo estos
fueron cosechados, y separados de amastigotes también presentes en el sobrenadante.
Para esto se retir6 el medio de cultivo y se centrifugd a 1500 xg por 5 min, luego se incubd
el tubo en estufa a 37 °C durante 3 hs. Durante este tiempo los tripomastigotes moéviles
escapan del precipitado y vuelven al sobrenadante, mientras que los amastigotes
permanecen precipitados. El sobrenadante se pas6 a un nuevo tubo y se centrifugé a 2000
xg por 10 min, el precipitado de tripomastigotes se lav6 una vez con PBS y quedd disponible
para usos ulteriores. Este procedimiento de obtencion de tripomastigotes se repitié todos los
dias durante los cuales hubo una gran cantidad de los mismos en el sobrenadante del
cultivo. A partir del dia 10 post-infeccién, cuando el cultivo ya estd préximo a agotarse, en
el sobrenadante prevalece la presencia de amastigotes en muy alta densidad. Para
cosecharlos se procede a retirar el medio y centrifugarlo a 2000 xg por 10 min, el

precipitado de amastigotes se lavd con PBS y quedé disponible para usos posteriores.

6. Técnicas de biologia celular

Ensayo de inmunofluorescencia

Se tomaron células de cultivo y se lavaron 1 vez con PBS 1X. En caso de células de parasitos, se

dejé asentar a las mismas en portaobjetos tratado con poli-lisina 10 mM, durante 30 min. Luego se

fijaron en paraformaldehido al 4% en PBS (salvo que se explicite de otro modo) 10 min. a TA, y se

permeabilizaron con PBS-Triton X-100 0,2% (PBT) durante 5 min. Posteriormente se bloquearon

las células mediante incubacién con solucion de bloque (PBS-BSA 1%) durante 60 min. a TA. Se

incubaron las células con la dilucién del Ac 1° (en solucion de bloqueo) 60 min. a TA y se realizaron

tres lavados de 5 min. con solucién PBT. Luego se realizé la incubaciéon con el Ac 2° durante 60

min. a TA y se realizaron otros 3 lavados de 5 min. con solucién PBT. Finalmente se mont6 la

preparacion con Vectashield (Vector®) con DAPI agregado a una concentracién de 2,5 pl/ml y se

realizé el sellado con esmalte de ufas.
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¢ Sincronizacion de cultivos de epimastigotes

A un cultivo en fase exponencial de crecimiento con una densidad aproximada de 2x10” células ml”
se le agrego6 hidroxiurea a una concentracion final de 15 mM (solucion madre de 500 mM en media
de cultivo) y se incubd entre 20 y 24 hs. Para el desarresto se lavo el cultivo 2 veces con un
volumen de PBS (a temperatura de 28°C) y se resuspendieron las células en un volumen de medio
fresco (precalentado a 28°C).

e Marcado de células con ioduro de propidio y citometria de flujo

Un total aproximado de 3x10° células fueron lavadas con 1 ml de PBS-EDTA 2 mM y fijadas en
etanol 70% a -20 °C durante al menos 30 min. Luego se realiz6 un nuevo lavado, esta vez con
PBS, y las células fueron resuspendidas en solucién de marcado (ioduro de propidio 69 uM en
buffer citrato de sodio 38 mM pH 7,40; RNAsa 0,2 mg/ml). La suspension se incubo 60 min. a 37 °C
protegida de la luz y se realizé la lectura por citometria de flujo (IP o Perp-C) en un cell sorter
FACSAria (BD Biosciences).

Para el andlisis de los resultados primero se cre6 un dot plot de FSC-A vs SSC-A (gate 1) para
descartar los restos celulares (Figura 2 A). Con la poblacion elegida del primer gate, se realizé un
segundo dot plot de PI-W vs PI-A (gate 2) para descartar a los agregados celulares (Figura 2 B). A
partir de la poblacién seleccionada del segundo gate se construy6 el histograma de PI-A para
analizar el ciclo celular (Figura 2 C).

FSC-2

PI-2

Figura 2. Procesamiento de datos de citometria de flujo para analisis de ciclo celular. A.
Establecimiento del primer gate para desechar restos celulares. B. Delimitacion del segundo gate para
descartar agregados celulares. C. Curva de Pl donde se muestran las regiones correspondientes a las
distintas fases del ciclo celular (G1, Sy G2/M).

e Obtencion de cultivos clonales de epimastigotes transgénicos

Los cultivos clonales se obtuvieron mediante la técnica de diluciones minimas. Para esto se tomo
una alicuota de una poblacién de células transfectadas y se realizaron diluciones seriadas (en
medio fresco), hasta obtener un volumen final de 20 ml con un total de 20 células. Entre cada
pasaje de las diluciones se tomo el recaudo de agitar bien la suspension por vortex. A los 20 ml de
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suspension celular se le agregaron un total de 1x10° células WT y G418 (presién de seleccién) a
una concentracion de 0,2 mg/ml. Todo el volumen de la suspensién celular fue repartido de a 0,2 ml
en una placa de 96 wells. Luego de aproximadamente dos semanas los clones comenzaron a
recuperarse. A partir de aqui se realizé un scaling-up, primero pasando a cultivos de 1 ml y

finalmente a cultivos de 5 ml.
e Electroporacion de levaduras

Como primer paso se prepararon células electrocompetentes. Para esto 20 ml de medio YPD fue
inoculado y cultivado a 28 °C durante toda la noche en agitacién. Al dia siguiente las células fueron
lavadas 3 veces con un volumen de agua fria estéril, y dos veces con 10 ml de glicerol 10% estéril
y pre-enfriado. Finalmente el precipitado de células fue resuspendido en 0,5 ml de glicerol 10% frio
y conservadas en hielo hasta ser utilizadas. Para la electroporaciéon se tomaron 50 ul de células
electrocompetentes y se les agreg6 2 pl de una miniprep de la construccion correspondiente (2-5
ug de ADN). La electroporacion se realizo a 2,5 volts; 25 pF y 250 ohm. Inmediatamente se agreg6
1 ml de medio YPDA y se dejo recuperar 60 min. a 28°C. Posteriormente las células fueron
centrifugadas y resuspendidas en 1 ml de agua estéril. 150 pl de la suspension fueron plagueados

en medio selectivo SD -U y se incub6 a 22°C.
e Ensayos de complementacion en levaduras

Una colonia de cada levadura transformada con las distintas construcciones y crecidas en placa
fueron pasadas a medio liquido SD -U e incubadas a 22°C hasta alcanzar una ODgy de 1,5-2. El
tiempo de crecimiento de cada colonia ser respect6é para obtener cultivos liquidos con una OD lo
mas similar posible. Como otra alternativa, las colonias que sobrepasaron la OD fueron diluidas
hasta alcanzar la misma densidad que todas las deméas. Una vez emparejadas las OD, 10 pl cada
cultivo fue sembrado a distintas diluciones y en placas selectivas. Las palcas fueron incubadas a

temperatura permisiva y restrictiva el tempo correspondiente.
e Extraccion de citoesqueleto

Epimastigotes fueron tomados de cultivos en fase exponencial de crecimiento y lavados 1 vez con
un volumen de PBS 1X. Luego se dejaron asentar sobre portaobjeto, pre-tratado con poli-lisina 10
mM, durante 30 min. Posteriormente se realiz6 la extraccion incubando las células por 5 min. en
buffer PEME (PIPES 0,1 M pH 6,90; Nonidet P-40 1%; EGTA 2 mM; MgSO, 1 mM; EDTA 0,1 mM).
Se realizaron 3 lavados de 5 min en PBS y se fijaron las proteinas en metanol por 30 min a -20°C.
Luego de realizar dos lavados con PBS se prosiguié con el ensayo de inmunofluorescencia.
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Resultados - Identificacién y analisis de secuencia de los genes TcAUKSs

1. Busqueda y deteccién de genes Aurora quinasa en T. cruzi

1.1. Identificacion de los genes

Para la busqueda de secuencias de posibles genes Aurora quinasa en T. cruzi se realizé la
basqueda en la base de datos del proyecto genoma de T. cruzi cepa CL Brener
(www.GeneDB.org). Como templados se decidié utilizar las secuencias proteicas de las Aurora
quinasas de Trypanosoma brucei [173], y los resultados de BLASTP con mayor score y menor E-
value fueron analizados y depurados. En el trabajo sobre las proteinas Aurora quinasas de T.
brucei identifican 3 genes de la familia en base a analisis de las secuencias, los cuales fueron
denominados TbAUK1, TbAUK2 y TbAUKS.

Cuando TbAUK1 (Tb11.01.0330) fue utilizada como templado, el resultado de BLASTP en el
genoma de T. cruzi arroj6é 2 secuencias de ADN codificantes (CDS, por sus siglas en inglés) que se
diferenciaban notoriamente del resto: TcCLB.508817.80 y TcCLB.503799.4. Este segundo CDS es
una region de un gen que esta dividido en dos contigs, la otra regidbn del mismo gen esta
conformada por el CDS TcCLB.506165.16. Con lo que la secuencia completa del gen se obtuvo
luego de empalmar ambos CDS (TcCLB.503799.4 y TcCLB.506165.16). El alineamiento de la
secuencia empalmada y la del CDS TcCLB.508817.80 mostr6 que ambas poseen un 99% de
identidad de secuencia, siendo las diferencias un residuo extra en la secuencia TcCLB.508817.80 y
dos sustituciones puntuales. Cada una de estas secuencias es un alelo proveniente de cada uno
de los parentales que conforman la cepa hibrida CL Brener, la secuencia TcCLB.508817.80
pertenece al haplotipo Non-Esmeraldo-like (linaje 111) mientras que la secuencia TcCLB.503799.4
pertenece al haplotipo Esmeraldo-like (linaje I1).

Al realizar la busqueda con el gen TbAUK2 como templado (Tb03.28C22.460), los resultados de
BLASTP arrojaron 2 CDS con alto score y bajo E-value que se diferencian notablemente de las
otras secuencias remitidas: TcCLB.503685.10 y TcCLB.509999.110. Ambas secuencias comparten
un 96% de identidad, y las diferencias entre ambas corresponden a 8 sustituciones puntuales y una
insercion de 6 residuos (QRRQKQQ) en la secuencia TcCLB.509999.110. Al analizar el entorno
gendmico de ambas secuencias obtuvimos grados de identidad superior al 90%, por lo que en este
caso estariamos también ante la presencia de un par alélico. En el proyecto genoma se explicita
que el CDS TcCLB.503685.10 pertenece al haplotipo Non-Esmeraldo-like y que TcCLB.509999.110
pertenece al Esmeraldo-like, y ambas secuencias se ubican en el cromosoma 36.

Al utilizar TbAUKS3 como templado (Tb09.160.0570), 3 secuencias se destacaron por su alto score y
bajo E-value: TcCLB.510349.80, TcCLB.506715.10 y TcCLB.504655.30. Las dos primeras se
localizan en el mismo contig (TcChr33-S, asignado al cromosoma 33) y se encuentran separadas
por 69.617 Kbp. En la base de datos son reconocidas como genes paralogos pertenecientes al
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haplotipo Esmeraldo-like. Un alineamiento entre ambas secuencias arroja un 99% de identidad con
sé6lo dos sustituciones puntuales. El gen TcCLB.504655.30 posee una secuencia 100% idéntica a
TcCLB.506715.10, pertenece al contig Tcruzi6357 que no tiene asignado ningln cromosoma y no
pudo determinarse el haplotipo al cual pertenece. Considerando que el proyecto genoma de T.
cruzi contiene numerosas inconsistencias debido a la naturaleza hibrida de la cepa CL Brener y al
alto numero de secuencias repetitivas, para depurar las 3 secuencias encontradas se realizé un
analisis detallado de sus entornos gendémicos (Figura 1). De las secuencias que se localizan dentro
del mismo contig (TcCLB.510349.80 y TcCLB.506715.10) las regiones interg nicas 5’ conservan un
98% de identidad y en ambos casos se extienden por 380 bp. Incluso los genes inmediatamente
adyacentes 5’ upstream a cada una son considerados por la base de datos como parélogos entre
si, mostrando un 98 % de identidad en la secuencia. Por el contrario, las regiones interg nicas 3’
no poseen la misma longitud y particularmente la del gen TcCLB.506715.10 muestra una extensa
region de secuencia indefinida. Como consecuencia so6lo se pudo establecer el porcentaje de
identidad de las primeras 54 bp 3’ downstream, siendo ésta de un 98%. Esta baja calidad de
secuencia siembra la duda de si realmente los genes TcCLB.510349.80 y TcCLB.506715.10 son
paralogos producto de una duplicacién o si, por el contrario, es un Unico gen que por errores en la
secuenciacion del contig aparece dos veces en la base de datos. El gen TcCLB.504655.30 se
localiza en el extremo del contig que lo contiene, el cual finaliza 649 bp upstream del ATG iniciador.
La secuencia que se encuentra entre el ATG vy la finalizacidén del contig posee un 99% de identidad
con la regién (de igual longitud) 5" upstream de los genes TcCLB.510349.80 y TcCLB.506715.10.
Aqui, la extension de 649 bp contiene 380 bp de la regién intergénica y 269 bp correspondientes a
los genes adyacentes a cada uno de estos genes. La secuencia 3’ downstream del gen
TcCLB.504655.30 es una larga region intergénica de 2011 bp que en sus primeros 114 bp presenta
una identidad de 95% a la regién 3’ (con igual longitud) del gen TcCLB.510349.80, mientras que
downstream a estas 114 bp la identidad es nula. Obviando la regién de pobre calidad de secuencia
3’ downstream al gen TcCLB.506715.10, la comparacién de las 54 bp inmediatamente adyacentes
al codén de terminacién de los genes presenta una identidad del 98%. Esto permite suponer que
realmente existe el gen TcCLB.504655.30, con secuencia idéntica al TcCLB.506715.10 pero
localizado en otra region gendmica que no esta identificada.

A los CDS de T. cruzi encontrados en cada una de las busquedas por BLASTP se los identifico de
manera que se correspondan con los genes Aurora quinasa de T. brucei utilizados como
templados. Asi al encontrado con TbAUK1 se lo llam6é TcAUK1 y el mismo criterio para los
identificados con el BLASTP de TbAUK2 y 3. En la tabla 1 se resumen los resultados de la
busqueda detallando las caracteristicas de cada uno de los genes.
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Figura 1. Esquema del contexto gendmico de los CDS correspondientes al BLASTP TbAUK3. EI
entorno gendmico de los genes TcCLB.510349.80 (0349.80), TcCLB.506715.10 (6715.10) vy
TcCLB.504655.30 (4655.30) fue analizado por alineamientos de secuencias para determinar la identidad que
conservan. El gen 6715.10 se encuentra representado dos veces para lograr plasmar en un mismo y unico
esquema los resultados obtenidos en los alineamientos de los 3 genes. En amarillo se representan las
regiones génicas y en gris las regiones intergénicas, detallando sus extensiones (bp). Los porcentajes
reflejan el grado de identidad de las regiones enfrentadas. Se destaca la baja calidad de secuencia de la
region intergénica downstream del gen 6715.10 (NNNNNNNNNN). Los genes marcados con * son definidos
como paralogos en la base de datos TritrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/).

1.2. Amplificacion de los genes y confirmacion de su identidad

A pesar de haber encontrado mas de un CDS para cada busqueda en la base de datos, la
identidad total de los extremos para cada gen correspondiente nos permitié utilizar un Gnico par de
primers para sus amplificaciones. Es asi que a partir de ADN genémico de la cepa CL Brener de T.
cruzi se amplificaron por PCR los genes TcAUK1, 2 y 3 (Figura 2 A). Los fragmentos obtenidos, en
todos los casos fragmentos Unicos, fueron clonados en el vector pGEM-T Easy y distintos clones de
cada uno fueron secuenciados para poder determinar una secuencia consenso de cada uno de los
genes. Con las tres TcAUKs se pudo corroborar lo hallado en la base de datos del genoma de T.
cruzi. Ademas, para TcCAUK2 se pudo confirmar la existencia de las dos formas del gen. Asi, a la
secuencia que presenta el inserto de 18 nucleétidos se la denomindé TcAUK2L (del inglés Long),
mientras que a la que no lo presenta TcAUK2s (del inglés short). El alineamiento de la secuencia
aminoacidiaca de ambos genes se muestra en la Figura 2 B. Una vez definida cada una de las
secuencias para los genes Aurora quinasa de T. cruzi, las mismas fueron anotadas en la base de
datos del NCBI con los siguientes numeros de acceso: EU494590 (TcAUK1), EU494591
(TcAUK2s), EU494592 (TcAUK2L) y EU 494593 (TcAUKS).
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Tabla 1. Detalle de los genes de T. cruziidentificados en la base de datos como posibles proteinas Aurora

quinasa.

Longitud del o
Genes en la BD Caracteristicas Nombre
Templado geny

T. cruzi N de la proteina otorgado
localizacion

930 bp; 309 aa; 35.226
TcCLB.508817.80
TcChr30-P Da; pl 8,53
TbAUK1 TcAUK1
927 bp; 308 aa; 35.103
TcCLB.503799.4
TcChr30-S Da; pl 8,82
1.221 bp; 406 aa; 45.475
TcCLB.503685.10 TcAUK2s
TcChr36-S Da; pl 8,9
TbAUK2
1.239 bp; 412 aa; 46.339
TcCLB.509999.110 TcAUK2L
TcChr36-P Da; pl 9,71
1.536 bp; 511 aa; 56.793
TcCLB.510349.80
TcChr33-S Da; pl 7,47
1.536 bp; 511 aa; 56.781
TbAUK3 TcCLB.506715.10 TcAUKS
TcChr33-S Da; pl 7,31
1.563 bp; 511 aa; 56.781
TcCLB.504655.30 )
Tcruzi_6357 Da; pl 7,31
A. "L‘I\ ‘lﬂ' ‘J:r‘b B. TcAPK2L MWOHHNLSSP TLGPREAFFT VQTSRRGC SDRWCSSLAG GGHDDESESV BHSRVSPRAS SFAFFQORIAFP 7O
&39 &(Fg K\Jh) TcAUHZs MWQHHNLSSP TLGPREAKET ‘-"CTSF.RGg SDAWCSSLAC GGHDDESESY PNSRVESPRERS STAFEQRTAF 70

KQULVIRQED IRDDDFQ

g FOQOLVIRQED I

TcAURZEL SPTESTS FELQHSTHHE |
TcAUUK2a SPTESTE FELCITHHE O

TeAUHZL LVALEEWVSRE RLRELXIFH
EVS

— 3000 bp e LEHPHVVRME S

I LREFNVVRML SYYITEQIVV LVLEMCPGGT LLQELEI

LVALEEV

— 16560 bp TeAUK2L, GREDERAASH YVEQAARALT
TeAUK 23 REASH YVRQAARALT YI
— 850bp FCAUKZL
TeAUH2s ME L DYLSPEMLIG MPHTE

TcADR2L GQODTLNAIRE ARPHLGDDVO MSSLARELVL RMLOHNEDAR
TcAUKZ2s QQDILMAIRE ARPHLGDDVQ MSSLARELVL AMLOXMNEDAR

Figura 2. Amplificacion de los genes TcAUKs. A. Productos de amplificacion obtenidos por PCR con
primers especificos para TcAUK1, TcAUK2 y TcAUKS. B. Alineamiento de las proteinas TcAUK2s y
TcAUK2L. Sombreado se destacan las sustituciones puntuales asi como el inserto de 6 residuos en el gen
TcAUK2L.

Una vez definidos los genes TcAUKSs, las secuencias aminoacidicas de los mismos fueron
sometidas a un scan en el sitio de prediccibn de dominios Prosite. Para las 4 secuencias
ingresadas fue detectado el dominio de proteina quinasa, dentro del cual esta bien definido el sitio
de unién al ATP y el sitio activo de la enzima. A partir de este dato se profundizé el analisis de
estos genes mediante alineamiento multiple de secuencias (MSA, de sus siglas en inglés) con

proteinas quinasas en general y proteinas Aurora quinasas de otros organismos en particular.
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2. Anadlisis de las secuencias de los genes TcAUKs

A nivel estructural la proteina quinasa mas estudiada es la proteina quinasa dependiente de AMPc
(PKA). Los estudios realizados sobre esta proteina determinaron su estructura tanto en su forma
inactiva como en su forma activa [182], y esto ultimo permitié identificar los residuos determinantes
para su actividad catalitica. Trabajos posteriores sobre otras proteinas quinasas dieron cuenta de la
conservacién a lo largo de la evolucién de estos residuos en la superfamilia compuesta por las
quinasas de serina/treonina (S/T) y las quinasas de tirosina. Teniendo en cuenta lo precedente, en
este apartado primero se describira la similitud de secuencia de las TcAUKs respecto a la
subunidad catalitica de la PKA de humanos -como modelo de proteina quinasa- y en segundo lugar
se realizara un MSA con genes Aurora de distintos organismos para comparar el grado de
conservaciéon en las distintas TcAUKs de los residuos fundamentales y caracteristicos de esta

familia de enzimas.

2.1. Estructura de dominios proteinas quinasas

Todas las proteinas quinasas catalizan la misma reaccion, la transferencia del fosfato y del ATP al
grupo hidroxilo de residuos serina, treonina o tirosinas. Por otra parte, todas adoptan
conformaciones cataliticamente activas que estructuralmente son muy similares. El plegamiento de
las proteinas quinasas, el cual se encuentra extremadamente bien conservado dentro de las S/T y
tirosina quinasas, esta separado en 2 subdominios o I6bulos. El I6bulo N-terminal estd compuesto
por cinco hojas B (B1- B5) y una prominente hélice a, denominada h lice aC. El | bulo C-terminal
esta compuesto principalmente por hélices a. EI ATP se une en una hendidura profunda entre los
I6bulos y se apoya debajo de un loop altamente conservado que conecta las cadenas 31y 2. Este
loop de uni n al fosfato contiene una secuencia motivo conservada rica en glicinas (GXGX®G)
donde ® es frecuentemente tirosina o fenilalanina. Los residuos glicinas permiten al loop acercar
los fosfatos del ATP y coordinarlos via interacciones con la cadena principal. A su vez, la cadena
lateral aroméatica de estos residuos tapa el sitio de transferencia del fosfato.

El péptido sustrato se une en una conformacién extendida a través de la parte delantera del bolsillo
de unién a nucledétidos, cerca del fosfato y del ATP. Un loop ubicado centralmente (Activation loop),
tipicamente de 20-30 residuos de longitud, provee de una plataforma para el péptido sustrato. En
PKA, como en la mayoria de las quinasas, este loop se encuentra fosforilado cuando la proteina se
encuentra activa. Esta modificacion estabiliza al loop en una conformacidén abierta y extendida

permisiva para la unién del sustrato.

Para la transferencia 6ptima del fosfato se requiere un arreglo espacial preciso de varios residuos
cataliticos que se encuentran conservados en todas las quinasas conocidas. En la descripcién de
estos residuos, que se realizara en este parrafo, la numeracién de los mismos corresponde a la

PKA. La Asp166 vy la Asn171 sobresalen de un loop altamente conservado en la base del sitio
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activo, llamado Catalytic loop. La Asp166 interactia con el hidroxilo de la cadena lateral del
sustrato que va a ser atacado, mientras que la Asn171 participa en la interaccion puente de
hidrégeno que orienta a la Asp166. La Asn171 y otro residuo catalitico absolutamente conservado,
Asp184, son también requeridos para la unién de dos cationes bivalentes involucrados en el
reconocimiento del nucleétido. Asp184 forma parte de un motivo Asp-Phe-Gly altamente
conservado situado en la base del Activation loop. La estructura de este dominio, y particularmente
la conformacion de la Asp184, estd estrechamente vinculada a la fosforilacién del Activation loop.
En el I6bulo N-terminal, la Lys72 realiza un contacto esencial con los grupos fosfatos a y B,
posicionandolos adecuadamente para la catalisis. La Lys72 esta bien sumergida dentro de la
hendidura interlobular, donde es estabilizada y es orientada apropiadamente por una interaccion

ibnica con la Glu91 (un residuo de la h lice aC).

El Activation loop comienza en el motivo conservado Asp-Phe-Gly (DFG) y finaliza en el residuo
Glu208, el cual forma parte del dominio APE que se encuentra conservado en la mayoria de las
quinasas y establece puente de hidrogeno con la también conservada Arg280. Este loop posee la
capacidad de someterse a grandes cambios conformacionales cuando la quinasa cambia entre los
estados activo e inactivo. La localizacion y el nimero total de sitios fosforilables dentro del
Activation loop varian entre quinasas. Un fosfato generalmente adopta una posicién central
(Thr197-P), en donde forma un par i6nico con una arginina conservada (Arg165) situada en el
Catalytic loop. Esta interaccién es probable que sea importante en la rotacion del motivo Asp-Phe-
Gly a una orientacion correcta para la catalisis. Continuo a la Arg165 se encuentra un aspartato
(Asp166 en PKA) que esta implicado en el mecanismo catalitico, mas probablemente como una
base que activa al sustrato hidroxilo entrante (quitandole un proton). Este duplete arginina-
aspartato da origen a un subgrupo de enzimas quinasas denominadas RD, en el cual esta incluida
la PKA.

2.2. Comparacion de secuencias entre PKA y TcAUKs
Realizando un alineamiento mdltiple entre la subunidad catalitica de la PKA de humanos y las
Aurora quinasas de T. cruzi (Figura 3) podemos analizar el grado de conservacién de los distintos
residuos importantes para la actividad catalitica y que fueron enumerados anteriormente. Asi,
vemos que el residuo catalitico mas relevante de las proteinas quinasas (Glu166 de PKA) se
encuentra conservado en las TcAUKs. No sélo eso, sino que en las TcAUKs este residuo se
encuentra precedido por una Arg, lo que las ubica junto con la PKA humana dentro de las quinasas
RD. La Asn que influye en la correcta orientacion del Glu catalitico (Asn171 en PKA) también se
encuentra conservada en las TcAUKs. Asimismo, esta Asn junto con un aspartato (Asp184 en PKA)
son los residuos que unen al cation bivalente. Este Asp se conserva en las TcAUKs, formando
parte del tripéptido DFG ya descripto en otras proteinas quinasas. Esto no es asi en TcAUKS,

donde el tercer residuo del tripéptido es una serina en lugar de glicina. En las proteinas quinasas
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este tripéptido marca el comienzo del Activation loop, cuyo final esta determinado por el tripéptido
APE. Este ultimo presenta una conservacién parcial en las TcAUKs, donde TcAUK1 muestra una
prolina y TCAUK2 una serina en la primera posicién. Aqui nuevamente TcAUKS es la excepcion de
las TcAUKSs, conservando los 3 residuos del tripéptido. Dentro de este loop se encuentra el residuo
treonina que es fosforilado en la forma activa de algunas proteinas quinasas (Thr197 en PKA) y
que se conserva en las TcAUKs. Otros residuos importantes para la actividad catalitica de las
proteinas quinasas descriptos en PKA y conservados en las TcAUKs son la lisina que establece
contacto con los grupos fosfatos a y 3 del ATP, y el glutamato que interacciona con esta lisina y la

posiciona para la unién con los fosfatos.

PKAc alpha HARAR ——— ¥ KGSEQESVEE 18

TcAUK1 SAAEGG——- VVAS 12

TcAUKZ= QHHNLSSP TLGPREAXPT VQTSRRGCMR SDAWCSSLAG GGHDDPSESY PNSRVSPRAS SFAPPQRIAP SPTESTSQEL FELQNCNHHYE S0

TcAUK2L QHHNLSSP TLGPREAKPT VQTSRRGCIR SDAWCSSLAG GGHDDPSESV PNSRVSPRAS SFAPPQRTAP SPTESTSQGL FELQHENHHE 90

TcAUK3 1

Glycine rich
4 5

PRAc alpha FLARAKEDFL KXWESEPRQNT AHL V| ML‘-.’EC‘!KEE—}N H3 ILTDEQ EVVELKQIEH TLNQRRIT.OA VHN--FPFLEVE 106
TcAUK1 IALPKAFRSD WEL! ] YIRSVRDCHE V! 2 K EKLAEFDIV. ERROTFILFT YL 91

TcAUK2s EQQLVIRQED IR & VSERHL 0 LV «RH RLEELKLEHS MOWMaoTIHVART 171
TcAUK2L i VIERHL Q2 LV RE RLRELKLEE O THVHRT L 178
TEAPKS ——  Sossssssnss Sesssseneny YIEREKRINC LV =KD MIRYHGLAF PEROVELOEY AGR HI 71

1 2
PRAc alpha LEFSFXDNSN LYMg SE QGYIQVT 193
TcAUK1 TYGFFDDTD THp T HHQNT! 1E H| 178
TcAUK2s MLESYITPQT QF HGVE L 28l
TcAUK2L HMLEYITPQT OF, HEVE e 5L T 268
TcAUK3 FL§FWDDVE TL FER-QAV. I F ST 160
Activation loop .

PKAc alpha IT LSEGYNEAN VELY L 251
TcAUK1 IV GRQFYDTISH IFC 5 K 237
TcAUKZ2s PTVEQDLS5H HDHFGTAPCS RAREDVSPLCS ME IGMPHTFET VMLE € 351
TcAUK2L PEVEQDLSSH HDHNFGTAPCS AVEDVSPLCS ME IGMPHIFET VML c 358
TcAUK3 RV P CHSEEL B I SRRGCTTEH ILTYR |ehsC{epTT H I 223
PKAc alpha VSGHVREPS- —HEESDLR LRN VOLT H HDIH WFA TTDWIAIY(Q- REVEAPFIPK FRGPGDISHNE DDY-EEEEIR 337
TcAUK1 HAMOYTIPD- -TVPPERK IS5 RDGG F HEV FL.I. KYYYLPH--- -GIQPPRGKR MRGAADFSGGE KEHN-------— 309
TcAUKZ2s REAAPHLGDD V{i IER. VL ENPD REV WIR ONGERKEEKE 408
TcAUK2T REAAPHLGDD V() IER. VL ENPT BEW WTR ONGERKHEEK- 412
TcAUK3 IRGHVQYPFT- -H ONF MES VDER EERLE FIV GNSCSLHEAS RAETELPSAVS FQUSPTPEHEW DNRFVRVSLE 306
PEAc alpha VSINEKCG-- 345
TcAUK1 309
TcAUKZ2= 406
TcAUK2L 412
TcAUK3 TYGHAPAVVE AQRROPQPQD HQQTNNRSGG GGSSQNSINS SHSATCEWVA TARCSRSLSD GSEVIVS3SSH STERIASAPD LITPHNISSAP 396
PRAc alpha ~--KEFSEF- 351
TcAUK1 309
TcAUK2s 406
TcAUK2L 412
TcAUK3 QREWICSGRA IANGETLESG SEEVATSSQG ASLSRPRNTH STSDRSGLAT TQIGNFIGFS PLILCFNDAN DNAEENGVDE READCVVQLR 486

B, BIDHR | sriehdehcnn Seitrieeheien s 351
TCADK1 = ———==mmmm= —mmmmmmmem —mme 309
TcAUKZS e e 408
e T aE— 412
TcAUK3 FDDSLLSLEQ LTAASASTVD RAENL 511

Figura 3. Alineamiento subunidad catalitica « de PKA humana con TcAUKs. Se destacan los residuos
conservados importantes para la actividad catalitica de las enzimas quinasas. (1) Asp166 precedida por la
Arg165, conformando el dipéptido RD; (2) Asn171; (3) tripéptido DFG, que contiene el Asp184; (4) Lys172;

(5) Glu91; (6) Thr197; (7) motivo APE, que incluye el residuo Glu208; (8) Arg280.
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2.3. Comparacion de secuencia TcAUKs y genes Aurora de otros organismos
Continuando con el analisis bioinformatico de las secuencias establecidas como TcAUKs se
realizaron alineamientos de a pares (matriz de puntuaciéon blosum62) contra las secuencias Aurora
quinasas de organismos modelo (Homo sapiens, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans, Xenopus laevis, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe), proteinas que
cuentan con gran respaldo bibliografico en cuanto a su estructura y funcion. Se realizaron dos tipos
de alineamientos, uno con la secuencia completa (global) de las proteinas y otro s6lo con el
dominio catalitico. De estos surgieron los siguientes datos:

o En el alineamiento global TCAUK1 muestra 32 £ 2,9 % de identidad y 46 + 4,2 % de similitud
respecto a las Aurora quinasas de organismos modelos. Mientras que en el alineamiento del
dominio catalitico estos porcentajes se incrementan a 42,9 + 2,5 para identidad y 60,7 + 1,9
para similitud.

e Ambas isoformas de TcAUK2 (s y L) muestran niumeros muy similares en identidad y
similitud al ser alineadas contra las Auroras de los organismos antes mencionados. Para el
alineamiento global TcAUK2s muestra 26,6 + 1,8 % de identidad y 41,2 + 3 % de similitud.
En el alineamiento del dominio catalitico los porcentajes para TcAUK2s son 33,6 = 1,3 en
identidad y 51 £ 1 en similitud.

e El alineamiento global de TcAUK3 con estos organismos arroja 19 + 1,6 % de identidad y
28,6 + 2,6 % de similitud. Sin embargo en el alineamiento del dominio catalitico se observa
un incremento considerable de los porcentajes, 40,5 + 2,1 en identidad y 60,7 £ 2,2 en

similitud.

El porcentaje de identidad y similitud que se observa en el alineamiento global para las TcAUKs
respecto a las Aurora de metazoos es similar a la que muestran los genes Aurora quinasas
identificados en otros organismos protozoarios [170, 172, 173]. Los mayores porcentajes de
identidad/similitud en los alineamientos de los dominios cataliticos, respecto a los alineamientos
globales, concuerdan con la descripcion de las proteinas de la familia Aurora en donde dividen a
las mismas en un dominio C-terminal que es el catalitico mas conservado y otro N-terminal
regulatorio mas divergente. El menor valor de los porcentajes de identidad/similitud en el dominio
catalitico de TcAUK2s (lo mismo para la isoforma L) se debe, como veremos méas adelante, a un
inserto presente en el dominio catalitico de estas proteinas. Por otra parte, el bajo porcentaje global
de identidad/similitud en TcAUK3 en relacién a las otras TcCAUKs (y no del dominio catalitico) se
debe a que esta proteina presenta un extremo C-terminal de mayor longitud.

Complementariamente a los alineamientos de las TcAUKs con las Aurora quinasas de organismos
modelos, se realizaron los mismos tipos de alineamientos entre las TcAUKs y las proteinas de la
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familia Aurora descriptas en otros eucariotas inferiores (T. brucei, L. major, G. lamblia, D.
discoideum). Al igual que en el caso anterior, el alineamiento de a pares con sélo el dominio
catalitico arroja mayores porcentajes de identidad/similitud respecto a los alineamientos globales.
En los alineamiento de a pares de las TcAUKs con las Aurora de T. brucei se observa un mayor
porcentaje de identidad/similitud entre los pares ortélogos (por ej. TcCAUK1 vs TbAUK1). Sin
embargo es destacable la diferencia en estos porcentajes que muestra el alineamiento global de la
TcAUK1 (80,9% identidad y 89,3% similitud) respecto al que muestran las TcAUK2 (49,8%
identidad y 63,9% similitud en TcAUK2s, 48,6% identidad y 62,2% similitud en TcAUK2L) y la
TcAUKS (36,4% identidad y 48,4% similitud). Otro aspecto destacable es el hecho que de todos los
genes Aurora de T. cruzi, es TcAUK1 la que muestra mayores porcentajes de identidad/similitud
con el Unico gen Aurora identificado en L. major. Aqui también los valores absolutos de los
porcentajes de identidad/similitud de TcAUK1 (78,5/85,9) son muy superiores al de los otros genes
TcAUKSs (23,7/34,1 para TcAUK2s y 31,2/44,7 para TcAUKS).

El andlisis detallado de las secuencias proteicas establecidas como genes Aurora quinasas en
Trypanosoma cruzi se realiz6 a partir de un alineamiento multiple de dominios cataliticos en el cual
se incluyeron, ademas de las TcAUKSs, las secuencias de las proteinas Aurora de los organismos
modelo enumerados anteriormente (Figura 4). En un primer andlisis global de conservacién de
dominios se puede confirmar la presencia en los genes TcAUKs de dos dominios caracteristicos de
las proteinas Aurora, el Activation loop con el motivo consenso DFGWSxxxxxxRxTxCGTxDYLPPE y
el Destruction-box en el extremo C-terminal con la secuencia consenso LLxxxPxxRxxLxxxxxHPW.
Es de destacar la presencia en las TCAUK2 de un inserto (con un 93% de identidad entre las dos
isoformas) de 32 aminoacidos dentro del Activation loop, lo que podria traducirse en la alteracién
de la conformacion tridimensional de este dominio. Otros dos genes Aurora quinasas de
organismos protozoarios, Unico gen Aurora de Giardia lamblia [172] y gen TbAUK2 en
Trypanosoma brucei [173], muestran también una inserciébn dentro de este loop. Dentro del
Activation loop, los genes TcAUKs poseen el residuo treonina que forma parte del motivo
conservado RxT y es blanco de autofosforilacion para la activacion de ciertas proteinas quinasas,
entre las que se incluyen a todas las Aurora quinasas descriptas hasta el momento. Una mutacién
puntual de este residuo treonina por un residuo acido en la Aurora A de humanos genera una
quinasa hiperactiva [183], lo que respalda la suposicion de que esta treonina es blanco de
fosforilacién. En el dominio D-box de los genes Aurora de T. cruzi vemos que TcAUK1 presenta el
motivo RxxL caracteristico, mientras que TcAUK2 y TcAUKS3 mantienen la arginina pero varian en

la leucina.

La obtencion de la cristalografia de una proteina, y por tanto la detallada descripcion de su
estructura, permite identificar aquellos residuos involucrados en la funcionalidad de la misma. En el

caso de proteinas enzimaticas, los residuos mas destacados son aquellos que forman parte del
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sitio activo. Sin embargo, también aquellos que no forman parte de este sitio cumplen roles que son
importantes, tanto en la actividad de la enzima como en otros aspectos (por ejemplo interaccion
con moduladores). De las enzimas Aurora quinasas existen diversos trabajos en los cuales se ha
resuelto la cristalografia. Teniendo en cuenta el creciente desarrollo de inhibidores especificos de
estas enzimas en humanos para su inclusion en terapias anti cancerigenas, la mayor parte de los
trabajos en los cuales la estructura de estas enzimas fue resuelta se hizo en complejo con algun
inhibidor. El trabajo de Cheethman y colaboradores [184] muestra la cristalografia de la Aurora A de
humanos acomplejada con adenosina, con esto logran identificar aquellos residuos que interactdan
con esta base purinica y otros que ayudan a mantener la estructura terciaria de la enzima.
Tomando como referencia este trabajo y mediante un alineamiento multiple de secuencias (MSA)
se analizo si los residuos con funcionalidad destacada en la Aurora A humana se conservan en las
TcAUKSs. Mientras que la inclusién de las demas proteinas Aurora sera utilizada para ponderar el
grado de significancia en cualquier “no identidad” entre la Aurora A humana y las TcAUKSs. Es decir,
si un residuo no muestra identidad entre la Aurora A humana y las TcAUKs, y a la vez en esa
posicién el grado de identidad considerando todas las Aurora quinasas es bajo se considerara que
ese sitio es menos relevante respecto a otro en el cual la identidad general es alta pero las TcAUKs

varian en el residuo respecto a la Aurora A humana.

En la Aurora A humana el sitio activo esta delimitado por el Glycine rich loop y el Activation loop.
Entre estos dominios se encuentra la Hinge region que, junto a otros residuos, forma un bolsillo
hidrofébico donde se aloja el anillo purinico de la adenosina. Aqui la adenosina establece
interacciones puente de hidrégeno con los residuos Glu211, Ala213 y el Trp277. En el alineamiento
multiple se observa que aquellos residuos que conforman el bolsillo presentan una alta
conservacién, y las sustituciones existentes en las TcAUKs siguen conservando la propiedad
hidrofébica de los residuos. En relacion a los residuos que establecen contacto directo con la
adenosina, tanto el Glu211 como el Trp277 se conservan en las TcAUKs. Pero en la posicion de la
Ala213, las TcAUK1 y 2 poseen una cisteina. Este mismo residuo se observa en esta posicion en
proteinas Aurora de otros organismos protozoarios como L. major y T. brucei, con lo que la

sustitucion en esta posicién clave no afectaria la actividad enziméatica.

Otro trabajo en donde la cristalografia de la Aurora A humana acomplejada con ADP fue resuelta lo
realizd Nowakowski y colaboradores [185]. En este trabajo, no se brinda tanta informacién de la
estructura cristalina de la Aurora como en el trabajo de Cheetman, pero aporta un dato que en este
Gltimo trabajo no mencionan. En la conformacion activa de la Aurora A humana, la h lice aC se
posiciona de tal manera que el residuo conservado Glu181 establece un puente salino con la
Lys162, en una estrecha proximidad al fosfato $ del ligando ADP unido. Asimismo destaca como
fundamental para la actividad catalitica de la enzima a este residuo Lys162 y a el Asp274, ambos

conservados tanto en las TcAUKs como en las demas Aurora del alineamiento.
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Ciertas proteinas quinasas poseen un dominio caracteristico denominado Fluorophenyl pocket
dentro del dominio catalitico, considerado de suma importancia debido a que una gran cantidad de
inhibidores de estas enzimas van dirigidos hacia este sitio. Las proteinas de la familia Aurora en
humanos poseen en este bolsillo residuos Unicos que difieren de otras proteinas quinasas. Por
ejemplo en la posicién 210 de la Aurora A humana se encuentra una leucina, mientras que en esta
misma posicion las quinasas Src y CDK2 muestran una treonina y una fenilalanina,
respectivamente. En el alineamiento multiple se observa que en la posicion 210 de la Aurora A
humana todas las demas Aurora quinasas, a excepcién de Sclpl1 (Gnico gen Aurora de S.
cereviciae), conservan el residuo leucina. Otro residuo exclusivo de todas las proteinas Aurora
conocidas es el triptéfano de la posicién 277 de la Aurora A humana. Como se observa en el
alineamiento multiple, en esta misma posicién las TcAUKs conservan el residuo triptéfano, el cual
esta precedido por el tripéptido DFG caracteristico de las proteinas quinasas. En la conformacién
tridimensional de la Aurora A humana el triptéfano 277 establece puente de hidrégeno con el
Glu181 y hace contacto hidrofébico con la Phe144 y la Val174. El puente de hidrégeno formado
entre Trp277 y Glu181 es una interaccion exclusiva de las enzimas Aurora, y las TcAUKs no serian
la excepcion debido a que en ambas posiciones conservan ambos residuos. Los otros residuos con
los que hace contacto el Trp277 varian en las TcAUKs (y en las Aurora de otros organismo)
respecto a la Aurora A humana. Pero de todos modos los residuos en esta posicidon contindan
siendo de naturaleza hidrofébica, por lo que es posible que se conserve la interaccion entre estas
posiciones. Otro residuo inusual en la mayoria de la quinasas pero que si lo poseen las Aurora es
en la posicién 279 de la Aurora A humana, posicién generalmente conocida como D+5 (en donde D
es el aspartico del tripéptido conservado DFG y cinco especifica el numero de posiciones
downstream a ese aspartico). En las quinasas que se regulan por fosforilacion del Activation loop
en esta posicidon se encuentra con mayor frecuencia lisina o arginina. Sin embargo, en todas las
Aurora quinasas esta posicion esta ocupada por una valina, siendo las excepciones TcAUK2 que

como muchas quinasas posee una lisina y Sclpl1 que muestra una isoleucina.

Una estrategia para estudiar el rol de una enzima en el metabolismo de un organismo es suprimir
su actividad e identificar las alteraciones fenotipicas que esto acarrea. Asi podemos establecer los
procesos en los cuales la enzima estaria involucrada. Para suprimir la actividad existen numerosas
técnicas, entre las que se encuentran la creacion de organismo transgénicos sin la copia del gen
respectivo (knock out), el silenciamiento génico por ARN de interferencia (knock down) y la
expresion de proteinas disfuncionales que actien como dominantes negativos. Respecto a esta
Ultima técnica, y en el caso de proteinas enzimaticas, muchos trabajos consisten en sobreexpresar
enzimas sin actividad catalitica que impiden a la enzima enddgena realizar su funcién. En un
trabajo con la Aurora A de X. laevis [186] se generd una versidn kinase dead de la enzima mutando
el residuo lisina 169 por arginina, identificAndose de este modo la lisina catalitica de la quinasa. En
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el alineamiento multiple vemos que en esta posicion indefectiblemente todas las secuencias
muestran un residuo lisina (Lys162 en Aurora A humana), indicando que el residuo catalitico se
conserva en un mismo entorno en todas las proteinas Aurora quinasas. En la conformacién activa
de la Aurora A humana el residuo Asp274 (del tripéptido DFG) y la Asn261 coordinan
conjuntamente los dos cationes bivalentes que estabilizan los fosfatos del ATP/ADP. En esta
posicion de la Aurora A humana todas las demas secuencias Aurora del alineamiento multiple
conservan ambos aminoacidos. Para que estos residuos logren coordinar los cationes bivalentes
deben poseer una localizacién espacial especifica dentro de la estructura tridimensional de la
proteina, y la conservacion de los mismos en la misma posicién respecto a la Aurora A humana
respalda la suposicién de que efectivamente en las Auroras quinasas de T. cruzi estos residuos

podrian adoptar una conformacién espacial similar.

Glycine Rich
. L°?F' . . *
HsAurd = —-———-———— HQH---NEES HHRQWAL QSKEIL LEKAQLEKAG 191
HsAurB 55G---TPDI LTRHFTI KSHEIVR: LFESQIFKEG 135
HsAurC AQQ---P55F AMRRLTV] ESHF IV LFESQIFKEG 101
DmAUK TET-——(QPQX PHETWELN LEKRQIGESN 212
X1Aura AVP-—-KEEG KKEQWCL LEKSQLEKAG 138
X1AurB NTA---LAEM PHREFTI LEKSQLEKEG 151
Cedir-1_ QRV---DQAR EESCWSL LEKTQLLQLG 102
Cedir-2 ETV-—-NTP(Q KGGKFTI LFESQLISGG g8
ScIpll HEN---KKLP KFKSL3L MEREEITKYN 1a2
Sparkl VPS---S5AGP QWREFHIGI LHKSELVQSK 147
TeAUK1 YIA---LPKA PRSDWEA LSIKELAEFD 37
TcAUKZs HHKQQ--—— ——— QKQQLVI RQEDIRDI VSRHRLRELK 167
TcAUKZL QRRQKQQLVI RQEDIRDI WVSRRELRELK 174
TcAUK3 = —————————= —————————— ——-] MWSL LSKDMIRYHG a7

HsAura NILRLYG#iar] EQRTATYITE LGSAGE

273
HsAurB NILRL EQRTATIMEE LGLHGE 223
HsAurc NWILRL EQRTATIIEE LGFRGE 189
DmATK HILRLYZp#g! ERQSATYIQA LGHEGV 302
N1Aura NILRLYCRsZ DQRSAMYIHQ LGSNGE 286
X1AurB NILRM EQRSATFMEE MGYRGE 239
Cedir-1  NILTLYGEEH EVIAGREVRQ LDSELN 192
Cedir-2  NIIKL EPTARKYMYE IGSQGE 176
ScIpll NLTESYCR DILASDYIYQ TIGFNHV 250
SpArkl NILRLYGHg EEVASKYIEQ LGIDGE 235
TeAUK1 YLLRTYCRag RV--KCFP PPTARRYVAQ LDENQN 175
TcAUK2s  NVVRMLIHYT KTMPGGRFD ERRASRYVRQ THLC RN T It TFLDRHGYT 257
TCAUK2L ~ NVVRML FTMPGGRFD ERRASRYVRQ Hell: RIS |t TFLDRHGY 262
TCAUK3 HILRLEZEgT Wpvry TRTQHRVS EEEARRILRP E HROE B 1 Lo ery 158
Activation Loop
HsAurd HLP BT 1= GRMED s 336
HsAurB HLP Jhll 1= GRMEN s 280
HsAurC HTP- il 17 GRTYD v 246
DmATK HEP |l VOGKEHT i 359
X1Aura HAP. j25ll 17 GRMED 7 343
X1AurB HAP jall 17 GKTHD 7 296
Cedir-1_ |VAD kAl vsgEHD I 249
Cedir-2 |HAP FEMGAN:E] v 233
ScIpll INE |l vE SREYD v 308
SpArkl HAP. |5lS VE GREHT 7 293
TcAUK1 HDP- BBITVEROPYD I 232
TeAUK2s |BLVEPTVEQD LSSHHDNFGT APCSAAKDVS Al 1.7 cHEHT s 346
TeAUK2L |BLVEPKVEQD LSSHHDNFGT APCSAVKDVS AL 1.7 GHEHT s 353
TCAUK3 RLDRR 37 ISRRGCT I 218
HsAurd THgo--FVrE dPRII=s ANS--SKPSN KESASEQS-—- 403
HsAurB HFjgn-—SVEM EQTiIsH LNS--RRVLP LQSV-A-——— 344
HsAurc REJEL--SMPL GERTMISH LHS--RRVLP QMBS 309
DmATK HIjgF--HISK HIIsH AHT--Q---- 211
Xlaura QUjFP--YVSE HERIMVSE HNS -—QLEEHK 207
X1AurB KEjgP--FLSD GSROMISH ANS--RRVLP - 361
Cedir-1 YIS -—VVTD Ny EMK--QREDI E-----VPLF ISTLTKSSRN 328
Cedir-2 Tyjan--SVEE GERIMIGH GMM--ERKIR ----EK QQKIEKEASL 305
SeIpll H4E5--NISQ TEQTIILS 367
SpaArkl HIJg5--FVFF DERIMISH HYK--DSWIR K S5 ESS 355
TcAUK1 TIgo--TVPE EREEMISE HYY--¥LPNG I----QPPRG HRMRGAADFS GGHEN--—--- 309
TcAUK2s HLGODVGMSS LEREMVLA QHE- ¥ 406
TCAUK2L HLGDDVQMSS LEREMVLA QHE-- K 412
TeAUK3 QVr--HLSV EQNFME] GNS--CSLHE ASAETELPSL VSFQCSPTPE EWDNRFVEVS 304

76



Resultados - Identificacién y analisis de secuencia de los genes TcAUKSs

Figura 4. Alineamiento TcAUKs con proteinas Aurora de organismos modelos. Se destacan los motivos
distintivos de las proteinas Aurora y los residuos importantes para la actividad catalitica. En los recuadros
amarillos se resaltan los dominios Glycine Rich Loop y Hinge Region comuln a todas las proteinas quinasas, y
el Activation Loop con el D-Box exclusivos de la familia Aurora quinasa. Dentro del Activation Loop se
encuentra la treonina blanco de autofosforilacion (*) en el motivo conservado RxT. En el D-box se marcan los
residuos arginina y leucina conservados en todas las secuencias Aurora ( @. La linea verde subraya el
dominio catalitico delimitado para las Aurora quinasas humanas. Dentro de este dominio se resalta la
presencia de los residuos que conforman el bolsillo hidrofébico donde se aloja el anillo purinico de la
adenosina (®); la leucina 210 del Fluorophenyl Pocket, residuo exclusivo de las Aurora quinasas en esta
posicion ( @); el triptofano en la posicién 277 también especifico de todas las Aurora quinasas conocidas, y
los residuos que establecen interacciones con el Glu181, Phe144 y Val174 (*); la lisina catalitica utilizada
como blanco de mutacién para la generacién de Aurora kinase-dead (*); el tripéptido caracteristico de todas
las proteinas quinasas (linea roja); valina en la posicién 279 (D+5), residuo que se encuentra en menos del

5% de las proteinas quinasas (®); Asp274 y Asn261, residuos que coordinan los 2 cationes bivalentes (*).

El analisis en profundidad de la secuencia de los genes TcAUKs brindé un fuerte respaldo a la
conclusion de que los genes que hemos seleccionados como Aurora quinasas de Trypanosoma
cruzi realmente pertenecen a esta familia de proteinas. Por consiguiente, a partir de estas
secuencias es que se desarrollaron todas las herramientas moleculares para determinar el rol que

posee esta familia de proteinas en la biologia del parasito.

Con el fin de determinar si algunos de los genes identificados como Aurora quinasa en T. cruzi son
homélogos funcionales del Unico gen Aurora de S. cereviciae se realizd un ensayo de
complementacion en levaduras mutantes termosensibles para Ipl1 [187]. Los distintos genes
TcAUKSs fueron clonados en vectores de baja (p416) y alta expresion (p426) para levaduras. Las
levaduras transfectadas con estas construcciones, y luego de confirmar la expresion de las
proteinas heterélogas por Western blot, fueron plagueadas en medio selectivo e incubadas a 3
temperaturas distintas: 24°C (permisiva), 30°C y 37°C (ambas restrictivas). Como controles se
plaquearon levaduras WT no termosensibles (control positivo de crecimiento) y levaduras mutantes
termosensibles transfectadas con vector vacio (control negativo de crecimiento). A su vez, en cada
una de las condiciones de temperatura se plaguearon diluciones decrecientes de cada
transfectante y de la cepa WT (concentracién tal cual, diluciones 1:10, 1:50 y 1:100). Al cabo de 48
hs de incubacién a temperatura permisiva todas las colonias mostraron tasa de crecimiento similar.
Por el contrario, luego de 96 hs de incubacion a las temperaturas restrictivas de 30 y 37 °C s6lo se
observd crecimiento de la cepa WT, mientras que todas las transfectantes mostraron un
crecimiento casi nulo. Esto demuestra que ninguno de los genes TcAUKs es capaz de

complementar la funcion de Ipl1 en levaduras de gemacion.

77



Resultados - Organizacion genémica y perfil de expresion de los genes TcAUKSs

3. Organizacién gendmica de los genes TcAUKs

Como se desprende del analisis del punto 1 de esta seccion, el analisis de las secuencias de los
genes TcAUKs en la base de datos del proyecto genoma de T. cruzi dej6 varios interrogantes
respecto a la organizacion que poseen estos genes en el genoma del parasito. Es por esto, y con el
objetivo de esclarecer definitivamente el nimero de copias de cada uno de los genes TcAUKSs, que
mediante el ensayo de Southern blot se analiz6 la organizacion de estos genes en el genoma de la

cepa CL Brener de T. cruzi (Figura 5).

Para TcAUK1 el perfil de bandas en el ensayo de Southern blot concuerda con los datos
encontrados en la base de datos. La presencia de bandas unicas cuando el ADN fue digerido con
enzimas que cortan por fuera del gen (BamHI, Ncol y Hindlll) y de doble banda cuando fue digerido
con Pstl, que posee un Unico sitio de corte dentro de TcAUK1, confirma que este gen se encuentra

en copia Unica dentro el genoma.

En el caso de TcAUK2, parece encontrarse en copia Unica por genoma haploide. El patrén de
bandas observado en el ensayo de Southern blot respalda esta idea, mostrando que cuando las
enzimas cortan por fuera de la secuencia de los genes sblo se observa una Unica banda. La
enzima Pstl posee dos sitios de corte dentro de la secuencia del gen TcAUK2s, mientras que no
digiere dentro de la TcAUK2L. El numero de bandas en la calle donde se corri6 la digestion con
esta enzima muestra el nUmero de cuatro bandas —tres por la digestion de TcAUK2s y una por la
no digestion de TcAUK2L- esperado para una Unica copia del gen por genoma haploide. La
enzima Ncol posee un unico sitio de corte dentro de la secuencia de ambas formas del gen, lo que
se refleja en la deteccion dos bandas, una de aproximadamente 7000 bp y otra mas ténue de 1500
bp. Asi como el patron de bandas respalda la idea de la copia Unica del gen, un analisis del entorno
genomico de las secuencias s y L arrojo que tanto 1000 bp upstream como downstream se
conserva una identidad superior al 90%. Esto ultimo es otro aporte a la conclusion de que TcAUK2

es un gen de copia unica en T. cruzi.
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Figura 5. Southern blot TcAUKs en ADN gendmico de la cepa CL Brener de T. cruzi. A. Sondas
marcadas con *P y sintetizadas a partir de la secuencia completa de los genes TcAUKs se hibridaron contra
ADN genomico de T. cruzi digerido con distintas enzimas de restriccion (calles). Los superindices indican
enzimas que cortan dentro de la secuencia de los genes TcAUKs: una vez (') o dos veces (). B. Esquema
que representa los sitios de restriccion para las enzimas utilizadas en el ensayo dentro del entorno de los

CDS de TcAUKS del cromosoma 33. Se explicita la longitud (bp) de los fragmentos teéricos generados.

El patron de bandas del Southern blot para TcCAUK3 es complejo de interpretar debido a la
presencia de un doblete de bandas en todas las digestiones. Para poder obtener una correcta
interpretacion de este patron repetitivo se recurrié al analisis de las tres secuencias de este gen y
su entorno genémico, en cuanto a los sitios de restriccion presentes. Sin embargo, este analisis
para la secuencia TcCLB.504655.30 se vio limitado por el hecho de que el contig que la contiene
(Tcruzi_6357) es de corta longitud y no fue asignado a ningun cromosoma. Por consiguiente la
contrastacion de los fragmentos encontrados en el ensayo de Southern se realiz6 sobre el analisis
de las restantes secuencias codificantes para este gen y sus respectivos entornos. Asi, el doblete
de bandas que aparecen con las enzimas que cortan dentro de la secuencia del gen encuentra una
explicacién en la organizacion en tdndem de los genes detectados en el cromosoma TcChr33-S
(TcCLB.510349.80 y TcCLB.506715.10), cuyo entorno genémico muestra una alta identidad de
secuencias (Figura 1 en esta misma seccién). La disposicion en tandem de los genes y la alta
identidad de su entorno producen en la digestion con distintas enzimas la generacion de
fragmentos de longitud similar, que en algunos casos podrian no ser resueltos durante la corrida en
gel de agarosa. La digestiéon con Pstl (posee dos sitio de corte dentro del gen) deberia verse
reflejada en seis bandas en el Southern blot. Sin embargo, el analisis in silico de las secuencias en
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tandem y su entorno explica la aparicion de las cuatro bandas, ya que de los seis fragmentos
generados dos poseen una diferencia en longitud muy pequefia con otros fragmentos, por lo que
en una corrida electroforética no podrian ser resueltos. Para Apall, que corta una vez dentro de
TcAUKS, era de esperar poder distinguir cuatro fragmentos. Sin embargo, la aparicion de sélo dos y
sus correspondientes longitudes revelan que posiblemente este sitio de corte interno no exista, por
lo que las bandas observadas contendrian al gen TcAUKS3 completo y parte de su entorno
inmediato. La digestion con Xhol (no corta dentro del gen) deberia haber generado dos fragmentos,
uno de 64.426 bp y otro de 31.852 bp. Estos dos fragmentos no se podrian distinguir en el
Southern blot debido a que no podrian ser resueltos en el gel agarosa 0,8% en que se realiz6 la
electroforesis. Sin embargo, la digestion con Xhol generd dos bandas, de las cuales la mas intensa
seria la que representa a los dos fragmentos esperados. La digestion con la enzima Hindlll
generaria dos fragmentos de longitud casi idéntica que no se distinguirian en el Southern blot. Aqui
también, al igual que en el caso de Xhol, se observan dos bandas siendo la de mayor intensidad la
que corresponderia a los fragmentos esperados. Las dos bandas extras que aparecen tanto con la
digestién con Xhol como con Hindlll podrian pertenecer a la tercera copia del gen TcAUKS incluida
en el contig Tcruzi_6357.

Con el objetivo de confirmar la presencia de la secuencia TcCLB.504655.30 del gen TcAUK3 —
perteneciente al contig Tcruzi_6357— en el genoma de T. cruzi, se realizé un ensayo de Pulsed
Field Gel Eletrophoresis (Figura 6). En este ensayo son los cromosomas enteros los que son
separados dentro de un gel de agarosa a través de pulsos alternos del campo eléctrico. Si bien
este ensayo fue realizado para confirmar la presencia de la secuencia TcCLB.504655.30 del gen
TcAUKS, también se incluyeron sondas contra las otras TcAUKSs con el fin de confirmar lo concluido
por el andlisis del ensayo de Southern blot. que tanto TcCAUK1 como TcAUK2 se encuentran en
copia Unica. Para TcAUK3 podemos confirmar la presencia de una tercera copia del gen (la
secuencia TcCLB.504655.30) y que el contig que la contiene (contig Tcruzi_6357) pertenece a un
cromosoma diferente al que contiene las otras secuencias del gen TcAUK3 (cromosoma TcChr33).
Por ultimo, otro dato que surge de la base de datos del proyecto genoma de T. cruzi y que es
confirmado por este ensayo es que los 3 genes TcAUKSs se localizan en cromosomas diferentes.
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Figura 6. Pulsed Field Gel Electrophoresis. ADN total de la cepa CL Brener de T. cruzi corrido bajo
régimen de pulsos alternos de campo eléctrico fue hibridado con sondas marcadas con *P de los genes

TcAUK1, 2 y 3; sintetizadas a partir de la secuencia completa de dichos genes.

4. Perfil de expresién de los genes TcAUKs

Con el objetivo de confirmar que las secuencias encontradas para la TcAUKs representan genes
activos se realizé un ensayo de Northern blot sobre ARN total extraido a partir de epimastigotes de
la cepa CL Brener, utilizando las mismas sondas que para el ensayo de Southern blot (Figura 7).
Para las 3 TcAUKs se detectaron bandas especificas, cuyas longitudes se corresponden a las
diferencias en la longitud relativa de los distintos genes. Confirmandose de esta manera la
transcripcion de los genes TcAUKs en epimastigotes de la cepa CL Brener. Para el gen TCAUKS se
observan dos bandas nitidas que podrian corresponder a los transcriptos de las distintas
secuencias del gen TcAUK3 presentes en el genoma de T. cruzi. También se observan dos bandas
para el gen TcAUK2, las cuales podrian ser los transcriptos de las dos formas del gen (TcAUK2s y
TcAUK2L).

TcAUKA TcAUK2 TcAUK3

kbp _
2.3 —

e e
57—

Figura 7. Ensayo de Northern blot. ARN total de epimastigotes de la cepa CL Brener fue hibridado con

sondas marcadas con **P sintetizadas a partir de la secuencia completa de los genes TcAUK1, 2 y 3.
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Para extender el estudio de la expresién a nivel de ARNm de las distintas TcAUKs a las formas
amastigote y tripomastigote de T. cruzi se realizé un ensayo de RT-PCR sobre ARN total extraido
de la cepa CL Brener (Figura 8 A). Este ensayo permite detectar la presencia del ARNm especifico
y, mediante la inclusion de un control de carga, realizar una comparacion de los niveles de

expresion del ARNm de un mismo gen TcAUK entre las distintas formas del parasito.

A. B.

TcAUK1

TcAUK2

TcAUK3
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Figura 8. Estudio por RT-PCR de la expresion de las TcAUKs en las tres formas de T. cruzi. A. ADN
copia fue sintetizado a partir de ARNm de las tres formas del parasito y luego fue usado como templado en
ensayos de PCR con primers especificos para los distintos genes TcAUK. Como control de carga se realiz6
PCR con primers especificos para el gen de Actina. B. Secuencia del 5 UTR de los transcriptos de TcAUK1 y
TcAUK2, incluyendo la secuencia del Spliced Leader (SL).

El ARNm de TcAUK1 se detecta en las tres formas del parasito, aunque en epimastigotes los
niveles de expresion son menores que en las otras formas. Para TCAUK2 sélo se detecta ARNm en
las formas epimastigote y tripomastigote, mientras que en amastigotes no hay presencia del
transcripto. ElI gen TcAUKS se transcribe tanto en tripomastigotes como en amastigotes, no
encontrandose ARNm en la forma epimastigote. Esto no concuerda con lo observado en el ensayo
de Northern blot, donde si se detectd la presencia de ARNm del gen TcAUKS. Esta discrepancia
puede tener una explicacién en que la PCR sobre el ADN copia con los primers especificos de
TcAUKS3 mostré una muy baja eficiencia de amplificacion. Los fragmentos de amplificacién de
TcAUKT1 (en tripomastigotes y amastigotes) y de TcCAUK2 (en epimastigotes) fueron secuenciados
para confirmar su identidad. En la Figura 8 B se muestra la secuencia del 5" UTR de ambos genes
(incluyendo al Spliced Leader) y parte de la secuencia 5 de las regiones codificantes. Por otra
parte, para TCAUK3 no fue posible subclonar los fragmentos de amplificacion para su ulterior

secuenciacion.

La regulacién de la expresion génica en organismos tripanosomatidos se da casi exclusivamente a
nivel post-transcripcional, y en este sentido operan dos mecanismos como la degradacién del

ARNmM o bien la inhibicién de la traduccién proteica. Por consiguiente, la informacién que se obtiene
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a partir de un ensayo de RT-PCR conlleva ciertas limitaciones, en el sentido de que la presencia de
ARNmM no significa que la proteina finalmente se exprese. Para analizar de manera precisa el perfil
de expresion de las TcAUKSs en los distintos estadios de T. cruzi se realizaron ensayos de Western
blot con anticuerpos especificos contra las tres enzimas: TcAUK1, TcAUK2 y TcAUKS3. Estos
anticuerpos fueron disefiados contra péptidos de 14 aminoacidos pertenecientes a cada una de las
proteinas (Figura 9) y fueron producidos por la empresa GenScript. Quienes también brindaron
asesoramiento en la eleccion de los péptidos en base a su antigenicidad y la probabilidad de
encontrarse en la superficie de las proteinas. Los anticuerpos fueron producidos en conejo y
purificados por afinidad, utilizando para esto ultimo los mismos péptidos sintéticos con los cuales
los conejos fueron inmunizados. Una vez recibidos, los anticuerpos fueron testeados para su
capacidad de reconocer a las correspondientes proteinas TcCAUKs en su longitud completa a través
de ensayos de Western blot. Para esto se resolvieron en SDS-PAGE extractos proteicos crudos de
bacterias E. coliinducidas para la expresion de las TcAUKs en forma recombinante. Para cada una
de las TcAUKs se realizaron incubaciones en concentraciones decrecientes de anticuerpo primario
para determinar la sensibilidad de los mismos. En todos los casos los anticuerpos fueron capaces

de reconocer a la proteina recombinante correspondiente, y con sensibilidades muy similares.

TcAUK1

MSAREGGQVVASY IALPKAPRS DWKASDFEMLHKLGGGNYGDVYLASVRDCNFVCAIKKL
SIKKLAEFDIVAQLRREIEIAFHTRHRYLLRTYGYFFDDTDIYLILEPCSNGMLYTELNR
VKCFPPPTAARYVAQLAEALLY LHOHHI LHRDIKPEN ILLDHNONIKLADFGWSVHDPHN
RRKTSCGTPEYFPPEIVGRQPYDTSADLWCLGIFCYELLVGKT PEVSKDTENICKKIHAM
QYTIPDTVPPEAKELISSLLLRDGGKRLALHRVVNHPFLLKYY YLPNGIQPPRGKRMRGA
ADFSGGKEN

TcAUK2

MWOHHNLSSPTLGPREAKPTVQTSRRGCMRS DAWCSSLAGGGHDDP SESVPNSRVSPRAS
SFAPPQRTAPSPTESTSQELFELONCNHHKQOOKQOLVIRQEDIRDDDFQRLEVLGDGSY
SVVVSARHLPTQQLVALKEVSRHRLRELKLEKQLOWE INVHRT LRHPNVVRMLSYYITPQ
TVVLVLEMCPGGT LLOQKLKTMPGGRFDERRASRYVRQAARALT YLHGHG IAHRDLKLENT
FLDAHGVARLGDFGWSKALVEPTVEQDLSSHHDNFGTAPCSAARKDVSPLCSGGRGRLTVC
GTLDYLSPEMLIGMPHTFKTDVWSLGVMLAEMLTGAPPFYCVSQODTLNAIREAAPHLGD
DVOMSSLARELVLAMLOKNPDARPTMAEVLOHPWTRONGEKKKKKK

TcAUK3

MWSLDDFDIGRKLGEGRFGKIYLAREKRTKCAVAIKCLSKDMIRYHGLAHQLRREVELQEYA
GRCHRHILRLFAYFWDDVRVFLVLEYADGGNLQTLLDTRTQHRVSEEEARRILRPLLSALAF
LHERDVIHRDVKPDNILFKAQAVKLADFSWAVRLDRRVPOHSRRYTLCGTMDYLAPEQISRR
GCTTKADVWALGILTYRMLCGNLPFEHLSAWELCARITRGNVQYPTHLSVEAQNFMESLLCV
DEASRLSCEEALKHPFIVGNSCSLHEASAETELPSAVSFQCSPTPEHWDNRFVRVSLPTYGK
APAVVFAQRROPOPOOKOOTNNRSGGGGSSONSINSSNSATCKWVATAACSRSLSDGSFVTV
SSSHSTERIASAPDLTTPNISSAPQREWICSGRAIANGETLKSGSEEVATSSQGASLSRPRN
THSTSDRSGLATTQIGNFIGFSPLILCPNDANDNAEENGVDEREADCVVQLRFDDSLLSLSQ
LTAASASTVDAAENL

Figura 9. Identidad de los péptidos utilizados para la produccion de anticuerpos especificos anti-
TcAUKs. Se muestra la secuencia completa de las de las proteinas TcAUKs y se resalta de cada una el

péptido seleccionado para la produccidon de anticuerpos policlonales especificos.

A partir de epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes de la cepa Y se obtuvieron extractos de
proteinas totales, los cuales fueron resueltos en SDS-PAGE y analizados para la presencia de las
distintas TcAUKs por ensayo de immunoblotting (Figura 10). Para este ensayo se utilizd la cepa Y

debido al mejor rendimiento para obtener las formas tripomastigote y amastigote. A partir de los
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cultivos de células de mamiferos infectadas. Cuando se realiz6 la incubacién con el anticuerpo anti
TcAUKT1 se detectd una banda principal de aproximadamente 40 kDa que se encuentra en las tres
formas del parasito. Con el anticuerpo contra TCAUK2 se detectaron dos bandas, solo en la forma
epimastigote, con pesos moleculares de aproximadamente 65 y 90 kDa. El anticuerpo anti TCAUK3
reconoce un total de 2 bandas, que se encuentran en los tres estadios del parasito, ninguna de las
cuales muestra el tamarfio esperado para la proteina TcCAUKS (56 kDa).

Ac oaTcAUK1 Ac aTcAUK2 Ac aTcAUK3
E T A E T A E T A

130 — 130 — 130—
100 — 100 — 100 —
70— 70—

Figura 10. Expresion de las TcAUKSs en los tres estadios de T. cruzi. Extractos de proteinas totales (entre

40 y 80 pug de masa de proteinas) de epimastigotes (E), tripomastigotes (T) y amastigotes (A) fueron
resueltos en SDS-PAGE 10% vy transferidos a membrana de nitrocelulosa. La membrana fue incubada con
anticuerpos primarios anti TCAUK1, anti TCAUK2 y anti TcAUKS, y luego con anticuerpo secundario anti IgG
de conejo conjugado a HRP.
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5. Estudio de la localizacion celular de las enzimas TcAUKs

La funcién de toda proteina esta en parte determinada por su localizacion. Es asi para todas las
proteinas, tanto las intracelulares como las que cumplen su funcién en el espacio extracelular. El
interior de la célula primariamente se compartimenta en distintas organelas, cada una de las cuales
posee proteinas que le son exclusivas y otras que no. A su vez dentro de cada organela se pueden
definir dominios donde un grupo de proteinas se aloja y cumplen su funcién especifica. Se pueden
nombrar numerosos ejemplos de esto: proteinas chaperonas encargadas del plegamiento de
proteinas recién sintetizadas en el reticulo endoplasmico; receptores de membrana que reconocen
a su ligando extracelular e interaccionan con proteinas citoplasmaticas para iniciar la cascada de
sefalizacion; factores de replicacién y de la transcripcion que cumplen su funcién dentro del nacleo
celular; y muchos otros ejemplos. Asimismo, puede hacerse una distincién entre proteinas que
poseen una localizacién estable y otras que varian su localizacion a lo largo del ciclo celular. Las
enzimas de la familia Aurora quinasa pertenecen a este segundo tipo de proteinas. Todas las
Aurora quinasas hasta el momento descriptas muestran un comportamiento similar en cuanto a su
localizacién a lo largo del ciclo celular. Los trabajos pioneros en el estudio de esta familia de
enzimas tienen un fuerte componente en la descripcién de su localizacion subcelular, y en todos los
casos es la localizacién dinamica de estas enzimas durante el ciclo celular lo que las definen como

miembro de la familia de proteinas Aurora quinasas.

Para el estudio de la localizacién subcelular de las TcAUKs se abordaron 2 estrategias principales.
En un principio, al no contar con anticuerpos especificos contra estas proteinas, se optd por
expresarlas fusionadas a la proteina verde fluorescente (GFP). Para lograr esto las distintas
enzimas fueron clonadas en el vector de expresion pTEX-eGFP-TEV-HA-EEF (gentiimente cedido
por el Dr. Leon A. Bouvier), con el fin de obtener epimastigotes que expresaran las distintas
TcAUKs fusionadas en su extremo C-terminal a GFP. Este vector se mantiene como un episoma
dentro de los parasitos. A pesar de haber obtenido las construcciones para las 4 TcAUKs (TcAUK1,
TcAUK2s y L, y TcAUK3) y haber transfectado epimastigotes con estas 4 construcciones, por
Western blot con anticuerpo especifico anti GFP s6lo pudimos confirmar la expresiéon de la fusién
TcAUK2-GFP (Figura 11). De todos modos se observaron por microscopia de epifluorescencia
muestras de todos los cultivos de epimastigotes, a los que denomind: pTEX-GFP (vector vacio),
pTEX-TcAUK1-GFP, pTEX-TcAUK2s-GFP, pTEX-TcAUK2L-GFP, pTEX-TcAUKS3-GFP.
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Figura 11. Western blot GFP en epimastigotes expresando fusién TcAUKs-GFP. Muestras de los cuatro
cultivos fueron probadas para la expresién de las distintas TcAUKs fusionadas a GFP. Extractos crudos (50
hug de proteinas totales) fueron resueltos en SDS-PAGE 12% vy transferidos a membrana de PVDF. La
igualdad de carga de proteina fue confirmada por tincion de la membrana con azul de Coomassie.

En los epimastigotes transfectados con el vector vacio se pudo observar una sefial de GFP
uniforme en todo el citoplasma (Figura 12), siendo lo que esperabamos ya que no hay reporte de
que GFP posea alguna localizacion especifica dentro de la célula cuando es expresada en forma
ectopica. Esto dio sustento a la idea de que cualquier localizacion especifica que viéramos cuando
se expresaran las distintas fusiones TcAUKs-GFP seria un indicio de la localizacion de las TcAUKs
dentro de la célula. Otro aspecto destacable cuando se observaron los epimastigotes pTEX-GFP,
luego del periodo de seleccién, fue que no todos mostraban senal verde (Figura 12, flechas
blancas), indicando que ciertas células a pesar de poseer la construccidn no expresaban la
proteina GFP. Esto podria ser atribuido a cierta inestabilidad de la expresién en el vector.

Campo claro GFP

¥

¥

Figura 12. Epimastigotes CL Brener transfectados con el vector pTEX-eGFP-TEV-HA-EEF. Imagen de
epifluorescencia donde se observa la marca difusa de GFP en todo el soma del parasito. Las flechas blancas

sefialan epimastigotes que no muestran senal para GFP.

La segunda estrategia, una vez obtenidos los anticuerpos especificos anti TCAUKs, consistié en
ensayos de inmunofluorescencia. Estos ensayos, a diferencia de la generacién de epimastigotes
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transgénicos que expresen las proteinas fusionadas, permitieron estudiar la localizacion de las

TcAUKSs en las 3 formas de T. cruzi.
5.1. Localizacion subcelular de TcAUK1

5.1.1. Analisis mediante la expresién con fusion a GFP

Epimastigotes transfectados con la fusion TcAUK1-GFP fueron observados por microscopia de
epifluorescencia (Figura 13 A), detectandose senal verde en unas pocas células (aproximadamente
5% del total). En todos estos casos la senal concordaba con la marca de DAPI del ndcleo celular,
indicando que TcAUK1 podria ser una proteina de localizacion nuclear. Un analisis mas profundo
de las células con senal positiva confirmd la localizacion en el ndcleo de la sefal de TcAUK1-GFP
(Figura 13 B). La baja proporcién de parasitos con sefial positiva pudo ser la causa por la que no se
detecté la proteina de fusion TcAUK1-GFP en el Western blot (Figura 11). Lo llamativo es que, si
bien ya en los parasitos transfectados con el vector vacio habia cierta proporcidon que no mostraban
senal de GFP, en los que expresan la fusion TcCAUK1-GFP esta proporcién fue mucho mayor.
Considerando que las proteinas Aurora quinasas de otros organismos poseen una estricta
regulacién de su expresion durante el ciclo celular, es posible que la baja proporcion de senal
positiva se deba a algun tipo de regulacion en la expresién de la propia TcAUK1. Otro aspecto que
nos lleva a plantear esta hipotesis es que la senal no fue homogénea en su intensidad, sino que
mostraba variacion entre los distintos parasitos en donde fue detectada. Si bien la fluorescencia en
este caso no fue cuantificada, la diferencia en las intensidades entre los distintos parasitos era
evidente y podria ser reflejo de las distintas fases del ciclo celular representadas en el cultivo

asincronico.

87



Resultados - Localizacion celular de las proteinas TcAUKSs

Campo claro

TCAUK1-GFP Merge

Campo claro DAPI TcAUK1-GFP Merge

Figura 13. Localizacion de la fusion TcAUK1-GFP. Epimastigotes transfectados con la construccién pTEX-
TcAUK1-GFP fueron preparados para ser observados en microscopio de epifluorescencia. A. Imagenes de
40x de magnificacion, las flechas blancas sefalan aquellos parasitos que muestran senal positiva para
TcAUK1-GFP. B. Imagenes de 100x de magnificacion, se identifica al kinetoplasto (K) y al nacleo (N).

88



Resultados - Localizacion celular de las proteinas TcAUKSs

Ante este resultado, y con el objetivo de determinar si la baja proporcién de células con sefal verde
es resultado de una inestabilidad de la construccion transfectada o bien fruto de una regulacién
sobre TcAUK1, es que se decidio generar la fusién de TcAUK1 a GFP por PCR y luego clonarla en
el vector pTREX. Este es un vector de insercidén, que genera una transfeccion altamente estable y
produce altos niveles de expresion del transgen. Si la heterogeneidad en la expresién observada
en epimastigotes pTEX-TcAUK1-GFP fuera consecuencia de una inestabilidad de la construccién,
los epimastigotes transfectados con la fusion TcAUK1 a GFP inserta en el vector pTREX deberian
mostrar por lo menos caracteristicas diferentes en el patron de expresién del transgen. La fusion de
TcAUK1 con GFP por PCR permitié generar la fusion de GFP tanto al extremo C-terminal como N-
terminal de TcAUK1. Esta era otra variacion que nos permitiria evaluar si la fusién en el C-terminal
de TcAUK1 (es el caso de la construccion pTEX-TcAUK1-GFP) pudo ser la causa de la
heterogeneidad observada en la expresion del transgen. La estrategia para lograr la fusion por
PCR consiste en disefiar uno de los primers para que contenga la secuencia de las dos proteinas a
fusionar. En este caso, fue disefiado un primer forward para TcAUK1 que contenia parte de la
secuencia de GFP para lograr la fusién en el N-terminal (Figura 14) y un primer forward para GFP
con parte de la secuencia de TAUK1 para obtener la fusion en el C-terminal. Por medio de esta
técnica sélo se logré obtener la fusion de GFP en el extremo N-terminal de TcAUK1, para luego
clonarla en el vector pTREX y obtener la contruccion pTREX-GFP-TcAUK1.

<
GFP TcAUKA1
->
12 PCR \
|
GFP TcAUKA1
12 ciclo sin
primers
<
GFP-TcAUK1
22 ciclo con
primer
|
GEP-TAUK
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Figura 14. Esquema de fusion de GFP al extremo N-terminal de TcAUK1 por PCR. Los genes GFP y
TcAUK1 fueron amplificados por separado por PCR, utilizando un primer forward para TcAUK1 que contiene
una secuencia complementaria al extremo 5 de GFP. En un primer ciclo de PCR (sin primers) esta region
complementaria sirvi6 como primer para amplificar a GFP fusionada al extremo 5 de TcAUK1 (GFP-
TcAUK1). En un segundo ciclo de PCR, con primer forward para GFP y reverse para TcAUK1, se amplificé la

fusion generada en el ciclo anterior.

Epimastigotes de la cepa CL Brener fueron transfectados con las construcciones pTREX-GFP y
pTREX-GFP-TcAUK1. Nuevamente la mayor parte de los epimastigotes transfectados con la fusién
GFP-TcAUK1 no mostraron ningun tipo de sefal al microscopio de epifluorescencia, y en aquellos
donde se detectaba sefal la misma se mostraba heterogénea en cuanto a su intensidad (Figura 15
B). Aqui el contraste con la sefial que mostraban los epimastigotes transfectados con GFP sola fue
mucho mas notorio ya que, a diferencia de los epimastigotes transfectados con pTEX-GFP,
absolutamente todas las células del cultivo pTREX-GFP mostraban una sefal verde muy intensa
(Figura 15 A). Esto es otro respaldo a la idea de que los bajos niveles de expresion de la fusion
TcAUK1 y GFP sea probablemente consecuencia de algun tipo de regulaciéon sobre la expresion de
TcAUK1. En aquellos parasitos donde la sefal fue detectada, la fusidén mostré la misma localizacion
nuclear (Figura 15 C) que en el caso de los epimastigotes transfectados con la construccién pTEX-
TcAUK1-GFP.

Por consiguiente, la expresiéon de TcAUK1 fusionada a GFP deja dos observaciones importantes y
que poseen un fuerte sustento, por el hecho de los resultados reproducibles con la utilizacién de
dos construcciones con propiedades diferentes (pTEX-TcAUK1-GFP y pTREX-GFP-TcAUK1). La
primera es que la baja proporcién de células con senal positiva para la fusiéon sugiere que TcAUK1
esta sujeta a un mecanismo estricto de regulacion en sus niveles de expresion. La otra es la

localizacién nuclear de la proteina.
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Campo claro

Campo claro

GFP-TcAUK1

Campo claro DAPI GFP-TcAUK1 Merge

Figura 15. Localizacion de la fusion GFP-TcAUK1, generada por PCR y clonada en el vector pTREX.
Por microscopia de epifluorescencia se analiz6 la localizacion de la proteina de fusion GFP-TcAUK1. A.
Imagenes 40x de magnificacién de epimastigotes transfectados con la construccion pTREX-GFP. B.
Imagenes 40x de magnificacion de epimastigotes transfectados con la construccion pTREX-GFP-TcAUK1.
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Las flechas blancas sefalan parasitos que expresan la fusion, amplificados en el recuadro e identificandose
al kinetoplasto (K) y al nucleo (N). C. Imagenes 100x de magnificacion de epimastigotes pTREX-GFP-

TcAUK1. La flecha blanca senala expresion de la fusion en un parasito en mitosis.

Tanto para la construccion pTEX-TcAUK1-GFP como para pTREX-GFP-TcAUK1, una gran
cantidad de células que expresan la fusién presentan una morfologia acorde a la fase M del ciclo
celular (Figura 13 B; Figura 15 C flecha blanca). Para poder ahondar en esta observacion las
células fueron marcadas por inmunofluorescencia con un anticuerpo anti B-tubulina. La marcacion
de microtubulos nos permite observar con mas nitidez la morfologia de la célula y con esto, junto al
nuamero de kinetoplastos y nucleos, determinar la fase del ciclo celular en la cual una célula se
encuentra. La mitosis de Trypanosoma cruzi puede ser seguida cronolégicamente en base al
namero de flagelos, kinetoplastos y nucleos que muestra una célula. Durante el ciclo celular la
duplicacion de cada una de estas estructuras muestra la siguiente secuencia temporal: flagelo,
kinetoplasto y nucleo [72]. Asi una célula con dos flagelos, un Unico nucleo y un kinetoplasto
(2F1N1K) se encuentra al final de la fase S y principio de la G2; una célula con dos flagelos, un
nacleo y dos kinetoplastos (2F1N2K) corresponde al final de la fase G2 y comienzo de la mitosis;
mientras que, una célula con dos flagelos, dos nucleos y dos kinetoplastos (2N2K2F) se encuentra
al final de la mitosis previo a la citoquinesis.

Campo claro B-tubulina DAPI TcAUK1-GFP Merge

Campo claro B-tubulina DAPI GFP-TcAUK1 Merge
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Figura 16. Morfologia de epimastigotes expresantes de la fusion TcAUK1 y GFP. Con un anticuerpo
contra B-tubulina se marcé el citoesqueleto de epimastigotes pTEX-TcAUK1-GFP (A) y pTREX-GFP-TcAUK1
(B). A. La flecha blanca marca una célula en fase M (1N2K y 2N2K) y las flechas rojas células en interfase
(1N1K), todas con expresiéon de TcAUK1-GFP. B. Las flechas blancas marcan células en fase M (2N2K) y
que expresan la fusién GFP-TcAUK1.

Todas las células en la fase M del ciclo celular (2F1N2K o 2F2N2K) muestran expresion de la
fusién TcAUK1 con GFP (Figura 16). Asimismo, algunas células 1N1K también muestran expresion
de la fusion. Esta observacién sugiere que la fuerte regulacién de la expresién de TcAUK1 podria
estar relacionada con la progresion del ciclo celular, y que ésta tendria su pico de expresion
durante la mitosis. Sin embargo, hay que considerar que ésta conclusion se basa en datos de
parasitos que se ven forzados a sobreexpresar la enzima. Si ésta proteina posee efectos
deletéreos cuando es sobreexpresada, la tendencia a expresarse a altos niveles podria desatar
una exacerbacion del mecanismo de regulacion que podria ir mas alla de la modulacion especifica
para la expresion de ésta proteina. No hay que descartar que en éstos parasitos esté actuando un
mecanismo de regulacién negativa que sea reflejo del fenédmeno de la sobreexpresion, y no un
mecanismo especifico para la enzima TcAUK1. El mejor enfoque para estudiar la regulacién de
TcAUK1 es analizar a la proteina enddgena.

5.1.2. Andlisis mediante inmunolocalizacién

A partir de la obtencién del anticuerpo especifico contra la proteina TcAUK1 se planteo el objetivo
de analizar la localizacién subcelular de TcAUK1 en epimastigotes WT, asi como en las formas
amastigote y tripomastigote. Para esto se realizaron ensayos de inmunofluorescencia sobre las
distintas formas del parasito. En epimastigotes, TcCAUK1 muestra una localizacion cercana al
kinetoplasto detectandose como uno o dos puntos circundantes a la organela (Figura 17). Asi como
el nimero de puntos varia, también lo hace la ubicacion relativa de los mismos respecto al
kinetoplasto. Sin embargo, en la mayoria de los parasitos se observan dos puntos localizados uno

en cada extremo del kinetoplasto.

Figura 17. Localizacion subcelular de TcAUK1. Inmunofluorescencia sobre epimastigotes CL Brener WT

con anticuerpo primario contra TcAUK1. El fue marcado con DAPI.
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Esta localizacién observada por inmunofluorescencia no coincide con la localizacién nuclear que
mostraron los epimastigotes expresantes de TcAUK1 fusionada a GFP. Considerando que las
proteinas de la familia Aurora quinasa modifican su localizacién a lo largo del ciclo celular nos
preguntamos si la ubicacién nuclear observada con la fusion corresponde a una determinada fase
del ciclo. Para confirmar esto, epimastigotes WT fueron sincronizados para obtener muestras de las
distintas fases del ciclo celular. La sincronizacién del ciclo celular se logré incubando las céulas con
hidroxiurea (HU) durante 24 hs. La HU es un inhibidor de la sintesis de ADN que bloquea la
progresion del ciclo celular en el limite entre las fases G1 y S. De esta forma, al incubar los
epimastigotes en HU se logr6 arrestar el ciclo de todas las células al final de la fase G1. Luego de
24 hs el cultivo fue liberado y se tomaron muestras a distintos tiempos para obtener muestras de
ditintas fases del ciclo celular. Ensayos de inmunofluorescencia realizados contra TcAUK1 en
epimastigotes sincronizados mostraron que esta proteina varia su localizacion durante el ciclo
celular. Durante las fases G1 y S, TcAUK1 se observa en dos focos ubicados en la proximidad del
kinetoplasto (Figura 18 A), la misma localizacion observada en epimastigotes asincronicos (Figura
17). En fase G2, mientras la célula divide su kinetoplasto, TCAUK1 se detecta como un unico punto
adyacente al mismo (Figura 18 B). Durante la mitosis TCAUK1 muestra una posicién dual. Por un
lado conserva la localizacion adyacente al kinetoplasto, y por otro se localiza dentro del nucleo.
Aqui adquiere una distribucion idéntica a la arquitectura que adoptan los microtabulos formando el

huso mitético (Figura 18 B).
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TcAUK1 Merge

Fase G1

TcAUK1
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DIC B-Tubulina DAPI TcAUK1 Merge
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Figura 18. Localizacion de TcAUK1 en epimastigotes WT a lo largo del ciclo celular.
Inmunofluorescencia contra TcAUK1 en epimastigotes CL WT sincronizados. A. Parasitos en interfase (fases
G1 y S). B. Epimastigotes en fase G2 y M con microtibulos marcados por inmunofluorescencia contra -
tubulina. En la fase G2 se marca la division insipiente del kinetoplasto (K).

Para la propagacién de las formas amastigote y tripomastigote se utilizaron cultivos de células
VERO, las cuales fueron infectadas con la forma tripomastigote del parasito. Durante el
mantenimiento de células VERO infectadas es posible encontrar con el transcurso de los dias
tripomastigotes y amastigotes en el sobrenadante. Los tripomastigotes son liberados de células que
se lisan producto de la alta carga de parasitos dentro de ellas, mientras que los amastigotes libres
son producto de células que sufren lisis espontanea en el momento que alojan a esta forma del
parasito. Para estudiar la localizacion de TcAUK1 en tripomastigotes y amastigotes se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia en parasitos aislados a partir del sobrenadante de cultivo de
células VERO infectadas. Sélo en la forma amastigote fue detectada TcAUK1, mientras que los
tripomastigotes no mostraron sefal para esta proteina. En estos amastigotes, TcCAUK1 muestra una

localizacién bien proxima al kinetoplasto similar a lo observado en epimastigotes interfasicos. La
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diferencia entre estas dos formas celulares es que en todos los amastigotes se observa un unico
foco de localizacion y no dos como en epimastigotes (Figura 19). Este Unico foco muestra
variaciones en su posicion relativa al kinetoplasto entre las distintas células, pudiendo estar delante

de la cara anterior del kinetoplasto o bien alojarse entre esta organela y el nacleo.

Figura 19. Localizacion de TcAUK1 en amastigotes extracelulares. Inmunofluorescencia contra TcAUK1
en tripomastigotes y amastigotes aislados a partir de sobrenadante de cultivo de células infectadas con T.

cruzi, se identifica en cada célula al nucleo (N) y el kinetoplasto (K).

Si bien el sobrenadante de cultivo de células infectadas es una fuente sencilla a partir de la cual
obtener amastigotes de T. cruzi, la realidad es que esta forma en el ciclo de vida del parasito esta
confinada al interior de la célula de mamiferos, en donde se replica hasta diferenciarse nuevamente
en tripomastigote. Con el objetivo de estudiar la localizacion que adopta TcAUK1 en amastigotes
intracelulares se realizaron ensayos de inmunofluorescencia en células VERO infectadas con
tripomastigotes. Con la idea de abarcar completamente las distintas etapas del ciclo intracelular del
parasito, la inmunolocalizacion se realiz6 sobre células a distintos tiempos (dias 2, 7 y 11) post-
infeccién. En células VERO a los dos dias de haber sido infectadas se observan amastigotes en
baja densidad cercanos al nucleo y pocos tripomastigotes ubicados en una posicion mas periférica.
En todos los amastigotes, TcAUK1 muestra una localizacion nuclear (Figura 20 A) con una
distribucién homogénea. De los pocos tripomastigotes presentes en el citoplasma celular, en
algunos TcAUK1 también muestra localizacién nuclear con distribucién homogénea, mientras que
en otros no se detecta senal para TcAUK1. En células VERO donde la densidad de amastigotes
intracelulares es mayor (7 y 11 dias post-infeccién, Figura 20 B), TcAUK1 no se aloja en el nucleo
sino que se observa como focos puntuales adyacentes al kinetoplasto, la misma localizaciéon que

muestra esta proteina en epimastigotes en interfase.
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TcAUK1 Merge Magnificado

DAPI/Faloidina

DAPI/Faloidina TcAUK1 Merge Magnificado

7 dias

11 dias

Figura 20. Localizacion de TcAUK1 en amastigotes intracelulares. Inmunofluorescencia contra TcAUK1
en células VERO infectadas con T. cruzi. Los filamentos de actina de las células VERO fueron marcados con
Faloidina-Rodamina. En la marcacién con DAPI se observa el nucleo de las células VERO (N) y alrededor de

éste los ndcleos (n) y kinetoplastos (k) de los amastigotes y tripomastigotes.

En ciertos amastigotes intracelulares, a los dos dias post infeccién, TCAUK1 no muestra una
distribucién homogénea dentro del ndcleo sino que adquiere una conformaciéon ahusada. Una
caracteristica comun en todos estos amastigotes es el cambio de orientacion del kinetoplasto,
mostrando una rotacion de 90° de su eje longitudinal respecto al kinetoplasto de amastigotes con

distribucién nuclear homogénea de TcAUK1 (Figura 20 A. vs Figura 21).

97



Resultados - Localizacion celular de las proteinas TcAUKSs

DAPI TcAUK1 Merge

Figura 21. Distribuciéon nuclear de TcAUK1 en amastigotes intracelulares. Imagenes magnificadas de la
inmunofluorescencia contra TcCAUK1 en células VERO infectadas. En la marcaciéon con DAPI se distinguen el

nucleo de las células VERO (N), el nacleo (n) y el kinetoplasto (k) de los amastigotes.

El estudio detallado de la localizacion de TcAUK1 a lo largo del ciclo celular en epimastigotes, asi
como en las formas amastigote y tripomastigote del parasito, mostré6 que la misma posee un
comportamiento dinamico. Principalmente encontramos a esta proteina en dos regiones
alternantes, alrededor del kinetoplasto y en el nlcleo. Estas dos localizaciones se dan incluso en
una misma forma del parasito y parecen responder a las fases del ciclo celular en el cual se
encuentra la célula. Este comportamiento de TcAUK1 no es extrafio ya que todas las enzimas
Aurora quinasa caracterizadas en otros organismos muestran un comportamiento dinamico en

cuanto a su localizacion, el cual responde principalmente a las fases del ciclo celular.
5.2. Localizacion subcelular de TcAUK2

5.2.1. Andlisis mediante la expresion con fusién a GFP
Al observar los epimastigotes pTEX-TcCAUK2s-GFP y pTEX-TcAUK2L-GFP por microscopia de
epifluorescencia, la sefial de la fusion TCAUK2-GFP se detecta esparcida por el citoplasma con un

foco de mayor intensidad ubicado en la regién de la base del flagelo anterior al kinetoplasto(Figura
22 A). Aligual que en el caso de todas las construcciones con el vector pTEX-GFP, aqui también el
cultivo de transgénicos mostré un patron de expresion heterogéneo. Sin embargo, a diferencia de
los epimastigotes pTEX-TcAUK1-GFP, en este caso la mayoria de las células (>70%) mostraron
sefal positiva para la fusion TcAUK2-GFP. Al observase la misma distribucion de la sefal
correspondiente a la fusiébn tanto en epimastigotes transfectados con TcAUK2s como con
TcAUKZ2L, todos los estudios ulteriores fueron realizados sobre epimastigotes pTEX-TcAUK2s-
GFP.
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Al observar la ubicacién del foco de mayor intensidad surgié el interrogante sobre qué estructuras
se encuentran en esta regién y si es posible que TcAUK2 se encuentre asociada a alguna de las
mismas. La estructura mas destacada que se encuentra en esta region en epimastigotes de T. cruzi
es el cuerpo basal [34, 188, 189], por lo que fue la primera estructura a ser evaluada como posible
lugar de alojamiento de TcAUK2. Para esto, epimastigotes pTEX-TcAUK2s-GFP fueron marcados
en su cuerpo basal por inmunofluorescencia usando como marcador un anticuerpo que reconoce la
forma tirosinada de la a-tubulina [190, 191], denominado YL 1/2. La forma tirosinada de la a-
tubulina se encuentra solamente en microtibulos recientemente polimerizados, mientras que en
microtibulos estables de a-tubulina es destirosinada de forma activa [192]. De este modo, el
anticuerpo YL 1/2 es utilizado para marcar a los centros de organizacion de microtubulos (MTOC),
como lo es el cuerpo basal, en donde hay un constante proceso de polimerizaciéon y
despolimerizacion de microtubulos. La marca del cuerpo basal en estas células localiza en la
misma region que TcAUK2, y se observa que esta proteina se encuentra en estrecha relaciéon con
esta estructura. Sin embargo, no puede confirmarse que TcAUK2 localize exactamente en el
cuerpo basal debido a que no se utilizé la técnica de micrsocopia confocal para observar la muestra

de inmunofluorescencia.
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Campo claro DAPI TcAUK2s-GFP Merge

Tubulina-Tyr DAPI TcAUK2s-GFP Merge

Figura 22. Localizacion de la fusion TcAUK2s-GFP en epimastigotes de T. cruzi. A. Imagenes de
epifluorescencia de epimastigotes pTEX-TcAUK2s-GFP. El nucleo y el kinetoplasto fueron marcados con
DAPI. B. Imagenes de epifluorescencia de epimastigotes pTEX-TcAUK2s-GFP marcados en su cuerpo basal
(CB) con anticuerpo YL 1/2 (Tubulina-Tyr). En los recuadros se magnifica la region donde localizan el cuerpo
casal y el punto de mayor intensidad de la sefial TCAUK2s-GFP.

5.2.2. Andlisis por inmunolocalizacién

Con el objetivo de estudiar la localizacién de TcAUK2 durante el ciclo de vida del paréasito, las
distintas formas del mismo fueron inmunomarcadas con anticuerpo especifico anti TcAUK2.
Epimastigotes en interfase (1F1N1K), tomados de un cultivo en fase exponencial de crecimiento,
muestran una localizacion puntual de TcAUK2 en la cara anterior del kinetoplasto, en la regién del

bolsillo flagelar. En algunos casos, junto a esta ubicacidon también puede observarse una
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localizacién puntual de la proteina entre el nucleo y el kinetoplasto (Figura 23). En tripomastigotes
aislados de sobrenadante de cultivo de células VERO infectadas, TCAUK2 muestra una distribucién
dispar entre las distintas células. Algunas muestran una localizacion puntual de esta proteina, la
que es detectada en la region comprendida entre el nlcleo y el kinetoplasto; otras células muestran
una sefal de alta intensidad con distribucion esparcida por todo el citoplasma. Sin embargo, estas
tltimas células muestran una mayor concentracién de la intensidad en la regién comprendida entre
el nucleo y el kinetoplasto (Figura 23). Esta diferencia de intensidad entre distintos tripomastigotes
sugiere la posibilidad de variaciones temporales en los niveles de expresion de TcAUK2. Sin
embargo, esta variacién no puede ser atribuida a la progresion del ciclo celular ya que la forma

tripomastigote de T. cruzi es una célula en estado quiescente.

DIC DAPI  TcAUK2 Merge

Pl 1

Epimastigotes

Tripomastigotes
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Figura 23. Localizacion subcelular de TcAUK2 en las formas epimastigote y tripomastigote.
Inmunofluorescencia con anticuerpo primario anti TCAUK2 en epimastigotes y tripomastigotes. El nicleo (N) y
el kinetoplasto (K) se marcaron con DAPI.

Amastigotes de sobrenadante de cultivo de células VERO infectadas (amastigotes extracelulares)
fueron colectados para analizar la localizacion de TcAUK2 mediante inmunofluorescencia (Figura
24 A). Para estudiar la localizacion de TcAUK2 en amastigotes intracelulares, células VERO de dia
cinco post-infeccion fueron utilizadas en ensayo de inmunofluorescencia (Figura 25 B). La distincion
entre amastigotes intracelulares y extracelulares en principio sélo refleja la fuente de la cual se
obtuvieron las células, por lo que la sefal de localizacion de TCAUK2 se espera que sea similar en

ambos casos.

A. DIC DAPI TcAUK2 Merge

B

" DAPI/Faloidina TcAUK2 Merge Magnificado

K
n

n
K

Figura 24. Localizacion subcelular de TcAUK2 en amastigotes. Inmunofluorescencia contra TcAUK2 en:

A. Amastigotes aislados de sobrenadante de cultivo de células VERO infectadas, y B. en amastigotes
intracelulares. Los filamentos de actina de las células VERO fueron marcados con Faloidina-Rodamina. Con
DAPI se marcaron los nucleos (n) y los kinetoplastos (k) de los amastigotes.
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El patrén de distribucién de TcAUK2 en amastigotes es muy similar a lo observado en la forma
epimastigote. La proteina se ubica principalmente en la regién anterior al kinetoplasto, y algunas
células muestran ademds una localizacion de TcAUK2 entre el nucleo y el kinetoplasto (Figura 24
A). Por consiguiente se puede determinar que TcAUK2 conserva la misma localizacion entre las

formas epimastigote y amastigote.

Durante el proceso de diferenciacion de T. cruzi existe un reacomodamiento de ciertas estructuras
y organelas, siendo lo mas destacado el cambio de la posicién relativa entre el nucleo y el
kinetoplasto. Debido a este cambio de orden, las estructuras que en epimastigotes y amastigotes
se detectan en la regi6on anterior al kinetoplasto, en tripomastigotes se encuentran entre el
kinetoplasto y el nucleo. Morfolégicamente esta region corresponde a la base del flagelo,
conformada por el bolsillo flagelar con sus estructuras citoesqueléticas (FAZ, cuerpo basal y pre
cuerpo basal, nacimiento del axonema del flagelo, TAC) y organelas (complejo de Golgi, reticulo
endoplasmico, citostoma, complejo de la vacuola contractil) relacionadas. Esta misma variacién de
ubicacion relativa, entre las formas replicativas y la forma infectiva del parasito, muestra la proteina
TcAUK2. Por consiguiente, surge la posibilidad de que TcAUK2 se encuentre asociada a alguna de
las estructuras citoesqueléticas o bien a alguna de las organelas asociadas al bolsillo flagelar. Si
bien la inmunolocalizacién de TcAUK2 muestra a la proteina en una region similar a la observada
con la proteina de fusion TcCAUK2-GFP, es posible apreciar que la proteina nativa se ubica un poco
mas alejada del kinetoplasto que la proteina de fusion. Para determinar si esta leve variacién en la
ubicacién de TcAUK2 es acompafada por un cambio en la ubicacién del cuerpo basal,
epimastigotes WT fueron doblemente marcados por inmunofluorescencia con anticuerpo anti
TcAUK2 e YL1-2 (Figura 25). En este ensayo se introdujo una variante respecto a todas las
inmunofluorescencias realizadas hasta el momento, y fue la fijacion de las células con metanol frio
en lugar de fijarlas con PFA 4%. El metanol en este caso actia al mismo tiempo como agente
fijador y permeabilizador, esto Gltimo se debe a que como solvente organico solubiliza todas las
estructuras membranosas de la célula. De esta forma, las estructuras citoesqueléticas quedan mas
expuestas que en el caso de células permeabilizadas con detergente (como se venia realizando
hasta ahora con Triton X-100). Al observar las células fijadas con metanol y doblemente marcadas
se puede detectar que TcAUK2 no muestra la misma localizacién que el cuerpo basal. Por otro
lado, en estas células fijadas con metanol se observa senal para TCAUK2 en la region posterior de
la célula, una localizacion para esta proteina que no fue detectada cuando las células fueron fijadas
en PFA y permeabilizadas con Triton X-100. De este modo TcAUK2 muestra dos localizaciones
puntuales diferentes, una en cada extremo de la célula. En la regidén anterior localiza cercano a la
base del flagelo muy cerca del cuerpo basal, mientras que en su localizaciéon posterior no pudo ser
confirmado si se asocia a alguna estructura u organela determinada. Para determinar si TCAUK2 se
encuentra asociada a la estructura del esqueleto del parasito, se realiz6 un ensayo de
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inmunofluorescencia sobre extracciones citoesqueléticas de epimastigotes. La naturaleza
interconectada del citoesqueleto de los tripanosomatidos permite que éste sea purificado por
medio de una simple extraccién con detergente [193]. Luego de este procedimiento lo que se
obtiene es la fraccion de microtubulos del citoesqueleto, conservando su forma y estructura original.
La utilidad de esta técnica reside en que a traves de ella se aisla la fraccién de citoesqueleto y
proteinas asociadas de todo el resto del material citoplasmatico. Por consiguiente, si TCAUK2 se
encuentra asociada a las estructuras citoesqueléticas de la region del bolsillo flagelar, en el ensayo
de inmunofluorescencia sobre células extraidas la proteina deberia ser detectada. Siguiendo este
razonamiento, preparaciones citoesqueléticas de epimastigotes WT fueron incubadas con el
anticuerpo anti TcCAUK2 y el anticuerpo monoclonal L13D6, que marca flagelo. Al analizar las
preparaciones por microscopia de fluorescencia se observé claramente el flagelo de cada célula
mientras que no se detecté ninguna senal correspondiente a TCAUK2 (datos no mostrados). Este
resultado sugiere que TcAUK2 no interacciona fuertemente con las estructuras citoesqueléticas que

conforman el bolsillo flagelar de la célula, incluyendo dentro de estas al cuerpo basal.

DAPIfYL1-2/TcAUK2

Figura 25. Analisis de la asociacion de TcAUK2 y cuerpo basal. Epimastigotes WT fijados en metanol frio
fueron doblemente marcados para TcAUK2 y cuerpo basal (flechas blancas) con el anticuerpo YL1-2.

5.3. Localizacion subcelular de TcAUK3
Por ensayo de Western blot no se detecté la expresion de la fusion TcCAUK3-GFP en epimastigotes
transfectados con la construccion pTEX-TcAUK3-GFP (Figura 11). Al observar estas células por
microscopia de fluorescencia tampoco se detectd sefal correspondiente a GFP. Por consiguiente,
la expresion heterdloga de TcAUKS fusionada a GFP como estrategia para estudiar la localizacion
de esta Aurora quinasa no arrojo resultados positivos. Sin embrago, no se descarta que la falta de
expresion de la proteina de fusion puede haber sido consecuencia de una estricta regulacién

negativa para contrarrestar la sobreexpresién de TcCAUKS.
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Por inmunomarcado con anticuerpo especifico contra TCAUKS3 en epimastigotes WT se detectd una
sefnal especifica en la regién anterior de la célula, una ubicaciéon similar a la observada para
TcAUK2. Al igual que en las otras TcAUKs, la sefal de TcAUKS es bien puntual y definida. Otra
observacion es que entre los distintos epimastigotes de un cultivo asincrénico la ubicacién de la
proteina relativa al kinetoplasto varia. En algunas células la sefial se localiza inmediatamente
anterior al kinetoplasto (Figura 26 A y B), mientras que en otras la localizacion sigue siendo anterior
al kinetoplasto pero mas alejada de éste y préxima al extremo anterior de la célula (Figura 26 C).
En todas las células se observa que la marcacion muestra una forma de anillo con una regién
central sin sefal (Figura 26 A), que vista de perfil aparece como una marca levemente ahusada
(Figura26 By C).

DIC DAPI TcAUK 3 Merge

Figura 26. Localizacion subcelular de TcAUK3 en epimastigotes WT. Inmunofluorescencia con
anticuerpo anti TcCAUKS en epimastigotes CL Brener. El nicleo (N) y el kinetoplasto (K) fueron marcados con
DAPI, se identifican las células en fase G2 del ciclo celular (2F1N1N), con kinetoplasto en divisién (flechas
blancas) y presencia de un viejo y un nuevo flagelo (flechas rojas).

Para estudiar la localizacion de TcAUK3 en las otras formas del parasito, tripomastigotes y
amastigotes fueron tomados de sobrenadante de cultivo de células VERO infectadas. La
inmunolocalizacion de TcAUK3 en estas células mostré una sefal difusa esparcida por todo el
espacio citoplasmatico. En amastigotes se detecta una sefial més intensa en la region circundante
al kinetoplasto (Figura 27 A 1), e incluso una minoria muestra senal s6lo en esta region (Figura 27 A

I1, flecha blanca). Mientras que en tripomastigotes, si bien la sefal se observa dispersa por todo el
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citoplasma, la regiéon anterior de la célula muestra mayor concentracién de la senal (Figura 27 A ll y
[11). Al realizar la inmunofluorescencia en amastigotes intracelulares se observa que no todos los
parasitos muestran sefnal, sugiriendo que en estos no hay expresién de TcAUKS. En los parasitos
donde si se detecta sefal, la proteina muestra una localizacién puntual confinada en las

proximidades del kinetoplasto (Figura 27 B).

DAPI TcAUK3 Merge

( ' ' e n

- J
e ""h n
.". -v; k
14t k

TcAUK3

B.

DAPI/Faloidina Merge Magnificado

Figura 27. Localizacion subcelular de TcAUK3 en las formas amastigote y tripomastigote. A.
Inmunofluorescencia contra TcAUK3 en amastigotes y tripomastigotes obtenidos de sobrenadante de cultivo.
B. Inmunofluorescencia contra TCAUKS3 en amastigotes intracelulares. En A.l se observan dos amastigotes,
en A.ll un tripomastigote y un amastigote y en A.lll dos tripomastigotes. Con DAPI se marcaron los nucleos
(n) y kinetoplastos (k) de parasitos, y el ndcleo de la célula VERO (N). En B. se marcé el limite de las células

VERO con Faloidina-Rodamina.

La proteina TcAUK3 muestra la misma localizacién celular puntual tanto en la forma epimastigote
como amastigote. Mientras que en la forma tripomastigote su localizacion es mas difusa con
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regiones de mayor concentracién, en las células donde su localizacion es puntual se puede

apreciar que la proteina se ubica en la regién anterior.

Considerando que en epimastigotes TcCAUKS se localiza en la region del bolsillo flagelar, para
determinar la asociacion de esta proteina a estructuras citoesqueléticas de esta region se realiz6
una inmunofluorescencia con anticuerpo especifico anti TCAUKS3 en extracciones de citoesqueleto
de células epimastigotes. En este caso se obtuvo marca positiva para TcAUKS, y la sefnal se
aprecia como un punto ubicado lateral al nacimiento del flagelo. De esta forma se puede concluir
que TcAUKS se encuentra fuertemente asociada a la estructura citoesquelética del bolsillo flagelar

en la forma epimastigote de T. cruzi.

ITcAUK3

Figura 28. Estudio de la asociacion de TcAUKS3 al citoesqueleto de epimastigotes. El citoesqueleto de
células epimastigotes fue extraido, y sobre este se realizé una inmunofluorescencia contra TcAUK3. Como

control positivo se marcé el flagelo celular con el anticuerpo L13D6.
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6. Estudio del fenotipo de sobreexpresion de las proteinas TcAUKs

Como herramienta para profundizar el estudio funcional de las proteinas TcAUKs, fueron
generados epimastigotes de la cepa CL Brener con sobreexpresion de cada una de estas enzimas.
Para lograr esto, cada uno de los genes TcAUKSs fueron clonados en el vector de sobreexpresion
pTREX y con esta construccién fueron transfectados los epimastigotes. Luego de dos semanas de
seleccién con neomicina, a partir del cultivo original de transfectantes se obtuvieron cultivos
clonales mediante la técnica de diluciones minimas. Las construcciones con pTREX han mostrado
variaciones en los niveles de expresion de un mismo transgen en distintos eventos de transfeccion,
asi como también se ha detectado heterogeneidad de expresion en una misma poblacion. Es por
esto que se consider6 fundamental trabajar con poblaciones clonales y asi independizarse de

variaciones que no se correspondan exclusivamente a mecanismo regulatorios propios de la célula.

6.1. Analisis funcional TcAUK1
Luego de transfectar epimastigotes con la construccién pTREX-TcAUK1, la insercién de la copia
extra de TcAUK1 en el genoma de los parasitos fue corroborada por un ensayo de Southern blot.
La copia inserta del gen TcAUK1 en el genoma es detectada en el Southern blot como una banda
extra en el ADN de los epimastigotes pTREX-TcAUK1 respecto al de los WT (Figura 29 A).

A. B.

WT pTREX-TcAUK1
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Figura 29. Epimastigotes CL Brener pTREX-TcAUK1. A. Southern blot donde se detecta la copia extra del
gen en epimastigotes pTREX-TcAUK1. Se utilizd como sonda la extensién completa del gen TcAUK1. B.
Western blot sobre extracto crudo de epimastigotes WT y pTREX-TcAUK1 (50 pg) con anticuerpos anti-
TcAUK1 o anti-B-tubulina (control de carga).

Una vez confirmada la presencia de la copia extra del gen TcAUK1 en el genoma, se procedi6 al
clonado del cultivo de epimastigotes pTREX-TcAUK1, obteniéndose un total de 11 clones. El perfil
de expresion de TcAUK1 en cada uno de estos clones se determiné por Western blot. Todos los
clones aislados mostraron mayores niveles de expresion de TcAUK1 que los epimastigotes WT,
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mientras que entre los distintos clones los niveles de expresidbn no mostraron diferencias
perceptibles. En la Figura 29 B se muestra el ensayo de Western blot contra TcAUK1 en
epimastigotes WT y epimastigotes pTREX-TcAUK1 del clon elegido para realizar todos los analisis

ulteriores.

6.1.1. Comportamiento del cultivo de epimastigotes pTREX-TcAUK1

Para comenzar a analizar el fenotipo de los epimastigotes transgénicos todos los clones fueron
marcados en su ADN con DAPI y observados en el microscopio de epifluorescencia. El primer
rasgo sobresaliente que se detecté en estos parasitos fue una configuracion de la cromatina muy
irregular, con aspecto de estar altamente condensada (Figura 30). Este grado de condensacién
cromatinica no se produce en epimastigotes WT y es similar al estado de cromosomas individuales

distinguibles durante la prometafase mitética en células de mamiferos (Figura 30 recuadro).

Figura 30. Configuracion de la cromatina en epimastigotes pTREX-TcAUK1. El ADN de epimastigotes
sobreexpresantes de TcAUK1 fue marcado con DAPI y observado en el microscopio de epifluorescencia. Se
identifican el nucleo (N) y el kinetoplasto (K) de cada célula. En el recuadro inferior derecho se muestran

nucleos tenidos con DAPI de células HelLa en mitosis.

La diferencia entre los distintos clones comenzé a observarse en el aspecto de la cromatina, donde
algunos mostraban un estado de condensacién mucho mas extremo que otros. Esta diferencia
entre los clones fue la base para la eleccién del clon de trabajo. Paralelamente, se determiné el
porcentaje de células que mostraban senal para TcAUK1 mediante inmunofluorescencia. Aqui
surgié otro rasgo distintivo entre los distintos clones y fue la cantidad de células que mostraban
sefal positiva para TcAUK1. Aquellos clones donde el fenotipo era mas marcado eran los que
poseian mayor cantidad de células con sefial para TcAUK1, e incluso la intensidad de la sefial por
célula era mas fuerte. Este rasgo fue el elegido para seleccionar al clon de trabajo a partir del cual
se realizaron los analisis subsecuentes, pTREX-TcAUK1 clon C4 (porcentaje de células con senal

para TcAUK1 superior al 80%).
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Un primer rasgo que se estudid fue el comportamiento del cultivo en relacion a su tasa de
crecimiento. Para esto se iniciaron cultivos de epimastigotes WT y pTREX-TcAUK1 a igual
densidad de parasitos (1x10° células ml"'), se tomaron muestras cada 24 hs, y de cada muestra se
cont6 el numero de células por mililitro de cultivo. El cultivo de epimastigotes WT duplica
aproximadamente el numero de parasitos cada 24 hs, mientras que en epimastigotes pTREX-
TcAUK1 el tiempo de duplicacién es sensiblemente méas lento. Esto se ve reflejado un una curva de
crecimiento de epimastigotes pTREX-TcAUK1 con una pendiente menos pronunciada que la de
células WT (Figura 31 A). Al dia 6, el cultivo WT duplica en concentracién de parasitos al cultivo
pTREX-TCAUK1 (9,2x10” células ml" vs. 5x10” células ml"). Al observar este retraso en el
crecimiento del cultivo de epimastigotes sobreexpresantes de TcAUK1, se quiso saber si la causa
de esto correspondia a una alteracion en el ciclo celular consecuencia de la sobreexpresion. Para
aclarar este punto, células WT y células sobreexpresantes fueron arrestadas con hidroxiurea para
sincronizarlas en el ciclo celular. Una vez desarrestadas, se tomaron muestras de las células a
distintos tiempos, se marcd el ADN con ioduro de propidio (IP) y se analizaron las distintas
muestras por citometria de flujo para determinar el contenido de ADN de cada célula. Al analizar la
progresion del ciclo a través del perfil de las curvas de IP (Figura 31 B), se observa que las células
pTREX-TcAUK1 progresan en forma paralela con las WT hasta llegar a las fases G2/M (4C). En el
transcurso de estas fases es donde las células sobreexpresantes muestran un retraso respecto a
las WT. Este fenédmeno se observa claramente a las 13 horas post desarresto cuando las células
WT muestran la reversion de los picos G1 (2C) y G2/M (4C), mientras que en las células
sobreexpresantes todavia predomina el pico G2/M (4C). Este retraso de las células
sobreexpresantes en su transcurso por las fases G2/M es corto en el tiempo, ya que a las 15 hs el

perfil de la curva de IP en estas células es muy similar al de las células WT.
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Figura 31. Curva de crecimiento y progresion del ciclo celular en epimastigotes pTREX-TcAUK1. A.

pTREX-TeAUK1

Cultivos de epimastigotes WT y pTREX-TcAUK1 (n=3) fueron cuantificados para namero de células por mi
cada 24 hs. Por cada punto se grafico el promedio de los tres cultivos con el error estandar. B. Por citometria
de flujo de células sincronizadas y cuyo ADN fue marcado con IP, se determiné la fase del ciclo celular de
muestras de parasitos tomadas a distintos tiempos post desarresto. El pico en 2C representa células en la
fase G1 (0 a 4 hs), el pico en 4C corresponde a células en fase G2/M (11 a 15 hs) y el pico intermedio a 2C y

4C representa a células en fase S (6y 8 hs).

A partir de estos ultimos resultados se decidié profundizar el analisis del comportamiento de las
células sobreexpresantes durante las fases G2 y M del ciclo celular. Durante la fase G2 los
epimastigotes duplican todas sus organelas, que luego van a ser separadas para formar dos
células hijas durante la citoquinesis. Como se detallo con anterioridad, el flagelo es la primera
estructura en duplicarse, seguido por el kinetoplasto y, en ultimo término, el ndcleo celular. Las dos
primeras organelas se duplican durante la fase G2, mientras que la division del nucleo es lo que
define a la fase M del ciclo. Para analizar la progresion de las células se tomaron muestras cada
treinta minutos de células (WT y pTREX-TcAUK1) sincronizadas, durante el periodo que abarca las
fases G2 y M (de 11 a 14 horas post desarresto). De cada punto se tomaron muestras para analizar
la progresion del ciclo celular por citometria de flujo, y a la vez se tomaron muestras para observar
las células por microscopia. Para esto ultimo, se marc6 el ADN con DAPI y los microtdbulos por
inmunofluorescencia con anticuerpo KMX-1 (monoclonal anti B-tubulina con buena marca del huso
mitético). En el analisis de la progresion del ciclo celular por citometria de flujo se puede apreciar el

retraso que muestran las células sobreexpresantes respecto a las WT (Figura 32 A). Incluso se
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puede estimar el tiempo de retraso en aproximadamente una hora, ya que la curva de las células
sobreexpresantes a las 13 hs muestra el mismo perfil que la curva de las 12 hs de las células WT.
Con el objeto de detectar el proceso celular que podria estar afectado por la sobreexpresion de
TcAUKT1, células correspondientes a los distintos tiempos post desarresto fueron analizadas por
microscopia de fluorescencia. Ante los pocos antecedentes bibliograficos sobre la division celular
en T. cruzi, primero se analizaron las muestras correspondientes a los epimastigotes WT para tratar
de establecer la dinamica conjunta de la duplicacién del flagelo, el kinetoplasto y el nucleo. En la
Figura 32 B puede observarse (inmunofluorescencia y esquema) la secuencia de eventos
relacionados a la duplicacion de estas organelas, y que transcurren durante las fases G2/M. En
células cuyo contenido de ADN fue duplicado comienza a formarse el nuevo flagelo. A medida que
crece, el flagelo recorre la longitud del bolsillo flagelar hasta protruir en la superficie celular previo a
que el kinetoplasto comience a dividirse (Figura 32 B 1). Al comienzo de su divisién el kinetoplasto
aumenta su curvatura hasta adquirir el aspecto de una letra “v”, con su cara ¢ ncava hacia el
extremo anterior del parasito (Figura 32 B 11). Una vez que el kinetoplasto concluye la division, los
kinetoplastos hijos adoptan una disposicién antero-posterior. Mientras esto transcurre, en el nicleo
celular se observa un aumento en la concentraci n de B-tubulina (Figura 32 B Ill). En este punto el
flagelo nuevo alcanza aproximadamente la tercera parte de la longitud del flagelo viejo. Una vez
que el nuevo flagelo sobrepasa el tercio de longitud del flagelo viejo, ambos kinetoplastos adoptan
una disposicién lateral y en el nicleo comienza a ensamblarse el huso mitético (Figura 32 B 1V). La
formacion del huso corresponde al inicio de la divisidbn nuclear, y fase M propiamente dicha.
Durante esta fase el huso se elonga mientras el nucleo se divide hasta formar dos nucleos hijos
(Figura 32 B V y VI). Hacia el final de la divisién se observa como se van separando los conjuntos
nacleo/kinetoplasto, hasta que los kinetoplastos adquieren una posicién interna respecto a los
ndcleos y la célula comienza a dividirse en su eje longitudinal desde su extremo anterior (Figura 32
BVIIy V).

En base a la descripcion anterior se pueden identificar rasgos celulares que pueden ser utilizados
como puntos de referencia para medir el tiempo que tardan en duplicarse el flagelo, el kinetoplasto
y el nucleo. El primer punto de referencia es la longitud del nuevo flagelo en células 2F1N1K.
Mientras el nuevo flagelo crece hasta la tercera parte de la longitud del viejo flagelo, el kinetoplasto
se divide por completo hasta quedar ambos kinetoplastos en una disposicion antero-posterior
(Figura 32 B 11l esquema). El otro punto de referencia es la disposicién de los kinetoplastos hijos en
células 2F1N2K. EI momento en que los kinetoplastos hijos pasan de una disposicion antero-
posterior a una lateral, es a la vez el inicio del ensamblado del huso mitético (estructura poligonal).
Por lo que en células 2F1N2K donde es posible distinguir el huso mitético ensamblado, los

kinetoplastos hijos se encuentran uno al lado del otro (Figura 32 B IV esquema). Asimismo, la
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disposicién lateral de ambos kinetoplastos hijos concuerda con el momento en que el flagelo nuevo
sobrepasa en su crecimiento el tercio de longitud del flagelo viejo.

En primer término, por microscopia de fluorescencia se contaron numero de flagelos, nucleos y
kinetoplastos por célula en cada una de las muestras (n>200). El razonamiento es que si el retraso
en el ciclo por la sobreexpresion de TcCAUK1 se debe a un aumento en el tiempo de duplicacion de
algunas de estas estructuras, entonces esto se veria reflejado en un cambio de la proporcion de
determinada subpoblacion de células respecto a los parasitos WT. El tomar muestras cada media
hora permite determinar una especie de cinética en cuanto a los cambios de la proporcion de las
distintas subpoblaciones a lo largo del tiempo (Figura 32 C). En este punto es importante aclarar
que a los tiempos iniciales la mayor parte de las células 1F1N1K corresponden a células en fase
G2 del ciclo celular, el aumento de la proporcién de esta subpoblacion a medida que transcurre el
ciclo es por el aumento de células que ya se dividieron e ingresan a la fase G1. A las 11 hs en
células WT la mayor proporcién corresponde a células 2F1N1K (43,4%) seguida en orden
decreciente por células 1F1N1K (29,7%), 2F1N2K (16%) y 2F2N2K (10,8%). A las 11,5 hs el
porcentaje de células 2F1N1K disminuye considerablemente (28%), mientras que el de células
1N1F1K aumenta también de forma significativa (47,7%). A partir de este tiempo el porcentaje de
células 1TFIN1K aumenta y el de células 2F1N1K disminuye progresivamente. Los porcentajes de
céelulas 2F1N2K y 2F2N2K disminuyen levemente entre las 11 y las 12 hs, pero a partir de aqui
disminuyen abruptamente hasta que a las 13 hs alcanzan la tercera parte del porcentaje inicial. A
las 11 hs las células sobreexpresantes muestran el mismo orden de proporciones que las células
WT, pero con el dato relevante de que a este tiempo no se encontr6é ningun epimastigotes 2F2N2K
(38,7% 1IN1F1K, 46,8% 2F1N1K'y 14,5% 2F1N2K). A diferencia de lo que sucede en células WT, el
porcentaje de células 2F1N1K se mantiene por encima de todo el resto hasta las 12,5 hs, momento
en el cual los porcentajes de células 2F1IN1K y 1F1IN1K son casi idénticos (36,2% y 37,6%,
respectivamente). A partir de aqui el porcentaje de células IN1F1K comienza a aumentar mientras
que el numero de paréasitos 2F1N1K disminuye, para ambas subpoblaciones llegar a las 14 hs a
proporciones similares a las que se observan a las 13 hs en parasitos WT. Con la salvedad de que
a las 11 hs no se observaron células 2F2N2K, a partir de las 11,5 hs las proporciones de
epimastigotes 2F1N2K y 2F2N2K muestran valores similares a los observados para células WT. La
proporcion mayoritaria de células 2F1N1K sostenida en el tiempo que se observa en epimastigotes
pTREX-TcAUK1 parece ser la causa del retraso en el ciclo celular que muestran estos parasitos. A
su vez, esto sugiere que lo que se ve afectado por la sobreexpresion de TcAUK1 es el tiempo de
divisién del kinetoplasto. Para confirmar esta presuncion se analizaron los siguientes parametros
celulares: longitud del nuevo flagelo, duplicacion y segregacion del kinetoplasto y presencia del
huso mitético. En base al andlisis hecho en células WT, y como se explicé anteriormente, la
longitud del flagelo y la presencia del huso mit6tico pueden ser establecidos como puntos de
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referencia para poder de alguna forma estimar el tiempo de duplicacién del kinetoplasto. Teniendo
en cuenta esto, a las células 2F1N1K se las clasificé en cuatro grupos en base a dos parametros:
longitud del flagelo, células con el nuevo flagelo menor o préximo al tercio de la longitud del viejo
flagelo (flagelo corto vs flagelo largo); y duplicacién del kinetoplasto, células con el kinetoplasto con
o sin morfologia de proceso de division (K sin dividir vs K en division) tal cual se describié
anteriormente (Figura 32 B | y II). Por otra parte, a las células 2F1N2K también se las clasifico en
cuatro grupos en base a dos parametros: disposicién de los kinetoplastos hijos, células con los
kinetoplastos en disposicion antero-posterior o disposicion lateral (K posterior vs K lateral);
ensamblaje del huso mitético, células con o sin huso mitético (ausencia de huso mitético vs
presencia de huso mitético). Los resultados de estas mediciones se resumen en la Figura 32 C. Al
realizar un analisis cruzado de los parametros medidos para células 2F1N1K WT, vemos que para
cada tiempo el porcentaje de células con flagelo corto es muy similar al de células con el
kinetoplasto sin dividir y lo mismo sucede entre la proporcion de células con el flagelo largo y la de
células con kinetoplasto en division. El analisis realizado sobre los epimastigotes pTREX-TcAUK1
muestra un aumento en la proporcién de células con flagelo largo por un lado, y la disminucion de
la proporcién de células con kinetoplasto en divisién por otro. Esto se interpreta como que células
cuyo largo del flagelo en condiciones normales se corresponderia con el de un kinetoplasto en
divisién, en células que sobreexpresan TcAUK1 corresponde a células que todavia el kinetoplasto
no comenzod a dividirse. Esto se puede observar en la Figura 32 D 1V, donde se muestra imagenes
de epimastigotes pTREX-TcAUK1 con el flagelo nuevo de una longitud mayor a la tercera parte del
viejo flagelo y el kinetoplasto sin la morfologia tipica de la division. Al realizar el analisis de las
células 2F1N2K, se ve que en las WT para cada tiempo el porcentaje de células con el kinetoplasto
posterior es muy similar al de células que no muestran huso mitético, a la vez que la proporciéon de
células con kinetoplasto lateral se corresponde a la de células con huso mitético ya ensamblado.
En epimastigotes pTREX-TcAUK1 se puede ver que la proporcidén de células que muestran el huso
mitético ensamblado es mucho mayor que el porcentaje de células con los kinetoplastos laterales.
Lo que esto refleja es la presencia de células sobreexpresantes de TcAUK1 que muestran el huso
mitético ensamblado mientras que los kinetoplastos hijos poseen una disposicién antero-posterior.
Este tipo celular se muestra en la Figura 32 D Ill y IV, donde también se muestran células
sobreexpresantes con el huso mitético ensamblado y cuyo kinetoplasto recién se esta dividiendo
(Figura 32 D I y I1). De todo este andlisis realizado se puede concluir que el retraso en las fases
G2/M que muestran los epimastigotes pTREX-TcAUK1 se debe a un aumento en el tiempo de
duplicacion del kinetoplasto. Tenend en centa que en Tripanosomatidos es el ciclo del kinetoplasto
el que dirige la citoquinesis, es altamente probable que el retraso en la division del kinetoplasto se
traslade a un retraso en el comienzo de la citoquinesis en las células sobreexpresantes de
TcAUK1.
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Figura 32. Analisis de la progresion de las fases G2/M en epimastigotes pTREX-TcAUK1. Epimastigotes
WT y pTREX-TcAUK1 fueron sincronizados y durante el periodo de tiempo estimado en que las células
transitan las fases G2/M (11 a 14 hs post-desarresto) se tomaron muestras cada 30 min. para analizar por
citometria de flujo e inmunofluorescencia. A. Curva de IP para las distintas muestras, el pico 4C representa a
células en G2/M vy el pico 2C representa a células en G1. B. Inmunofluorescencia con el anticuerpo anti -
tubulina (KMX-1) para marcar el huso mitético en células WT tomadas a los mismos tiempos que para la
citometria, el nacleo y el kinetoplasto se marcaron con DAPI. El esquema inferior representa la secuencia y
dinamica de la divisién del kinetoplasto y del nicleo, junto a la morfologia que adopta el huso mitético, en las
imagenes de inmunofluorescencia correspondientes. En las imagenes | a lll el flagelo nuevo muestra una
longitud inferior al tercio de lo que mide el flagelo viejo (FN < 1/3 FV), mientras que en las imagenes 1V a VI
el flagelo nuevo sobrepasa el tercio de la longitud del flagelo viejo (FN > 1/3 FV). C. En el gréafico de lineas se
representa la progresion en el porcentaje de células con las distintas conformaciones de flagelo, nicleo y
kinetoplasto (1F1N1K, 2F1N1K, 2F1N2K, 2F2N2K) para las distintas muestras: 11 a 13 hs para células WT y
11 a 14 hs para células pTREX-TcAUK1. Los gréficos de barra corresponden a la comparacién de valores
relativos de distintas caracteristicas medidas en las subpoblaciones de células 2F1N1K y 2F1N2K. Para las
células 2F1N1K se compara % de células con kinetoplasto sin dividir vs % de células con kinetoplasto en
division (gréafico superior izquierdo) y células con flagelo nuevo menor al tercio de la longitud del viejo flagelo
vs células con el flagelo nuevo de mayor longitud que la tercera parte del flagelo viejo (grafico superior
derecho). Para células 2F1N2K se compara células con ausencia de huso mitotico vs células con presencia
de huso mitético (grafico inferior izquierdo) y células con los kinetoplastos hijos en disposicién antero-
posterior vs células con los kinetoplastos hijos con disposicién lateral (grafico inferior derecho). En todas las
cuantificaciones n > 200 D. Inmunofluorescencia con anticuerpo anti B-tubulina (KMX-1) para marcar el huso
mitético en células pTREX-TcAUK1 tomadas a los mismos tiempos que en la citometria. El ndcleo y el
kinetoplasto se marcaron con DAPI.

6.1.2. Localizacién subcelular de TcAUK1 en células sobreexpresantes

Toda enzima ejerce su funcién celular actuando sobre algun sustrato, el cual al ser modificado ve
alterada su funcionalidad. La funcién natural de una enzima esta determinada por la especificidad
de sustrato, la cual posee un componente estructural para que ambas partes puedan interaccionar
y otro componente espacial (localizacion) en donde ambas moléculas deben encontrarse en la
misma region celular para poder interactuar. Como primer paso para encontrar la causa del
fenotipo observado en las células sobreexpresantes de TcAUK1, se comenz6 por determinar la
localizacién celular de esta proteina en epimastigotes pTREX-TcAUK1. Cuando TcAUK1 es
sobreexpresada muestra un patron de localizacién distinto a cuando se expresa a niveles
enddgenos, siendo detectada dentro del nucleo en células interfasicas. En algunas células, aparte
de la localizacion nuclear, TcCAUK1 conserva la ubicacion observada en epimastigotes WT en
donde se la detecta alrededor del kinetoplasto. La distribucién en el nucleo de TcAUK1 varia entre
las distintas células, abarcando en unas todo el volumen nuclear mientras que en otras se observan

regiones del nucleo sin senal para TcAUK1 (Figura 33 A). En células en divisién, cuando el huso
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mitético estd formado y el nucleo ya se dividié, TcCAUK1 adopta una distribucién semejante a la
arquitectura del huso mitético, del mismo modo a lo observado en epimastigotes WT (Figura 33

panel B).
A.
= | DaPI
) .
B.

DAPI KMX-1 TcAUKA1
DAPI KMX-1 TcAUK1 Merge
' A

Figura 33. Localizacion de TcAUK1 en epimastigotes pTREX-TcAUK1. Por inmunofluorescencia con un

anticuerpo anti TcCAUK1 se estudi6 la localizacion de esta proteina en epimastigotes sobreexpresantes. A.
Epimastigotes interfasicos en donde se observa la localizacién nuclear de TcAUK1, con flechas se marcan
aquellas células en la cual TcAUK1 conserva la localizacion vecina al kinetoplasto. B. Epimastigotes en
divisién celular donde se marca el huso mitdtico con anticuerpo anti B-tubulina (KMX-1). El nacleo y el

kinetoplasto fueron marcados con DAPI.

La deslocalizacién de TcAUK1 en epimastigotes sobreexpresantes es en realidad una
“deslocalizaci n temporal’, ya que TcAUK1 en niveles end genos tambi n localiza en el n cleo. Lo
que sucede con la sobreexpresion es que esta localizacion sucede en una fase del ciclo celular en
que a niveles enddégenos no sucede. Con el fin de seguir la localizacion de TcAUK1 en
epimastigotes pTREX-TcAUK1 a lo largo de todo el ciclo celular, células sincronizadas fueron
marcadas para esta proteina y para B-tubulina por ensayo de inmunofluorescencia. Durante las
todas las fases del ciclo, excepto para la mitosis tardia y al citoquinesis, TcCAUK1 se localiza en el
ndcleo de todas las células. Por otra parte, en un porcentaje importante de células la marca de los
puntos en los extremos del kinetoplasto no es detectada, sugiriendo que los altos niveles causados
por la sobreexpresion provocan que la proteina pierda su localizacién en el kinetoplasto para pasar
a ubicarse en el nucleo celular. Durante la mitosis TCAUK1 en células sobreexpresantes muestra el
mismo comportamiento que en epimastigotes WT, donde se lo detecta en asociacién con el huso
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mitético hasta que éste es desensamblado en las etapas finales de la mitosis (Figura 34). En este
ensayo se detectdé a TcCAUK1 localizada en la hendidura de divisién de las dos células hijas durante
la citoquinesis. Esta ubicaciéon de la proteina no ha sido detectada en epimastigotes WT,
posiblemente porque la escision de las dos células hijas es un evento rapido que dificilmente pueda

ser detectado.

KMX-1 DAPI TcAUK1  Merge

G2/M

Figura 34. Localizacion de TcAUK1 a lo largo del ciclo celular en epimastigotes pTREX-TcAUK1.
Epimastigotes sincronizados fueron doblemente marcados con anticuerpos contra B-tubulina (KMX-1) y
contra TcAUK1, mientras que el ADN fue tefido con DAPI. En la figura se representan las distintas fases del

ciclo celular G1, S, G2/M y citocinesis (C).

El comportamiento en cuanto a la localizacién subcelular que muestra TcAUK1 en parasitos
sobreexpresantes muestra una fuerte relacién con el fenotipo observado en estas células. La
localizacién nuclear se corresponde con el fenotipo de la cromatina con mayor grado de
compactaciéon observado en estas células. Por otra parte, la ausencia de TcAUK1 en los extremos
del kinetoplasto puede que esté relacionado con el retraso observado en el tiempo de division de

esta organela que muestran las células sobreexpresantes respecto a las WT.
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6.2. Analisis funcional TcAUK2
Para generar epimastigotes sobreexpresantes de TcAUK2, el gen TcCLB.503685.10 fue clonado
en el vector pTREX. A nivel genético, se confirmé la copia extra del gen en el genoma de los
epimastigotes transfectados respecto a los WT (Figura 35 A). Habiendo obtenido asi una poblacién
de células transgénicas se procedio al clonado del cultivo. De un total de 16 clones recuperados
s6lo uno pudo ser confirmado respecto a la sobreexpresién de TcAUK2 (clon D7). Este clon mostrd
por Western blot la presencia de una banda de PM aproximado a 45 kDa, que es el valor esperado
para la proteina TcAUK2s (Figura 35 B). En células WT esta banda no es detectada, pero si
aparecen dos bandas de PM aproximado de 65 y 90 kDa. Estas dos bandas son similares en
tamano a las detectadas al estudiar el perfil de expresién de la TCAUK2 en las tres formas del
parasito. Por consiguiente, la deteccién de una banda correspondiente al PM esperado para la
proteina TCAUK2s en los epimastigotes transgénicos confirma que estas células sobreexpresan la

enzima.
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Figura 35. Epimastigotes CL Brener pTREX-TcAUK2s. A. Southern blot donde se detecta la copia extra
del gen en epimastigotes pTREX-TcAUK2, utilizandose como sonda la extensién completa del gen TcAUK2.
B. Western blot sobre extracto crudo de epimastigotes WT y pTREX-TcAUK2 (50 ug de proteinas totales) con
anticuerpos anti-TcAUK2 o anti-B-tubulina (control de carga).

6.2.1. Comportamiento del cultivo de epimastigotes pTREX-TcAUK?2

Durante el proceso de propagacion de los distintos clones recuperados se observé una gran
disparidad en la tasa de crecimiento, con clones cuyos cultivos pudieron ser propagados sin
dificultad y otros cuya propagacion demoré mas tiempo. El clon que resultdé positivo para la
sobreexpresiéon de TcAUK2 pertenecia al grupo de clones que pudieron ser propagados sin

dificultad. De todas formas, con el antecedente de este retraso en el crecimiento que mostraron
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algunos clones, el primer analisis que se realizé sobre los epimastigotes pTREX-TCAUK2 fue una
curva de crecimiento del cultivo. Para esto, cultivos de epimastigotes WT y pTREX-TcAUK2s con
igual concentracién inicial de parasitos (1x10° células ml™") fueron cuantificados cada 24 hs para
determinar el numero de células por ml de cultivo. El cultivo de epimastigotes pTREX-TCAUK2
mostré un crecimiento mas lento que el de células WT (Figura 36 A). Sin embrago, la diferencia
entre la tasa de crecimiento de unos y otros no fue muy amplia, y recién al dia 4 el cultivo WT
duplicaba en nimero de células al cultivo de sobreexpresantes (1,24x10” y 0,63x10’ células ml™,
respectivamente). Esta diferencia se mantuvo constante hasta el dia 7, en donde el cultivo de
células WT mostré una densidad de saturacién de 9,8x10” células ml" mientras que el cultivo de
sobreexpresantes presentaba una densidad de 4,5x10’ células ml"'. Este retraso leve en el
crecimiento del cultivo de epimastigotes pTREX-TcAUK2 denota la alteraciéon en la progresién del
ciclo celular en estas células. Con el objetivo de establecer qué etapa del ciclo se ve afectada por la
sobreexpresién de TcAUK2, epimastigotes WT y pTREX-TcAUKSs fueron arrestados con HU para
lograr la sincronizacion de las células en el ciclo celular y asi poder realizar un detallado
seguimiento en la progresién del mismo. Luego de incubar las células por 22 hs con HU 15 mM las
mismas fueron lavadas con PBS y resuspendidas en medio LIT fresco (desarresto). Se
recolectaron muestras a distintos tiempos para analizar por citometria de flujo la progresién del
ciclo celular en cada cultivo por medio del marcado del ADN con IP (Figura 36 B). De esta forma se
observo que hasta las 10 hs post-desarresto ambos cultivos progresan a la par en el ciclo celular. A
las 2 hs ambos cultivos se muestran en fase G1 (2C), mientras que a las 7 hs las células se
encuentran duplicando su ADN en la fase S (carga genética entre 2C y 4C), para finalmente a las
10 hs llegar ambos cultivos a la fase G2/M (4C). Es en estas fases donde los cultivos se comportan
de forma distinta, observandose un retraso en la progresién a través de las mismas en parasitos
sobreexpresantes de TCAUK2 (11 a 14 hs). Al analizar detenidamente el perfil de las curvas entre
las horas 11 y 15 se puede estimar que el tiempo de retraso entre un cultivo y otro es de
aproximadamente 60 minutos, y que a las 15 hs ya ambos cultivos muestran el mismo perfil de
curva de IP. Es en G2/M donde las células duplican sus estructuras y organelas para
posteriormente dividirse para formar dos células hijas. Por lo que el retraso mostrado por las
células sobreexpresantes de TCAUK2 puede estar reflejando la alteracion en alguno o varios de
estos procesos celulares que se desarrollan durante estas fases.
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Figura 36. Curva de crecimiento y progresion del ciclo celular en epimastigotes pTREX-TcAUK2. A.
Cultivos de epimastigotes WT y pTREX-TcAUK2 (n=3) fueron cuantificados para nimero de células por ml
cada 24 hs. Por cada punto se grafico el promedio de los tres cultivos con el error estandar. B. Por citometria
de flujo de células sincronizadas y cuyo ADN fue marcado con IP, se determiné la fase del ciclo celular de
muestras de parasitos tomadas a distintos tiempos post-desarresto (0 a 15 hs). El pico en 2C representa
células en la fase G1 (0 hs y 2 hs), el pico en 4C corresponde a células en fase G2/M (10 a 15 hs) y el pico
intermedio a 2C y 4C representa a células en fase S (7 hs).

6.2.2. Fenotipo de células sobreexpresantes de TcAUK?2

Para comenzar a estudiar el efecto fenotipico a nivel celular de la sobreexpresién de TcAUK2 se
observaron los epimastigotes pTREX-TcAUK2 por microscopia de fluorescencia. Para esto,
parasitos sobreexpresantes en fase exponencial de crecimiento fueron fijados con PFA 4% vy el
ADN fue marcado con DAPI. El primer rasgo detectado fue alteraciones de distinta naturaleza a
nivel de la carga genética. Algunas células mostraban miniestructuras de ADN por fuera del nacleo
y el kinetoplasto (Figura 37 Al), otras s6lo mostraban presencia de kinetoplasto (zoides) o un unico
nucleo (Figura 37 All), mientras que en otras se observd la presencia de dos con un Unico
kinetoplasto (2N1K). Estos desarreglos en la composicién genética de las células también se pudo
determinar por citometria de flujo de células obtenidas de cultivos asincrdénicos marcadas con IP.
En la curva de IP de un cultivo asincrénico en fase exponencial de crecimiento de epimastigotes
WT se distinguen los picos de G1 (2C) y G2/M (4C), separados por el valle de células en fase S
(Figura 37 C). En esta curva también se pueden distinguir picos discretos de células con carga
genética superior a 4C (8C) y un pequeno pico de células con carga menor a 2C (flecha roja). En la
curva de IP de epimastigotes pTREX-TcAUK2 no se observan picos discretos de células con carga
genética mayor a 4C, sino que existe un continuo de mayor amplitud que en células WT y que se
extiende hasta la altura del pico 8C. Este perfil de la curva refleja la presencia de las células con
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ditinto grado de poliploidia que contienen mayor carga génica que células 2N2K. En el otro extremo
de la curva de IP de epimastigotes pTREX-TcAUK2 se observa que el pico de células con carga
genética inferior a 2C es mayor respecto a los WT (Figura 37 C, flechas rojas). Este aumento se
puede explicar por un mayor nimero zoides, de células que poseen so6lo un nucleo o bien células
que han perdido parte de su ADN y que son la contraparte de las células 1N1K con miniestructuras
de ADN. El perfil de esta misma curva también muestra un valle de fase S de mayor amplitud,

atribuible a células 1N1K con presencia de miniestructuras de ADN.
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Figura 37. Fenotipo del cultivo de epimastigotes sobreexpresantes de TcAUK2. A. Imagenes de
fluorescencia de epimastigotes pTREX-TcAUK2 cuyo ADN fue marcado con DAPI. Las flechas blancas
marcan miniestructuras de ADN y las flechas rojas sefialan células con morfologia aberrante. B. Overlay de
DIC y ADN marcado con DAPI de epimastigotes pTREX-TcAUK2. Las flechas rojas sefalan células redondas
de tamano alterado. C. Density plot (izquierda) y curva de IP (derecha) de células WT y pTREX-TcAUK2
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analizadas por citometria de flujo. En el density plot 1a region blanca es la de mayor densidad de células y se
identifican las nubes correspondientes a las fases G1, S y G2. En las curva de IP las flechas rojas marcan el
pico sub 2C. D. Cuantificacion del tamano celular medio en cultivo de epimastigotes WT (n=73) y pTREX-
TcAUK2 (n=57), en el scatter plot cada punto representa una célula y la linea punteada marca el valor medio
de cada cultivo * errores standard (barras de error). En A. y B. la barra representa 2 um.

Junto con la aberracién en la carga genética, en el cultivo de epimastigotes pTREX-TcAUK2
también se detectaron numerosas células con morfologia alterada. Las alteraciones observadas
mostraron un patron heterogéneo, aunque como rasgos predominantes se detectaron células de
forma redondeada (Figura 37 B, flechas rojas) y células de morfologia aberrante con un tamarno
mayor al de las células WT (Figura 37 A, flechas rojas). Una cuantificacion del tamarno de las
células en cultivos en fase exponencial de crecimiento de epimastigotes WT y pTREX-TcAUK2
muestra que estos Ultimos poseen un mayor tamafio medio (78,32 pm? respecto a los 57,84 de las
células WT), acompanado por una mayor dispersion de tamanos (Figura 37 D). Si por citometria de
flujo se analizan dos parametros celulares como es el tamano de la célula (FSC-A) y su contenido
de ADN (PI-A), en un cultivo asincrénico en fase exponencial de crecimiento de células WT se
pueden distinguir 3 poblaciones mayoritarias bien definidas. Células en fase G1 de menor tamario y
menor contenido de ADN, que a medida que avanzan en el ciclo celular mantienen el contenido de
ADN constante mientras van incrementando su tamario. Las células en fase S muestran un tamafo
mayor que células en G1, el cual mantienen constante mientras aumenta su contenido de ADN. Y
por ultimo las células en fase G2/M, que conservan constante su contenido de ADN (4C) mientras
aumentan de tamarno hasta que ingresan en mitosis para reducir a valores de G1 su contenido de
ADN (2C) y su tamafo. La lectura de estos parametros celulares en un cultivo asincronico dibuja
una curva en forma de S recostada que se puede apreciar claramente en el density plot de
epimastigotes WT de la Figura 37 C. Al medir estos dos parametros en un cultivo de epimastigotes
pTREX-TcAUK2 la curva del density plot no muestra la forma en S bien marcada como en células
WT. Por el contrario, en este cultivo los limites de las poblaciones G1, S y G2/M se pierden y lo que
se presenta es una curva de aspecto lineal, reflejando la presencia de células con contenido
intermedio de ADN (miniestructuras). Esta curva también se diferencia de la de las células WT en
que muestra una nube de células en G1 de mayor tamafo (corrida hacia arriba en el grafico),

reflejo de un mayor tamano celular medio en este cultivo.

Con el objetivo de analizar con mayor profundidad las alteraciones morfolégicas observadas en los
epimastigotes pTREX-TCAUK2 se realiz6 una inmunofluorescencia contra B-tubulina en células
tomadas de un cultivo en fase exponencial de crecimiento. Durante la observacién de estas células
se identificaron una gran variedad de alteraciones a nivel de las estructuras de ADN: células que
sblo presentaban s6lo un Gnico ndcleo o kinetoplasto (Figura 38 V y VI), células con un

kinetoplasto y més de un nucleo (Figura 38 VII), células con miniestructuras de ADN (Figura 38 IV,
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VIl y VIII). A nivel morfolégico, en rasgos generales las células desarrollan un tamafo mayor que
las células WT (ya descripto anteriormente). Este mayor tamafo viene acompanado de alteraciones
estructurales que propician cambios en la morfologia de las células. La mas frecuente de estas
morfologias son células con aspectos de “siamesas” que muestran dos somas separados en su
parte posterior, unidos su parte anterior y con un unico flagelo. Estas células pueden presentarse
como 1N1K (Figura 38 I) o bien como 2N2K (Figura 38 VIII). En el caso de ser 1IN1K se puede
observar que el nucleo se ubica en uno de los somas de la célula mientras que el kinetoplasto se
aloja en el otro. En las células siamesas 2N2K cada parte posee un nucleo y un kinetoplasto. Por
otro lado, también se observaron células gigantes con aspecto de dos células juntas. Estas células
también pueden encontrarse como 1N1K o 2N2K. En las primeras el kinetoplasto y el nucleo
poseen una disposicidn relativa aberrante con el kinetoplasto lateral al nucleo (Figura 38 1V). En
otras células se observa una expansién de la regién de la base del flagelo, que tiene el aspecto de
formar un anexo separado del cuerpo celular, separado de éste por una zona de constriccion. En

todos los casos observados este anexo contiene estructuras de ADN con aspecto de ser el nacleo

celular (Figura 38 Il y VI, flechas blancas).
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Figura 38. Estudio morfologicos de epimastigotes pTREX-TcAUK2. Células sobreexpresantes de

TcAUK2 fueron fijadas en PFA 4% y marcado su citoesqueleto con anticuerpo anti-B-tubulina (KMX-1). El

ADN fue marcado con DAPI. Las barras representan 2 um.

Un aspecto sobresaliente de algunas células sobreexpresantes es que no son marcadas con el
anticuerpo contra B-tubulina (KMX-1). Entre estas células se encuentran las células redondeadas
descriptas anteriormente (Figura 38 Ill y VI, flechas rojas), con lo que la falta de microtubulos
podria ser las causa de la pérdida de su morfologia. Pero mas llamativo es la falta de marca para
B-tubulina en células de morfologia normal (Figura 38 | y VIII, flechas blancas), a las cuales

ubicamos como un estadio previo a las células redondeadas

6.2.3. Localizacion subcelular de TcAUK2 en células sobreexpresantes

Hemos visto por inmunofluorescencia en epimastigotes WT que TcAUK2 se localiza en la regién de
la base del flagelo, en las cercanias del cuerpo basal. Con el fin de determinar si los mayores
niveles de TcAUK2 provocan una deslocalizacién de la enzima, se analiz6 la ubicacién de la misma
en epimastigotes pTREX-TcAUK2 mediante un ensayo de inmunofluorescencia. De este modo se
observd que en células sobreexpresantes, TCAUK2 también se ubica en la region de la base del
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flagelo (Figura 39 A). Aunque también se detecta una marca citoplasmatica difusa y débil de la
proteina. Mediante inmunofluorescencia en células WT, se observd que TcAUK2 no parecia estar
asociada directamente al cuerpo basal. Para tratar de establecer de una forma mas precisa la
ubicacién exacta de TcAUK2 en células sobreexpresantes, se realizé un doble marcado con
anticuerpo contra TCAUK2 y un anticuerpo contra flagelo (L13D6). De esta forma se pudo observar
que en la mayoria de las células TcAUK2 se localiza en estrecha relaciéon con el nacimiento del
flagelo (Figura 39 B), a la altura donde éste atraviesa el bolsillo flagelar. Al enfocar en detalle el
aspecto de la marca de TcAUK2 (Figura 39 B recuadro) se observa que la misma posee forma de

filamento de poca longitud, con un diametro similar al del esqueleto del flagelo.

A. DAPI/TecAUK2 B. DAPI/TeAUK2 /L13D6

pTREX-TCAUK2

Figura 39. Localizacion de TcAUK2 en epimastigotes pTREX-TcAUK2. A. Inmunofluorescencia contra
TcAUK2 en epimastigotes fijados con PFA 4%. B. Inmunofluorescencia contra TcAUK2 y flagelo (L13D6) en
epimastigotes pTREX-TcAUK2 fijados con metanol. C. Inmunofluorescencia contra B-tubulina (KMX-1) en
epimastigotes WT y pTREX-TcAUK2, la flecha blanca marca polo del huso mitético con menor nimero de
microtubulos. En todos los casos el ADN fue marcado con DAPI. La barra representa 2 um.
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Tanto el flagelo como el kinetoplasto mostraron su secuencia de duplicacion tipica del ciclo celular.
Es decir que la progresién del ciclo en parasitos sobreexpresante conservé el orden de duplicacién
de estas estructuras que sucede con las células WT, encontrando en un cultivo asincrénico sélo
células con un flagelo y un kinetoplasto (1F1K), dos flagelos y un kinetoplasto (2F1K), y dos
flagelos con dos kinetoplastos (2F2K). En cambio, se observaron una gran cantidad de células en
las cuales el numero de nucleos por célula no se correspondia con ninguna fase del ciclo,
encontrdndose células 1F1K con dos nucleos (1F1K2N), células con flagelo y kinetoplasto pero sin
nacleo (1F1KON), o bien células con un flagelo y el nucleo sélo (1FOK1N). En estas ultimas el
nucleo se encuentra totalmente deslocalizado, con un tamafo reducido y morfologia no circular.
Estas observaciones muestran que, junto con alteraciones en la morfologia de la célula, la
sobreexpresion de TcAUK2 también provoca alteraciones en la morfologia nuclear y produce una
alteracion en el comportamiento del nucleo durante la divisién celular. En la mitosis nuclear es
fundamental la participacion del huso mitético, que se forma dentro del ndcleo al inicio de la mitosis
y dirige la segregacion de los cromosomas hasta que ambos nucleos hijos quedan establecidos con
idéntica composicién génica. Para tratar de verificar si el desbalance génico observado en
epimastigotes sobreexpresantes se debe a la alteracion de la estructura del huso mitético,
epimastigotes WT y pTREX-TcAUK2 fueron inmunomarcados con el anticuerpo anti B-tubulina
KMX-1. Al analizar las imagenes de inmunofluorescencia de células en mitosis nuclear se observa
que el huso mitético en epimastigotes pTREX-TcAUK2 pierde la simetria que si se observa en el
huso de células WT, detectandose que distinto numero de microtubulos que se originan en uno y
otro polo del huso (Figura 39 C).

Los fenotipos encontrados en células pTREX-TcAUK2 sugieren que la sobreexpresion de TcAUK2
provoca una alteracién en la estructura y dinamica de los microtubulos. Esto tendria su principal
efecto sobre la segregacion de las distintas organelas y estructuras que se duplican y separan
previo a la divisién celular (principalmente kinetoplasto, nucleo y flagelo). En casos extremos, esta
alteracion lleva a algunas células a perder totalmente su forma normal como consecuencia de la

ausencia total de fibras de microtubulos.

6.3. Analisis funcional de TcAUK3
Epimastigotes sobreexpresantes de TcAUKS fueron generados por transfeccion de la construccion
pTREX-TcAUKS. En el disefio de esta construccion se eligié la secuencia TcCLB.504655.30 (Tabla
1 seccién Resultados) como gen TcAUKS. Una vez realizada la transfeccion, y luego de tres
semanas de seleccion, se confirmé la generacién de epimastigotes transgénicos mediante ensayo
de Southern blot. En éste fue detectada la copia extra del gen TcAUKS en la poblacion de células
transfectadas (Figura 40 A). Una vez confirmada la transgénesis, a partir de la poblacion original de
transfectantes se obtuvieron cultivos clonales (22 clones) por la técnica de diluciones minimas.

Todos los clones recuperados fueron chequeados para los niveles de expresion proteica de
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TcAUKS por ensayo de Western blot, y s6lo uno resulté positivo y fue denominado clon G5 (Figura
40 B). Al analizar el perfil de bandas obtenido en epimastigotes pTREX-TCAUKS3 se detecta la
presencia de una proteina de PM aproximado a 55 kDa, que es el valor esperado para TcCAUK3
(56,3 kDa). En epimastigotes WT no se detecta una banda de este PM, por lo que la sola presencia
de la misma es suficiente para considerar al clon pTREX-TcCAUK3 como sobreexpresantes de esta
enzima. El resto de las bandas observadas en los epimastigotes sobreexpresantes también las
muestran las células WT, y son las mismas que se detectaron al estudiar el perfil de expresion de

TcAUKS en las tres formas del parasito (Figura 10 de resultados).
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Figura 40. Epimastigotes CL Brener pTREX-TcAUKS3. A. La confirmacion de la obtencién de epimastigotes
transgénicos se realizé por Southern blot para detectar la copia extra del gen en el genoma de los parasitos
pTREX-TcAUKS, utilizando como sonda la extensién completa del gen TcAUKS3. B. Por Western blot con
anticuerpo especifico anti-TcAUK3 se comprobd el mayor nivel de expresion de la proteina (flecha). Como
control de carga se utilizdé un anticuerpo anti B-tubulina.

6.3.1. Comportamiento del cultivo de epimastigotes pTREX-TcAUKS

Durante la recuperacion de los distintos clones se observd una gran disparidad en la tasa de
crecimiento entre los mismos, habiendo clones de crecimiento rapido, intermedio y lento. Incluso
tres clones de crecimiento muy lento no prosperaron y el cultivo termino por perderse. Esta
diferencia en el crecimiento de los cultivos nos llevd a pensar que la sobreexpresion posiblemente
afecte la tasa de division de las células. Por consiguiente, una vez establecido el cultivo del clon

elegido se analizo la tasa de division celular mediante una curva de crecimiento. Cultivos de células
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WT y sobreexpresantes se iniciaron con una densidad de 1x10° epimastigotes por ml y cada 24 hs
se cuantifico la concentracion de parasitos a lo largo de 7 dias continuos (Figura 41 A). Las células
sobreexpresantes de TcAUK3 muestran una tasa de crecimiento, que en términos relativos se
aproximaba al 75% del tiempo de duplicacion de los parasitos WT. Esto hizo que durante los dias
iniciales de cultivo las diferencias no sean notorias, y que si comience a ser significante durante la
fase exponencial de crecimiento del cultivo. En el dia 4 el cultivo WT duplica en numero de células
al cultivo de sobreexpresantes (1,24x10” y 0,63x10” células ml”, respectivamente). Al cabo de 7
dias la diferencia entre los dos cultivos se incrementa al casi el triple de densidad en cultivo WT
(densidad de saturacion de 9,8x10” células ml™") respecto al cultivo pTRX-TcAUK3 (3,44x10’
células ml™). Este retraso en el crecimiento del cultivo nos llevé a analizar el ciclo celular de los
epimastigotes sobreexpresantes para tratar de determinar cual era la fase afectada que provocaba
el retraso en el crecimiento de las células sobreexpresantes. Para esto, cultivos de células WT y de
células pTREX-TcAUK3 fueron arrestados con HU para lograr la sincronizacién de los mismos.
Luego de que las células fueron liberadas del arresto se tomaron muestras a distintos tiempos para
poder definir una cronologia de las distintas fases de ciclo celular mediante el marcado del ADN
con IP y citometria de flujo. Las curvas de IP a distintos tiempos mostraron que ambos cultivos
progresan en paralelo por las fases G1 y S del ciclo celular. Asi a las 11 horas post desarresto la
mayor parte de las células en ambos cultivos se encuentran en G2/M (pico 4C), y una pequena
proporcion en G1 (pico 2C). A partir de aqui se observa que el cultivo pTREX-TcAUKS sufre un
retardo en transitar las fases G2/M, y mientras que a las 12 hs en el cultivo WT existe una
proporcion similar de células en G1 y G2/M, recién a las 13 hs el cultivo de sobreexpresantes
muestra el mismo perfil de curva (Figura 41 B).
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Figura 41. Analisis del cultivo de epimastigotes pTREX-TcAUKS3. A. Cultivos de epimastigotes WT vy
pTREX-TcAUKS (n=3) fueron cuantificados para nimero de células por ml cada 24 hs. Por cada punto se
graficé el promedio de los tres cultivos con el error estandar. B. Por citometria de flujo de células
sincronizadas cuyo ADN fue marcado con IP, se determiné la fase del ciclo celular de muestras de parasitos
tomadas a distintos tiempos post desarresto. El pico en 2C representa células en la fase G1 (0 y 2 hs), el pico
en 4C corresponde a células en fase G2/M (10 a 15 hs) y el pico intermedio a 2C y 4C representa a células
en fase S (7 hs).

6.3.2. Fenotipo de células sobreexpresantes de TcAUKS

Con el objetivo de analizar el fenotipo de las células sobreexpresantes de TcAUKS3 se tomé una
muestra de un cultivo en fase exponencial de crecimiento, se fijaron las células en PFA 4% y se
marcé el ADN con DAPI para observacion en microscopia de fluorescencia. El primer rasgo
observado fue una alta proporcion de células con un contenido aberrante de nucleos y
kinetoplastos. Estas alteraciones se presentaban de distintas formas, encontrandose células
multinucleadas y con un kinetoplasto (XN1K, Figura 42 A flecha roja); células multinucleadas y sin
kinetoplasto (XNOK); células con un nucleo y sin kinetoplasto (1NOK); células con un kinetoplasto y
sin nucleo (zoides ON1K); y células con mas de 2 kinetoplastos y multiples nucleos (XNYK). Aparte
de la alteracién numérica, estas organelas también mostraron alteraciones estructurales como ser
la presencia de miniestructuras de ADN (Figura 42 A flecha roja), nucleos que se observaban como
un voluminoso agregado nuclear, o bien kinetoplastos de muy pequefio tamario con aspecto de ser
solo fracciones de esta organela (Figura 42 A flecha blanca). En forma general, estas aberraciones
en el numero de nudcleos y kinetoplastos parecian estar acompanadas por un aumento en el
tamano celular. Ante este hallazgo, y para obtener un panorama global de la composicién celular
en cultivos de epimastigotes pTREX-TcAUKS, se marcé el ADN de células sobreexpresantes
asincrénicas con IP y se analizaron las muestras por citometria de flujo. Este analisis, que también
se realizé para epimastigotes sobreexpresantes de TcAUK2, muestra que la nube de density plot
para células pTREX-TcAUK3 muestra el mismo perfil que en células WT, pero con la salvedad de
estar corrido hacia arriba en el eje SSC-A. Esto ultimo refleja que el cultivo de epimastigotes
pTREX-TcAUKS esta compuesto por células de mayor tamafno que el de epimastigotes WT (Figura
42 B). Para tener una referencia de los tamanos de las células sobreexpresantes se realiz6 una
cuantificacion del area celular en imagenes de microscopia de fluorescencia de células pTREX-
TcAUK3 y WT con sus microtubulos marcados con un anticuerpo anti B-tubulina. Los resultados de
esta cuantificacién muestran que el tamafo medio de las células sobreexpresantes (127,92 pm?) es
mayor al doble que el de los parasitos WT (56,58 um?). El perfil de la curva de contenido de ADN
de la poblacion de células pTREX-TcAUK3 es similar al que se observé para parasitos
sobreexpresantes de TcAUK2, donde respecto al WT hay una mayor cantidad de células con carga
génica menor a 2C (Figura 42 B flecha roja), es decir células con menos ADN que una célula 1N1K,
y un aumento de células con distinto grado de mayor cantidad de ADN que una célula 2N2K (4C).
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El valle entre los dos picos de carga génica normal (2C y 4C) también se observa aumentado en la
muestra de epimastigotes sobreexpresantes, reflejando la presencia de mayor cantidad de células
que se encuentran en el intermedio de las subpoblaciones 1N1K y las de 2N2K.
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Figura 42. Fenotipo del cultivo de epimastigotes sobreexpresantes de TcAUKS3. A. Células con el ADN
marcado con DAPI fueron observadas al microscopio de fluorescencia. Se observan célula multinucleada con
“miniestructuras” de ADN (flecha roja) y célula con kinetoplastos pequenos (flecha blanca). La barra
representa 2 um. B. Density ploty curva de IP de células WT y pTREX-TcAUK3 analizadas por citometria de
flujo. En el density plot |a region blanca es la de mayor densidad de células, las flechas rojas marcan el pico
sub 2C en la curva de IP. C. Izquierda: cuantificacién de células con carga génica aberrante en cultivo de
epimastigotes WT (n=241) y sobreexpresantes de TcAUK3 (n=198). Derecha: cuantificacion del tamano
celular medio en cultivo de epimastigotes WT (n=73) y pTREX-TCAUKS (n=59), en el scatter plot cada punto
representa una célula y la linea punteada marca el valor medio de cada cultivo + errores estandar (barras de

error).

Para analizar la morfologia celular de células sobreexpresantes, epimastigotes en fase exponencial
de crecimiento fueron fijados en PFA 4%, su citoesqueleto marcado con anticuerpo anti-B-tubulina
y el ADN con DAPI. Luego por microscopia de fluorescencia se observaron las células, estudiando

su morfologia y el contenido de ADN. Como se mencion6 mas arriba, el contenido aberrante de

131



Resultados - Analisis funcional de las proteinas TcAUKSs

ADN que se observa entre las distintas células es muy variado, y lo mismo sucede con la
morfologia de las mismas. Una caracteristica llamativa que se observa en algunas de estas células
es que la marca de B-tubulina no es homogénea, como lo es en células WT, sino que se pueden
distinguir puntos de mayor intensidad dispersos por todo el soma celular (Figura 43 1), lo que
estaria reflejando la presencia de multiples puntos de nucleamiento o agregado de tubulina. Por
otro lado, y al igual que se observd con la sobreexpresion de TcAUK2, fueron detectadas células
pequenas que han perdido la morfologia normal y no muestran marca para B-tubulina (Figura 43
I1). Nuevamente, al igual que en epimastigotes pTREX-TcAUK2, aqui también se detectaron
células “siamesas” unidas por la region posterior, y que también pueden ser agrupadas en las que
son 1N1K o bien 2N2K. En estas ultimas los dos pares de nucleo y kinetoplasto se localizan de un
mismo lado, quedando la otra parte de la célula sin ninguna estructura de ADN (Figura 43 IV y V).
Otro aspecto morfolégico observado en estos parasitos es la presencia de mas de un flagelo por
célula, incluso en aquellas que han perdido la morfologia caracteristica (Figura 43 1l y Ill). En
cuanto al contenido de ADN, estas células muestran rasgos similares a las sobreexpresantes de
TcAUK2, como ser la presencia de miniestructuras de ADN y células 1NOK o ON1K. Por otro lado,
aparecen rasgos unicos de esta condicién de sobreexpresion de TcAUKS3 y que son células con
mas de 2 nucleos (>2N, Figura 42 A), células cuyo nucleo adopta un aspecto de voluminoso
agregado nuclear (Figura 43 1) y células que muestran uno o mas kinetoplastos de tamano

notablemente inferior al normal (Figura 42 A, flecha blanca).
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Figura 43. Morfologia de epimastigotes pTREX-TcAUKS. Las células fueron fijadas con PFA 4%, los
microtlbulos fueron marcados por inmunofluorescencia con un anticuerpo anti B-tubulina (KMX-1) y se tifio el
ADN con DAPI. Las barras corresponden a 2 pm.

Para profundizar en el estudio de las alteraciones estructurales y morfolégicas que presentan las
células sobreexpresantes de TcAUKS3, epimastigotes fueron fijados con metanol y doblemente
marcados para B-tubulina (KMX-1) y para flagelo (L13D6). Las células que perdieron su morfologia
(Figura 43 I1) muestran un desorden total en el arreglo de los microtubulos, las estructuras de ADN
se presentan como grandes agregados sin una forma concreta y poseen mas de un flagelo. Esto
ultimo sugiere que se trata de células que comenzaron el proceso de mitosis, en las cuales se
concreto el crecimiento del nuevo flagelo pero falla la divisién y segregacion de las organelas de
ADN probablemente debido a una falta de estructura del citoesqueleto de la célula (Figura 44). Esta
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misma alteracion en los microtubulos podria estar provocando una imposibilidad por parte de las
células de llevar a cabo la citoquinesis.

DAPI KMX-1/L13D6

Figura 44. Morfologia de epimastigotes pTREX-TcAUK3. Células fijadas con metanol fueron doblemente
marcadas para microscopia de fluorescencia con Ac anti B-tubulina (KMX-1) y anti flagelo (L13D6), el ADN se
tind con DAPI.

6.3.3. Localizacion de TcAUKS3 en células sobreexpresantes

Para estudiar si con su sobreexpresion TcAUK3 conserva la localizacion subcelular que posee
cuando es expresada a niveles enddgenos, o bien sufre algun tipo de deslocalizacion, se realizé
una inmunofluorescencia con anticuerpo especifico contra esta proteina en epimastigotes pTREX-
TcAUKS. Asi se observd que células multinucleadas que mantienen la morfologia de una Unica
célula de tamano gigante mostraban una deslocalizacion de TcAUKS, siendo detectada la misma
en forma difusa por el citoplasma de la célula (Figura 45 1). En cambio, en el caso de estructuras
celulares que muestran aspecto de varias células que se mantiene unidas sin poder concretar su
separacion durante la citocinesis, TCAUK3 muestra localizacion puntual en las proximidades de
cada uno de los kinetoplasto que se encuentran dentro de estas células (Figura 45 11 y Ill). En
células con morfologia normal pero que muestra alterada la estructura del kinetoplasto (Figura 45
IV flecha blanca), TCAUK3 muestra una localizacién puntual en las proximidades de esta organela
al igual que en células WT. Todas estas observaciones parecen demostrar que la sobreexpresion
de TcAUK3 no produce mayores alteraciones en su localizacion. Considerando que TcAUK3 es
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una enzima, los mayores niveles de actividad debido a su sobreexpresidbn puede ser el
desencadenante del fenotipo observado, a pesar que la proteina se mantenga localizada tal cual
las células WT.

Figura 45. Localizacion subcelular de TcAUK3 en células sobreexpresantes. Epimastigotes pTREX-
TcAUKS fueron fijados con PFA 4% y sometidos a inmunofluorescencia con anticuerpo anti TcCAUK3 para
detectar su ubicacion dentro de las células. EI ADN fue marcado con DAPI. En IV el recuadro muestra una
amplificacién del kinetoplasto.

Ahora bien, cudl es la causa de este fenotipo que se observa en células sobreexpresantes de
TcAUKS. Al marcar las células con el anticuerpo anti B-tubulina se detectdé una severa
desorganizacion del citoesqueleto, con grumos de microtubulos dispersos por todo el cuerpo
celular. La alteracién en la dindmica de los microtubulos parece ser la causa principal por la cual se
observa este abanico de fenotipos, que si bien muestran un patrén en comudn, también muestra

bastante heterogeneidad y matices diferenciales entre las distintas células
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Discusion

Antes de iniciar la discusién de los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo,
considero importante introducir el estado actual del conocimiento sobre los temas aqui tratados. En
b squedas en las bases de datos del PubMed con la entrada “Cell Cycle” se obtienen un total de
376.436 referencias, al buscar “Trypanosoma” se obtienen 24.204 referencias. Ahora, al buscar la
interseccion de ambos el total de referencias obtenidas se reduce a 351. Mas especificamente,
sobre ciclo celular en T. brucei se pueden encontrar 247 trabajos, mientras que en T. cruzitan solo
95. Si se es un poco mas exigente con los requisitos de la busqueda, tenemos que trabajos que
contengan “Aurora kinase” y T. brucei hay solo 5, mientras que con “Aurora kinase” y T. cruzi el
resultado es nulo. Finalmente, y para contextualizar la relevancia de las Aurora quinasas, es
importante hacer notar que mas de la mitad de los resultados obtenidos al buscar informacién
sobre estas enzimas (1.089) son trabajos en cuyo titulo aparecen las palabras “Aurora kinase” y
cancer, mientras que mas del 50% de los trabajos publicados en los Uultimos dos afnos
corresponden al estudio de inhibidores de estas proteinas. Este Gltimo dato indica claramente los
esfuerzos que se estan haciendo para encontrar una quimioterapia eficiente utilizando a esta
familia de proteinas como blanco. Por consiguiente, consideramos importante todo avance que se
pueda realizar en un tema tan poco explorado y que en otros sistemas es considerado como un
posible blanco de drogas. Por otro lado, este trabajo aporta datos a un tema poco estudiado como
es la divisién celular en tripanosomatidos y el rol que juegan los genes Auroras quinasas en este

proceso.

Las Aurora quinasas son enzimas esenciales en la regulacién de la mitosis en células eucariotas.
En mamiferos hay tres Aurora quinasas: la Aurora quinasa A, que participa en el ensamblado del
huso mit6tico y también forma parte de la via de sefalizacion que permite la progresién de células
en G2 hacia la mitosis; la Aurora quinasa B, involucrada en el control de la correcta segregacion de
los cromosomas y también participa en la citoquinesis; y la Aurora quinasa C, que se expresa en
células germinales en las cuales controla procesos de la division celular. En Drosophila
melanogaster, donde las Aurora quinasas fueron descriptas por primera vez [109], se han
identificado dos Aurora quinasas. En el mismo sentido, el nimero de Aurora quinasas disminuye, y
también se ve modificada la funcibn que estas enzimas desempefan, en los taxones mas
primitivos. Esto posiblemente como reflejo a las variantes en la estrategia de divisién celular
presentes en organismos menos evolucionados. Ejemplo de esto es la Unica Aurora quinasa
presente en levaduras (Ipl1 en S. cerevisiae y Ark1 en S. pombe), la cual es requerida para el
ensamblado del huso y la segregacion de los cromosomas sin un aparente rol en la citoquinesis
[142]. La simplificacion en el numero de Aurora quinasas al llegar a organismos unicelulares no
parece ser la regla, ya que al menos en protozoos como T. bruceiy P. falciparum se han detectado
tres miembros de la familia. En T. brucei s6lo uno de los miembros es funcional y es donde mas se

ha avanzado sobre el papel que desempefia un gen Aurora durante la division celular de protozoos
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[173-175, 194-196]. En cambio, en P. falciparum los tres genes Auroras parecen ser funcionales
aunque sus roles no han sido descriptos aun [171].

Durante el desarrollo del presente trabajo de Tesis se detectaron y caracterizaron parcialmente tres
genes Aurora quinasas en Trypanosoma cruzi (TCAUK1, TcAUK2 y TcAUKS). Las secuencias
aminoacidicas de estas proteinas mostraron un alto nivel de conservacién en la regién del sitio
activo, e incluso todos los residuos involucrados en la actividad catalitica de la Aurora A humana se
mantienen conservados en las TcAUKs (Figura 5 de resultados). Otro dato que respalda la
pertenencia de los genes identificados como TcAUKSs a la familia de las proteinas Aurora quinasas
es el hecho que residuos especificos que distinguen a estas proteinas, respecto a otras quinasas,
se encuentran conservados (en Aurora A Leu210, Trp277 y Val 279). Del analisis de secuencia,
uno de los datos mas relevantes es la alta identidad que muestran las TcAUKs respecto a las
Auroras de T. brucei, y sobre todo el 80% de identidad que muestra TcAUK1 respecto a la Aurora
quinasa 1 de T. brucei. Este alto grado de conservacién, en comparaciéon con los otros genes
Aurora en estos dos organismos, nos da la idea de la importancia de TcAUK1 en la biologia del
parasito. El hecho que en los organismos protozoos haya tres genes Aurora en lugar de uno, como
en el caso de otros organismos unicelulares, puede responder a varios motivos. Lo primero que hay
que destacar es que los protozoos muestran una arquitectura celular compleja con estructuras
celulares atipicas. Otro aspecto es la division celular en estos organismos, en los cuales la
presencia del kinetoplasto modifica en parte las fases S y M del ciclo celular. Por altimo, hay que
tener en cuenta que los protozoos son células que a lo largo de su ciclo de vida se diferencian a
otras formas, variando su morfologia y arquitectura. Es posible que la funcién de los genes Aurora
en estos organismos se adapte a uno o varios de estos aspectos diferenciales de la biologia
celular. Un antecedente de esto es el hecho que la Aurora quinasa 1 de T. brucei muestra distintas
funciones entre las formas prociclica y sanguinea del parasito [174].

La mitosis y la meiosis son procesos fundamentales durante los cuales las células sufren profundos
cambios estructurales. Estos eventos son orquestados con una altisima precisién, activando y
desactivando distintas vias de sefializacion en el momento preciso y en la localizacion subcelular
adecuada. Uno de los principales coordinadores de estas actividades es el Chromosomal
Passenger Complex (CPC), conformado por la Aurora B, INCENP, Survivina y Borelina [158]. En
este complejo la Aurora B es el componente enzimatico, mientras que las otras tres proteinas
cumplen la funcién de regular la actividad de la Aurora y de conducir al complejo hacia las distintas
localizaciones que adopta durante la mitosis [118]. La ausencia de cualquiera de los componentes
del CPC conduce a la deslocalizacién del complejo con un concomitante bloqueo de la mitosis.
También se ha observado que la no conformaciéon del complejo provoca una alteracion en la
estabilidad de las proteinas que lo conforman, por lo que ser parte del complejo evita que estas

proteinas sean degradadas [197-201]. En S. cereviciae también se ha descripto la presencia del
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CPC, con la diferencia de que éste estd compuesto s6lo por homélogos de INCENP, Aurora B y
Survivina [202]. Dentro de este complejo la Aurora B sélo interacciona con INCENP y lo hace a
través de su regién N-terminal [142]. Al realizar los alineamientos de a pares de las TcAUKSs con las
proteinas Aurora de otros organismos hemos observado que la region N-terminal presenta una alta
divergencia, mientras que la C-terminal catalitica es la méas conservada (Seccion 2.3 de
resultados). El hecho que la regiéon con mayor divergencia sea la N-terminal, mediante la cual las
Auroras establecen interacciones con otras proteinas, probablemente sea un reflejo de la formacién
de diferentes complejos entre los distintos organismos. Esta diferencia en la conformacion de los
complejos denota la especificidad de la regulacién, que se adapta a las necesidades particulares
de cada especie. Las TcAUKs no escapan a esta observacién ya que estas proteinas fueron
incapaces de complementar la funcion de Ipl1 en levaduras mutantes termosensibles (seccion 2.3
de Resultados). Este resultado negativo no fue inesperado ya que en trabajos con Auroras de otros
organismos tampoco lograron una complementacion funcional de Ipl1. Solamente Bishchoff y
colaboradores obtuvieron una complementacién parcial cuando construyeron una quimera
conformada por el extremo C-terminal catalitico de la Aurora A humana y la region N-terminal de la
propia Ipl1 [141]. En T. brucei, se ha descripto que la Aurora quinasa 1 conforma un complejo con
dos proteinas (CPC-1 y CPC-2) que no poseen ninguna similitud de secuencia con los
componentes del CPC en otros organismos [175]. En este mismo trabajo, los autores reportan la
presencia de los genes homédlogos de CPC-1y -2 tanto en T. cruzicomo en Leishmania, por lo que
es posible que TcAUK1 también conforme un complejo funcional con estas proteinas.

Las proteinas Aurora quinasas son enzimas regulatorias involucradas en procesos celulares muy
sensibles. Esto hace que se encuentren bajo una estricta regulacibn que le imprime tres
caracteristicas al perfil de expresién de estos genes: i) son genes que sélo se expresan durante la
mitosis celular, es decir durante una ventana temporal acotada; ii) los niveles de proteina son
considerablemente bajos, incluso durante su pico de expresion; iii) las proteinas Aurora quinasas
son blanco de distintas modificaciones post-traduccionales que influyen tanto es su estado de
actividad como en su estabilidad. Estos tres rasgos de la expresién de los genes Aurora quinasas
podrian ser en parte la explicacién de lo complejo que result6é ser el estudio del perfil de expresién
de los genes TcAUKs. A nivel de transcripto se detecté que los tres genes TcAUKs se expresan en
la forma epimastigote (Figura 7 de Resultados) y que a su vez muestran variaciones en la
expresion entre las distintas formas que adopta el parasito a lo largo de su ciclo de vida (Figura 8
de Resultados). Considerando que la regulacion de la expresién génica en kinetoplastidos se da
casi exclusivamente a nivel post-transcripcional, el anélisis mas relevante del perfil de expresién de
las TcAUKs se enfocé en los niveles de proteinas detectados por medio de ensayos de Western
blot (Figura 10 de Resultados). Mediante estos ensayos se detecté a TCAUK1 y TcCAUKS en las tres
formas del parasito, mientras que TcAUK2 sélo fue detectada en epimastigotes. Un rasgo comun
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entre los resultados obtenidos en los Western blot para las tres TcAUKs es el mayor peso
molecular de las bandas detectadas respecto al esperado segun los datos obtenidos de la base a
los datos del Proyecto Genomas de T. cruzi. TcAUK1, cuyo peso molecular teérico es de 35,3 Da,
es detectada en las tres formas del parasito como una banda de PM un poco superior a los 40 kDa.
En vista de esto se consideré la posibilidad de que en la base de datos del Proyecto Genoma de T.
cruzi el marco de lectura correspondiente a este gen presente algun error y que en realidad el gen
sea de mayor longitud. Por consiguiente se analizé la posicion del ATG iniciador a partir de la
amplificaci n del fragmento 5’ del ADN copia obtenido en la RT-PCR (Figura 8 de Resultados), y
también se amplific la regi n 3’ con parte de la region intergénica inmediatamente downstream a
partir de ADN genomico. En ambos casos se confirmé la correcta lectura del marco abierto de
lectura presente en el Proyecto Genoma, por lo que descartamos la posibilidad de que la proteina
sea de un PM mayor al esperado. El perfil de banda que se observa en el ensayo de Western
muestra un “chorreado” que se inicia en el PM tedrico de la TcAUK1, lo que podria estar indicando
una modificacion covalente estable sobre esta enzima. Para el caso de TcAUK2 y TcAUKS, en el
Western blot se detectaron mas de una banda -dos bandas para TcAUK2 y tres bandas para
TcAUKS- y ninguna se corresponde con el PM esperado para las proteinas, que en el caso de
TcAUK2 es de 46 kDa y para TcAUKS3 57 kDa. En ambos casos todas las bandas detectadas
mostraron un PM superior al esperado, mostrando algunas bandas una diferencia superior a los 20
kDa respecto al valor tedrico. Para tratar de comprender este fenédmeno de alteraciéon del PM
aparente para las tres TcAUKs, planteamos la hipétesis que las TcAUKs presentan alguna
modificacién post-traduccional que modifica la corrida electroforética. Entre las modificaciones post-
traduccionales que sufren los genes Aurora la principal es la fosforilacion, pero la gran diferencia en
el PM de las bandas detectadas respecto al de las esperadas hace que descartemos la posibilidad
de que esta modificacion sea la causante del fendbmeno observado. Otras modificaciones post-
traduccionales descriptas para estos genes son la ADP-ribosilacion [203] y la SUMOilacion [204], e
incluso ambos tipo de modificacion estan descriptos en T. cruzi [205, 206]. El aspecto que
muestran estas modificaciones en un ensayo de Western blot es bien distinto. La ADP-ribosilacién
consiste en la adhesién de polimeros de ADP-ribosa de longitudes variables en residuos acidos.
Esta variabilidad de longitud de los polimeros se detecta en Western blot como un chorreado
continuo con un rango acotado de PM, y este es el aspecto de las bandas que se observan en el
Western blot realizado contra TcAUK1. Los polimeros de ADP-ribosa son degradados por una
enzima especifica denominada Poli-ADP-ribosa glicosilasa (PARG). Para evaluar si la modificacion
en TcAUK1 se trataba de una ADP-ribosilacion, se realizé un ensayo in vitro en el cual extracto
total de T. cruzi fue incubado con la enzima PARG. En el ensayo de Western blot (revelado con
anticuerpo anti TcCAUK1) la banda mostr6 una leve variacién en su corrida, ubicandose apenas por
debajo de la banda detectada en un extracto no tratado con PARG. Este resultado no nos permite

atribuir la diferencia de PM observado respecto al tedrico a la presencia de polimeros de ADP-
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ribosa unidos a TcAUK1. La SUMOilaciéon de una proteina corresponde a la adhesiéon de un
polipéptido, que en T. cruzi posee una longitud de 107 aminodcidos, a residuos lisina en el contexto
de un motivo consenso altamente conservado (WKXE, donde g corresponde a un residuo
hidrofébico y X puede ser cualquier residuo) [207]. Una proteina determinada puede poseer mas de
uno de estos motivos y por tanto se le pueden agregar mas de un polipéptido SUMO. Sin embargo,
el hecho de que los polipéptidos posean una longitud fija hace que esta modificacion se detecte en
un ensayo de Western blot como una banda discreta, y en el caso de proteinas con mas de un sitio
de SUMOilacién el numero de bandas puede ser multiple. Este es el perfil que se observa en los
ensayos de Western blot de TcAUK2 y 3, por lo que existe la posibilidad que estas proteinas
puedan ser blanco de SUMOilacion. Al analizar las secuencias proteicas de las tres TcCAUKSs para la
presencia de motivos consenso de SUMOilacion con el software SUMOPIot™ Analysis Program
(http://www.abgent.com/sumoplot), fue detectado un motivo con alto score en TcAUK1 y tres
motivos con alto score en TcCAUK2 y TcAUKS. Al ubicar estos motivos en el alineamiento multiple
de secuencia entre las TcAUKs y las Aurora quinasas de organismos modelo (Figura 5 de
Resultados) se observo que la lisina del unico motivo de TcAUKT1 junto a la de uno de los motivos
de las TcAUK2 y TcAUK3 se encuentran en una posicion altamente conservada. Incluso estos
mismos dominios de las TcAUKs se alinean con el motivo de SUMOilacién identificado en la Aurora
B humana. Estos datos respaldan la idea de que las TcAUKs puedan estar modificadas por
SUMOilacion. Acorde a esta hipétesis, la detecciébn de mas de una banda en los ensayos de
Western blot para las TcAUK2 y 3 puede ser el reflejo de que estas proteinas presenten
modificaciones en mas de uno de los sitios predichos para SUMOQilacién. Esta diferencia entre el
valor tedrico y el encontrado también se observd en el PM del Unico gen Aurora quinasa de D.
discoideum [169], el cual paraddjicamente también posee un sitio potencial de SUMOilacion.
Considerando que los genes Aurora poseen una estricta regulacidbn de su expresion, la no
deteccién por Western blot de TcAUK2 en las formas amastigote y tripomastigote no permite
concluir que esta proteina no se exprese en estas formas del parasito. Teniendo en cuenta que el
Western blot se realiz6 sobre extractos proteicos obtenidos a partir de una poblacion de células
asincrénicas, es posible que proteinas con regulacion temporal de su expresidbn no sean
detectadas mediante esta técnica. Este limitante puede ser subsanado al enfocar el andlisis en
células individuales. De esta manera, en estudios de inmunofluorescencia vimos que TcAUK2
muestra una expresién heterogénea tanto en tripomastigotes como en amastigotes. En la forma
tripomastigote se detectaron células con altos niveles de expresion en donde la proteina se
localizaba por todo el citoplasma, mientras que otras células presentaban niveles mas bajos de
proteina con una localizacion méas puntual (Figura 23 de Resultados). En amastigotes la diferencia
no fue tan notoria, pero también se pudieron distinguir células con todo el citoplasma marcado y
otras células con una localizacibn mas puntual de la proteina (Figura 24 A). Todas estas

observaciones respaldan la idea de que TcAUK2 posee una regulacion espacio-temporal de su
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expresion, pudiendo ser la causa de la imposibilidad de detectar la proteina por medio de un
ensayo de Western blot.

Para el estudio funcional de las TcAUKs se comenz6 analizando sus localizaciones subcelulares en
las distintas formas del parasito. Como primera aproximacion se expresaron las distintas TcAUKs
fusionadas a GFP en epimastigotes. A pesar de la baja proporcion de células con senal positiva
para la fusion en cada caso, esta estrategia nos permitid6 obtener conclusiones preliminares de
importancia. Para TcAUK1 se determindé su localizacion nuclear y para TcAUK2 se observé su
ubicacién en la region del cuerpo basal (Figuras 13 y 22 de resultados). La poca proporcion de
células fluorescentes en cultivos transfectados con las fusiones, comparado a la alta proporcién en
cultivos transfectados con GFP sola, nos da un indicio de la fuerte regulacion a la cual esta
expuesta la expresién de las proteinas TcAUKs. Este hecho mostré su lado méas extremo en el
caso de TcAUKS, que con tres eventos de transfeccion distintos nunca fue posible encontrar una
célula con expresion de la fusién. Ante este panorama, y con la obtencion de los anticuerpos
especificos para cada una de las TcAUKSs, se realiz6 el anadlisis de la localizacion de las proteinas
por ensayos de inmunolocalizacién. Junto con su localizacién subcelular, el estudio funcional de las
TcAUKs se complementd con la generacion de epimastigotes transgénicos con sobreexpresion de
cada una de estas enzimas. Las alteraciones fenotipicas en estas células sobreexpresantes mas la
localizacién de las proteinas, tanto en células transfectantes como en células WT, conforman los
datos cruciales que nos permitieron establecer los posibles roles de estas proteinas en la biologia

del parasito.

La proteina TcAUK1 muestra una localizacién variable en las formas replicativas del parasito
(epimastigotes y amastigotes). En epimastigotes sigue un patrén de localizacion ordenado que se
corresponde con la progresién del ciclo celular, mostrando un comportamiento dinamico durante la
division de la célula. El perfil de localizacion que se observa durante esta fase del ciclo es similar al
descripto para la Aurora quinasa 1 de T. brucei [173] y lo observado para la Aurora B [118]. Esto
demuestra que de los tres genes Aurora de T. cruzi, TcCAUK1 es el homélogo de la Aurora B de
humanos. La localizacion de TcAUK1 en interfase de epimastigotes es la misma que se observé en
las formas tripomastigote y en amastigotes. En estos ultimos la marca observada para esta
proteina parece corresponder a los antipodal sites adyacentes al kinetoplasto, aunque esto tendria
que ser confirmado por estudios de co-localizacién. Esta localizacién difiere de lo observado en la
forma prociclica de T. brucei, en los cuales la Aurora quinasa 1 se localiza en el ndcleo durante la
interfase [173]. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la localizacion de la Aurora quinasa 1 en
T. brucei fue determinada en células que sobreexpresaban a la proteina fusionada al tag de HA y
con un anticuerpo primario anti HA, lo que no permite detectar a la proteina endégena. Algo similar
observamos nosotros cuando sobreexpresamos TcAUK1 en epimastigotes, donde la proteina se

localiza en el nucleo durante la interfase (Figuras 33 y 34 de resultados). El hecho que la
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sobreexpresion de TcAUK1 provoque su localizacién nuclear puede significar que los mayores
niveles de esta proteina sea uno de los factores que determinen su ubicacion, y que en condiciones
salvajes la localizacién nuclear que adquiere en la mitosis sea en parte consecuencia de aumentos
en los niveles de expresion. Para evaluar esta hipotesis hemos analizado los niveles de TcAUK1 en
las distintas fases del ciclo celular en epimastigotes sincronizados mediante ensayos de Western
blot, pero no se pudo determinar una diferencia significativa en la cantidad de proteina entre las
distintas fases. La localizacion nuclear de TcAUK1 en epimastigotes sobreexpresantes se
corresponde con la pérdida parcial de su ubicacion en los extremos del kinetoplasto. En cuanto al
comportamiento que muestra esta proteina durante la mitosis se pude observar que es el mismo
tanto en epimastigotes WT como en los sobreexpresantes (Figuras 18 y 34). De modo que la Unica
alteracion en la localizacion de la proteina cuando es sobreexpresada es su localizaciéon nuclear y
su deslocalizacién de los extremos del kinetoplasto durante la interfase. Este patron de localizacion
de TcAUK1 en epimastigotes sobreexpresantes tiene una fuerte relacion con el fenotipo observado
en estas células. En metazoos la Aurora B es capaz de fosforilar a las histonas, y particularmente la
fosforilacién de la histona H3 por esta enzima se asocia a un mayor grado de compactacion de la
cromatina [208]. Es posible que los mayores grados de compactacién de la cromatina observados
en epimastigotes sobeexpresantes sea consecuencia de los altos niveles de TcAUK1 dentro del
ndcleo. Si bien no hemos podido comprobar que la TcAUK1 recombinante fosforile a la histona H3
de T. cruzi también recombinante, por medio de ensayos quinasas in vitro, no se puede descartar
que in vivo esto si suceda o bien que alguna otra histona sea el sustrato endégeno de TcAUK1. El
otro efecto fenotipico detectado en epimastigotes pTREX-TcCAUK1 es el retraso que muestran en la
progresion de las fases G2 y M del ciclo celular. Durante estas dos fases se produce la duplicacién
de las distintas organelas y estructuras que posteriormente seran heredadas por las células hijas.
Los tripanosomatidos muestran una secuencia ordenada de duplicacion de estas estructuras, que
en epimastigotes de T. cruzi viene dada por: duplicacion del flagelo, segregacién del kinetoplasto y
mitosis nuclear. Al analizar en epimastigotes sincronizados la progresién temporal de estos eventos
observamos que células pTREX-TcAUK1 mostraron un retraso en la duplicaciéon del kinetoplasto
(Figura 32). Por otra parte, en una alta proporcion de parasitos no hemos detectado la localizacion
de TcAUK1 en los extremos del kinetoplasto. Es posible que la localizaciéon subcelular de esta
enzima sea dosis dependiente, y que a los altos niveles alcanzados por la sobreexpresiéon
provoque que esta proteina localice en el nucleo en detrimento de su localizacion en el
kinetoplasto. Estos dos datos, en cuanto al retraso en el tiempo de duplicacién del kinetoplasto
junto a la baja disponibilidad de TcAUK1 en esta misma organela de los epimastigotes TcAUK1,
nos lleva a sugerir un posible rol de esta enzima en el proceso de division del kinetoplasto durante
la fase G2 del ciclo celular. Sin embargo, esta no es la unica funcién que estaria realizando la

enzima ya que como vimos anteriormente estaria involucrada en la mitosis nuclear. Otro rol
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atribuible a la TcAUK1 en base a lo observado en la Figura 34 es una posible participacion en la
escision celular hacia el final de la citoquinesis.

A diferencia de TcAUK1, a la cual fue posible relacionar de forma precisa con la funcién que
cumplen los genes Aurora en otros organismos, las proteinas TcAUK2 y 3 parecen mostrar
funciones mas especificas para los organismos Tripanosomatidos. En este sentido, si bien
ortélogos a estos genes fueron estudiados en T. brucei [173] e identificados en P. falciparum [171],
hasta el momento no se habia podido determinar el rol que estas proteinas cumplen en la biologia
de estos organismos. El estudio realizado en las Auroras quinasas 2 y 3 de T. brucei se basé en el
silenciamiento de ambos genes por ARNi, no detectandose fenotipo aparente. En contraposicién, el
enfoque adoptado en este trabajo fue la sobreexpresion de TcAUK2 y 3, que junto con estudios de
localizacién subcelular nos permitié alcanzar las primeras evidencias de la funcion de estas

enzimas en Tripanosomatidos.

Teniendo en cuenta las coincidencias en varios aspectos relacionados a la localizacion que
muestran estas proteinas y al fenotipo de epimastigotes sobreexpresantes, es que se procedera a
un andlisis en conjunto de los resultados obtenidos para ambas. Ambas proteinas muestran una
localizacién puntual en la regién de la base del flagelo, la cual no mostr6 variaciones entre las
distintas formas del parasito (Figuras 24, 25, 26 y 27 de Resultados). Esta regién esta conformada
por estructuras citoesqueléticas interconectadas e involucradas en la morfogénesis y segregacion
de las organelas durante la divisién celular. Ensayos de inmunofluorescencias en epimastigotes
fijados con metanol resultaron ser positivas para ambas proteinas, lo que indica que estas se
encuentran asociadas a estructuras citoesqueléticas, sin embargo su grado de asociacion a las
estructuras citoesqueléticas es diferente. TCAUK3 mostré una fuerte asociacién a estas estructuras,
evidenciada por su permanencia en extracciones citoesqueléticas (Figura 28 de Resultados).
Mientras que TcAUK2 no quedo retenida luego de las extracciones, reflejando una asociacién mas
débil de esta proteina al citoesqueleto. Los epimastigotes transfectados con estas enzimas
mostraron un fenotipo severo que comprometia la viabilidad celular. Atribuible a esto es el hecho
que sélo uno de de los clones recuperados a partir de la poblacién original para cada una de estas
proteinas haya mostrado bajos niveles de sobreexpresién, que ademdas se fueron perdiendo en
repiques sucesivos. Este efecto condicion6 el estudio de los fenotipos resultantes de la
sobreexpresién, y lo mostrado en este trabajo corresponde a los cultivos inmediatos posteriores a
la obtencion de los clones. Si bien el fenotipo preponderante en ambos transfectantes fue
alteraciones en el contenido de ADN celular, lo observado permite hacer una distincion entre
ambos sobreexpresantes. En epimastigotes pTREX-TcAUK2 el fenotipo mas llamativo fue la
presencia de células que no presentaban sefial cuando se realizé la inmunofluorescencia contra -
tubulina (Figura 38 de Resultados), sugiriendo la ausencia en las mismas de fibras de microtlbulos.

Considerando que la forma celular en tripanosomatidos se encuentra determinada por la presencia
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del corset subpelicular, la morfologia redondeada de algunas células sobreexpresantes (Figura 37
B y Figura 38) es otra fuerte evidencia de alteraciébn en la organizacién de estructuras
microtubulares. Otros fenotipos observados en estos parasitos son alteraciones con aberraciones
del contenido de ADN como consecuencia de una segregacién desbalanceada del material
genético. Una de estas aberraciones son células con miniestructuras de ADN, que estarian siendo
originadas como consecuencia del ensamblado de husos mitéticos multipolares. Otra alteracion en
la carga génica la muestran células con niumero aberrante de nucleo y kinetoplasto (ON1K y 2N1K).
La aparicion de estas células también puede ser explicado por alteraciones en la dinamica de los
microtubulos, cuya funcién durante la divisién celular es la de posicionar a los nucleos y los
kinetoplastos para garantizar que ambas células hijas hereden su correspondiente carga génica. El
fenotipo mostrado por los epimastigotes pTREX-TcAUKS, si bien también muestra alteraciones en
cuanto a la carga genética y la morfologia de la célula, es levemente diferente al que muestran las
células sobreexpresantes de TcAUK2. En cuanto al contenido génico, lo que caracteriza a las
células sobreexpresantes de TcAUKS es la alta poliploidia. Esta se observa de dos formas: células
multinucleadas y células con un voluminoso agregado nuclear (Figuras 42 A, 43 |, 44 y 45 de
Resultados). Mientras que las células multinucleadas se originan a partir de multiples rondas de
divisién nuclear en células que poseen bloqueada la citoquinesis, la presencia de un agregado
nuclear refleja sucesivas rondes de replicacién del ADN dentro de nlcleos que no pueden dividirse.
De esta forma, la sobreexpresion de TcAUK3 parece estar provocando la aparicién de dos
fenotipos contradictorios, mientras unas células son capaces de sufrir mitosis nuclear otras
muestran bloqueado este proceso. Si se observa la morfologia de ambos tipos celulares se puede
apreciar que si bien ambas poseen tamanos gigantes, las células multinucleadas conservan la
forma tipica de epimastigote (Figura 45 1), mientras que las células con el agregado nuclear
perdieron la morfologia de epimastigote y muestran una desorganizacion de su citoesqueleto
(Figura 43 ). De esta forma, es posible que en las células con el agregado nuclear lo que suceda
es que no se forme el huso mit6tico por una alteracién en la dindmica de los microtabulos y que por
tanto los cromosomas no sean segregados. Desde un punto de vista morfoldgico, es llamativa la
presencia de células que parecen en proceso de citoquinesis y que presentan el surco de divisién
en la mitad posterior de la célula. En células WT el surco de division ingresa desde el extremo
anterior de la célula, en la region entre los dos flagelos, y se extiende hacia el extremo posterior
para producir la division de las dos células hijas. Lo observado en células sobreexpresantes de
TcAUKS sugiere un cambio de polaridad en la formacion del surco de division, que sin embargo
parece no poder extenderse a lo largo de toda la célula. De esta forma, el efecto fenotipico principal
de la sobreexpresién de TcAUK2 y 3 parece ser la alteracion en la dindmica de los microtubulos.
Todos los eventos principales que suceden durante las fases G2 y M del ciclo (segregacién de los
kinetoplastos, duplicacion del cuerpo basal, crecimiento del axonema flagelar, mitosis y
citoquinesis) dependen de la polimerizacién y despolimerizacién de los microtubulos. Si bien ambas
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proteinas afectan la dindamica de los microtubulos, el fenotipo morfolégico de las células
sobreexpresantes permite diferenciar los procesos celulares que se ven afectados por la
sobreexpresion de cada una de estas enzimas. El efecto de la sobreexpresién de TcAUK2 parece
estar dirigido hacia el ciclo de division del nucleo y por esto el fenotipo preponderante de los
sobreexpresantes es el de células con fallas en la segregacién de la cromatina. Mientras que
TcAUKS parece actuar sobre el ciclo de division del kinetoplasto, lo que se ve reflejado en células
con esta organela fragmentada y con tipos morfolégicos que se corresponden a células con
imposibilidad de concretar la citoquinesis.

El objetivo original de este trabajo fue el de iniciar el estudio de una familia de proteinas que
hipotéticamente podrian desarrollar un rol relevante durante la progresién del ciclo celular de T.
cruzi. Los resultados obtenidos establecen una sélida base a partir de la cual se debera profundizar
los estudios para poder comprender cabalmente la funcidén especifica de este grupo de enzimas en
la biologia de este parasito. De las tres proteinas estudiadas, es sobre TcAUK1 donde se obtuvo
evidencia mas fuerte sobre su funcionalidad. Esta proteina mostré ser la homéloga funcional de la
Auora quinasa B de humanos, aunque también parece estar involucrada en un proceso exclusivo
de organismos kinetoplastidos como es precisamente la divisién del kinetoplasto. Por otra parte, las
proteinas TCAUK2 y TcAUK3 parecen ser los miembros de la familia con una funcibn mas
especifica de la biologia de tripanosomatidos. Sin embargo, los resultados obtenidos aqui respecto
a estas proteinas son bastante parciales y un trabajo mas exahustivo serd necesario para lograr
determinas la funcionalidad de ambas enzimas durante el ciclo de vida de T. cruzi.
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