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PDF. Péptido deformilasa.

pl. Punto Isoeléctrico.

PPi. Pirofosfato.

RNA. Acido ribonucleico.

RNAI. RNA de interferencia.

mRNA. Acido ribonucleico mensajero.

tRNA Acido ribonucleico de transferencia
gRNA. Acido ribonucleico guia.

rRNA Acido ribonucleico ribosomal

tRNAM Acido ribonucleico de transferencia de metioninina de inciacion.
tRNAM"¢ Acido ribonucleico de transferencia de metioninina de elongacion.
RP. Proteina ribosoma

s. Segundo

SBF. Suero bovino fetal.

SDS. Dodecil sulfato sodico.

SDS-PAGE. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida.
TAO. Oxidasa terminal alternativa.

TEMED. N,N,N’,N’- Tetrametil-etilenodiamino.
TLC. Cromatografia en capa fina.

Tet. Tetraciclina.

pL. Microlitro.

uM. Micromolar.

UTR. Regiones sin traducir.

V. Voltio.

Vinaee Velocidad maxima.
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VSG. Glicoproteina variante de superficie.

Xgal. 5-bromo-4-chloro-3-indolil-fD-galactosido.
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A. INTRODUCCION

A.L. INTRODUCCION

A.l.1. Enfermedades olvidadas

Las enfermedades olvidadas constituyen en términos generales un grupo de
condiciones patologicas cronicas, incapacitantes y desfigurantes que afectan a millares
de personas en todo el mundo, que no disponen de tratamientos eficaces y adecuados y
que se presentan mayoritariamente en escenarios de extrema pobreza, especialmente en
poblaciones rurales. En su mayoria se trata de enfermedades tropicales infecciosas que
afectan fundamentalmente a la poblacién mas pobre, como la malaria, la enfermedad de
Chagas, la leishmaniasis y la enfermedad del suefio, entre otras, que globalmente
generan un impacto devastador en la humanidad.

Protozoarios parasitos de la familia Trypanosomatidae figuran entre algunos de
los agentes causantes de estas enfermedades y a pesar de que la biologia basica de estos
organismos ha sido objeto de estudio intenso, este conocimiento no ha repercutido en el
desarrollo de herramientas terapéuticas efectivas para la poblacion afectada. Estas
enfermedades han sido sistemdticamente relegadas por los responsables de los
programas de investigacion, tanto del sector publico como del sector privado ya que los
afectados no representan un entorno lo suficientemente lucrativo que justifique una

inversion de la industria farmacéutica en investigacion y desarrollo de nuevos

medicamentos para estas enfermedades (www.dndi.org).

A.Il. ASPECTOS RELEVANTES DE LA FAMILIA Trypanosomatidae

A.IL.1. Taxonomia y ciclo de vida

La familia Trypanosomatidae pertenece a un grupo biologico peculiar del super
reino Eukaryota, clase Zoomastigofora, orden Kinetoplastida, género Trypanosoma,
subgénero Trypanozoon. Entre los kinetoplastidos se reconocen varios géneros que
incluyen tripanosomas de vida libre (leptomonas), parasitos exclusivamente de
invertebrados (Critidia spp y Leptomonas spp, entre otros), parasitos de plantas e

invertebrados (Phytomonas spp) y parasitos de vertebrados e invertebrados (como
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Trypanosoma spp'y Leishmania spp). Estos ultimos incluyen a las especies parasitas del
hombre.

El género Trypanosoma se caracteriza por utilizar dos huéspedes, uno
vertebrado y otro invertebrado, para completar su ciclo de vida. En términos generales
presentan similitud entre las especies, son flagelados unicelulares que son transmitidos
por insectos vectores, comparten fases de multiplicacion local en su hospedador
humano lo que va seguido de la diseminacion y localizacién en 6rganos especificos
donde pueden causar dafios potencialmente letales. Sin embargo, existen diferencias
entre ellos en cuanto a las manifestaciones clinicas de las enfermedades que producen y

la susceptibilidad a los tratamientos.

A.IL.2. Epidemiologia y transmision

Existen dos grandes grupos dentro del género 7Trypanosoma dependiendo de su
distribucion geografica y patogenicidad. Ambos son transmitidos a través de insectos.
El tripanosoma africano autdctono de ese continente causa una enfermedad conocida
como enfermedad del sueno, es transmitido a través de la saliva de la mosca tsetse, y
vive y se replica en el torrente sanguineo de su huésped vertebrado. La otra variedad
confinada al hemisferio oeste causa la tripanosomiasis americana o enfermedad de
Chagas, es transmitida a través de las heces de insectos que pertenecen a la subfamilia
Triatominae de la familia Reduviidae (Orden Hemiptera) y es un parasito intracelular

del hospedador vertebrado.

A.IL3. Trypanosoma brucei

Comprende 3 subespecies morfolégicamente idénticas pero que difieren en su
capacidad de infectar distintos huéspedes. Dos de ellas causan tripanosomiasis africana.
En el oeste y centro de Africa, 7. brucei gambiense causa una forma crénica de la
enfermedad del suefio que representa el 90% de los casos totales y con un tiempo
variable en cuanto a la aparicion de las manifestaciones clinicas de la enfermedad que a
menudo, cuando son detectadas, el paciente ya tiene afectado significativamente el
sistema nervioso central.

En el este y sur de Africa, 7. brucei rhodesiense causa una forma aguda que
representa un 10% de los casos donde en semanas o meses después es posible detectar
los primeros sintomas que indican que esta afectado el sistema nervioso central. La

infeccion con cualquiera de las especies es fatal si no es tratada. 7. brucei brucei no
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infecta al ser humano pero causa la enfermedad en muchas especies de animales
salvajes y domésticos, en algunos casos con importantes repercusiones econdémicas
negativas ya que es capaz de infectar al ganado produciendo una enfermedad conocida
como nagana.

T. brucei es transmitido por la mosca tsetse del género Glossina (orden
Diptera) la cual se encuentra exclusivamente en Africa en una zona que se extiende
desde el sur del Sahara hasta el norte del desierto de Kalahari (entre 14° norte y 29 ° sur
del ecuador). Como resultado de ello, la incidencia de la tripanosomiasis africana
humana tiene una distribucion espacial discreta. Se reconocen casi 300 focos activos
separados y algo mas de 60 millones de personas estan en riesgo de contraer la
enfermedad en 36 de los 52 paises de Africa. Muchos focos son areas rurales por lo que
estas cifras pueden estar sustancialmente infravaloradas (figura A.1.).

La incidencia ha pasado por diferentes etapas a lo largo del Gltimo siglo; de una
epidemia a principios de siglo a casi desaparecer a mediados de los afios 1960 debido a
un férreo control de la poblacion. Sin embargo, a partir de alli la vigilancia disminuy6
por lo que los casos de contagio aumentaron hasta llegar a unos 40.000 por afio a finales
del siglo 20 aunque estos datos no reflejaban la realidad y se estimé que existian entre
300.000 y 500.000 casos que permanecian sin diagnosticar.

Desde 2005, la vigilancia se ha reforzado y parece que la tendencia al alza se
ha invertido estimandose que existen entre 50.000 y 70.000 casos por afio. Menos del 10
% de la poblacion estd protegida y la OMS estima que cerca de medio millon de

personas son portadoras de esta enfermedad potencialmente fatal.

A.IL4. Trypanosoma cruzi

En 1985 la organizacién mundial de la salud estim6 que cerca de 100 millones
de personas en América Latina estaban en riesgo de adquirir la enfermedad de Chagas
con una prevalencia de infeccion de 7. cruzi estimada en 18 millones de casos. Dado
que el 15-30 % de la poblacion infectada desarrolla los sintomas de la enfermedad,
cerca de 5 millones de personas pueden manifestar los sintomas clinicos atribuibles a la
enfermedad de Chagas. Los programas de control del vector han conseguido reducir la

transmision en afios recientes (figura A.1.).
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Regiones endémicas para la enfremedad de Chagas

Paises endémicos para la enfermedad Gambiense del suefio
Paises endémicos para la enfermedad Rhodesiense del suefio
. Focos de tripanosomiasis africana

Figura A.1. Distribucion geografica de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei.

A.IIL INICIO Y PROGRESION DE LA ENFERMEDAD

La tripanosomiasis humana africana y la enfermedad de Chagas son
enfermedades cronicas, potencialmente fatales que experimentan diferentes estadios en
su curso natural. Después de la infeccion no existe inmunidad adquirida y no hay
vacunas. A diferencia de Trypanosoma cruzi y muchos otros protozoarios que adoptan
una existencia intracelular que les protege de la inmunidad humoral del huésped,
Trypanosoma brucei es estrictamente extracelular, estd expuesto totalmente a la
respuesta inmune del hospedador, aunque al igual que 7. cruzi pueden evadirla para
establecer la infeccion. Una densa cubierta de glicoproteinas altamente inmunogénica
protege contra la lisis mediada por el complemento. Una vez que la maduracion
especifica del anticuerpo ha tenido lugar, las inmunoglobulinas reconocen y lisan a la
poblacion de parasitos que transportan la misma proteina de superficie. Sin embargo, un
pequefio porcentaje de cada nueva generacion cambia a una nueva glicoproteina
antigénicamente diferente permitiendo la supervivencia.

La activacion policlonal de células B y la elevacion en la produccion de IgM

son caracteristicas de la tripanosomiasis humana. Estas reacciones pueden estar
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asociadas con respuestas a estas glicoproteinas de superficie variantes y podrian estar
involucradas en la immunosupresion general asociada a la enfermedad.

En el caso de Trypanosoma cruzi tras la entrada al huésped mamifero, invade
la célula hospedadora donde los macrofagos tienen un importante papel en la respuesta
temprana a la infeccion y en el transporte de parasitos a otros sitios del cuerpo donde se
transforman de tripomastigotes a amastigotes replicativos dentro de las células antes de
diferenciarse a tripomastigotes sanguineos que abandonan la célula para
subsecuentemente invadir otro tipo celular.

La superficie del parasito estd cubierta con glicoproteinas de tipo mucina las
cuales poseen una porcion N-terminal expuesta que estd unida a la membrana por
glicosilfosfatidil inositol (GPI) y tienen un papel importante en la proteccion de la
superficie del parésito y la adhesion celular asi como también en la activacion de
macrofagos del hospedador.

Aunque el tripanosoma africano ha recibido mas atencion con respecto a la
variacion antigénica, las mucinas de 7. cruzi tienen un papel similar en la
diversificacion de la respuesta inmune del huésped. 7. cruzi es un potente estimulador
de la inmunidad celular y la induccion de citoquinas proinflamatorias de macrofagos es
importante en el control de la infeccion y una consecuencia de la enfermedad de
Chagas. Las proteinas de superficie variables del tripanosoma africano parecen tener un

papel similar.
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Figura A.2.1 Ciclo de vida de 7. brucei (derecha). La tripanosomiasis africana es causada por la
infeccion con las subespecies 7.b. rhodesiense o T.b. gambiense. Cerca de 20 especies o subespecies de moscas
transmiten este parasito (pero solo 1 de cada 1000 tiene las condiciones de madurez en su glandula salival para
transmitir el parasito). Los tripanosomas entran en la mosca cuando ésta se alimenta durante la picadura de un
humano o animal infectado. Después de un periodo de cuatro semanas, experimenta cambios morfologicos y
fisiologicos en el tracto digestivo y en las glandulas salivares, donde se hacen infectivos. La mosca infectada ingiere
parasitos a través de la piel y estos viajan a través del sistema linfatico hasta el torrente sanguineo, donde se
distribuyen a través del cuerpo. El parasito continia replicandose por fision binaria. En el estadio final de la
enfermedad los parasitos invaden el sistema nervioso central y residen en el fluido cerebroespinal y espacios

intercelulares. (Stuart et al. 2008)
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Figura A.2.2. Ciclo de vida de T. cruzi (izquierda). La infeccion con 7. cruzi causa la enfermedad de
Chagas. El parasito es trasmitido a humanos por insectos de la familia Triatominae que se alimentan succionando
sangre a medida que depositan sus heces con tripomastigotes infectivos. Estos penetran e invaden células cercanas
dentro de las cuales se diferencian a amastigotes que se multiplican por fision binaria los cuales se transforman a
tripomastigotes y son liberados al torrente sanguineo, infectando multiples 6rganos y tejidos incluyendo musculatura
lisa, corazon y sistema nervioso central, entre otros, donde una vez mas se convierten en amastigotes. El insecto se
infecta cuando ingiere sangre con tripomastigotes sanguineos de un humano o animal infectado. En el insecto, el
tripomastigote experimenta transformaciones morfologicas y fisiologicas en el tracto gastrointestinal y se diferencia a

tripomastigote en el intestino (Stuart et al. 2008).
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A.IIL1. Tripanosomiasis africana

La enfermedad comprende 2 etapas que vienen determinadas por la progresion
del parésito dentro del huésped.

Fase 1. Después de la inoculacion en el sitio de infeccion los pardsitos
proliferan dando lugar a un nédulo inflamatorio o ulcera. A continuacion, se extienden
al nodulo linfatico y alcanzan el torrente sanguineo iniciando el estadio hemolinfatico
de la enfermedad el cual esta asociado a dolores en las articulaciones, fiebre, dolor de
cabeza, adenopatia y prurito. La rapida proliferacion del parasito es contrarrestada por la
respuesta inmune, pero la variacion antigénica permite la evasion, dando lugar a ondas
de parasitemia.

En esta fase los parasitos pueden ser detectados en la sangre, linfa o aspirados
de tejidos, sin embargo, a menudo estan por debajo de los niveles de deteccion. La
infeccion con la especie 7. brucei rhodesiense tiene frecuentemente un curso mas agudo
y puede causar fallo cardiacos, enema pulmonar o efusién pericardial que pueden ser
fatales.

Fase 2. En esta etapa los parasitos invaden organos internos entre ellos el
sistema nervioso central lo que puede ocurrir en pocas semanas después de la infeccion
con T. brucei rhodesiense aunque en el caso de T. brucei gambiense puede llevar entre
varios meses o afios. Se caracteriza por sintomas neurologicos severos entre ellos la
alteracion del ciclo de suefio, manifestacion que da nombre a la enfermedad, ademas de
alteraciones sensoriales y mentales con pérdida de peso, anormalidades endocrinas que
progresivamente culminan en coma y en muerte en el caso de que a la persona infectada

no se le administre un tratamiento efectivo.

A.IlL.2. Enfermedad de Chagas

T. cruzi es usualmente transmitido por vectores triatomineos infectados con
tripomastigotes metaciclicos. Las heces depositados por el insecto durante la ingesta
causan estimulos que conducen al individuo a infligirse microabrasiones que permiten
al tripomastigote atravesar la piel e invadir la célula huésped.

Fase aguda. Las manifestaciones clinicas de esta etapa comienzan 6-10 dias
después de la infeccion y pueden durar hasta 12 meses. Frecuentemente la inflamacion
en el sitio de infecciéon conduce a una lesién cutanea caracteristica que permite el

diagnostico sintomatico rapido. Muchos casos agudos aparecen antes de los 15 afios de
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edad, principalmente entre 1 y 5 afios. Usualmente la fase aguda no es detectada por
presentar a menudo sintomas que son tipicos de malestares comunes que se asocian a
otras infecciones, aunque el diagndstico es posible ya que los parasitos pueden ser
facilmente detectados en sangre periférica. Sin embargo, la muerte puede surgir debido
a miocarditis, meningoencefalitis, hepatoesplenomegalia o linfodenopatia. Esta fase de
la enfermedad finaliza cuando el balance inmunologico entre el hospedador y el parasito
reduce el numero de tripomastigotes circulantes, haciendo imposible la diagnosis
directa.

Fase crénica: después de la fase aguda el paciente se hace asintomatico. Cerca
del 70-85 % de las personas infectadas continia en este estado conocido como la forma
indeterminada de la enfermedad cronica para el resto de su vida. Otro 15-30 % de los
infectados desarrollaran manifestaciones clinicas que incluyen afecciones nerviosas,
cardiacas y digestivas. Estas aparecen entre 10 y 25 afos después de la infeccion inicial

siendo tipico en hombres de 20 a 45 afios de edad.

A.IV. QUIMIOTERAPIA CONTRA LA TRIPANOSOMIASIS

En el caso de la tripanosomiasis humana africana, la quimioterapia utilizada
depende de la fase de la enfermedad en la que se encuentre el paciente, por lo que el
diagnéstico temprano facilita la administracion del tratamiento inicial que suele ser
menos toxico y mas efectivo. Una proporcion sustancial de pacientes (2-12%) muere
como resultado del tratamiento. En la actualidad se emplean mayoritariamente cuatro
farmacos para el tratamiento de esta enfermedad. La pentamidina y la suramina se
utilizan en la fase 1 previa a la fase que afecta el sistema nervioso central. Contra la fase
tardia el tratamiento de primera linea es el melarsoprol. La eflornitina es 1til solo contra
T. brucei gambiense y aunque tiene pocos efectos secundarios, se requieren grandes
dosis lo cual limita su uso. El nifurtimox, aunque solo esta autorizado para su uso contra
la enfermedad de Chagas, ha demostrado una eficacia limitada contra la tripanosomiasis
africana. Ocasionalmente suele usarse un farmaco de uso veterinario conocida como
berenil (Diminazene) (Figura A.3.).

Ademas de la correcta eleccion y aplicacion de farmacos, el manejo efectivo de
pacientes con tripanosomiasis africana humana requiere atencion cualificada por parte
de médicos familiarizados con las complicaciones de la enfermedad y su tratamiento.

En el caso de la enfermedad de Chagas la terapia se basa en la utilizacion de

los compuestos heterociclicos nifurtimox y benznidazol. El nifurtimox es un nitrofurano
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introducido en la década de 1960 para el tratamiento de Chagas agudo. El fairmaco

produce un efecto tripanocida principalmente sobre tripomastigotes circulantes y es bien

tolerada por pacientes jovenes. Ambos farmacos inducen ocasionalmente serios efectos

secundarios y ninguno es eficaz contra la forma cronica de la enfermedad.

Las tripanosomiasis no so6lo suponen un grave problema social y de salud

publica debido al gran nimero de muertes que produce cada afio, sino que también

constituyen un serio problema para los paises que las padecen, impidiendo su desarrollo

econdmico. La necesidad de encontrar nuevos tratamientos para combatir estas

enfermedades es crucial para el resurgimiento socioeconémico puesto que los farmacos

disponibles actualmente son escasos, hay casos de resistencias y existen problemas de

toxicidad que limitan su administracion.
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A.V. ASPECTOS RELEVANTES DE LA BIOQUIMICA DE Trypanosoma brucei

A.V.1. Caracteristicas del metabolismo mitocondrial

Parasitos de la familia Trypanosomatidae no son solo de interés cientifico
debido a su importancia clinica sino que también sus caracteristicas bioldgicas inusuales
los convierten en un modelo interesante de estudio de procesos como la biogénesis
organelar y la organizacion estructural y funcional de la mitocondria. En esta familia de
protozoarios existe una unica mitocondria por célula que presenta una forma alargada
ocupando todo el eje longitudinal del parésito. A su vez, toda la informacién gendémica
esta contenida en una estructura especial conocida como kinetoplasto y que presenta una
de las organizaciones topoldgicas mas complejas para cualquier DNA encontrado en la
naturaleza (figura A.4.).

El kinetoplasto comprende una red gigante compuesta por dos tipos de DNA
circulares entrelazados con una topologia caracteristica e inusual conocidos como
maxicirculos y minicirculos (Feagin 2000; Liu et al. 2005; Sela et al. 2008). En diversas
especies de la familia Trypanosomatidae los maxicirculos codifican la mayor parte de la
informacion mitocondrial, funcionan de manera analoga al DNA organelar de otros
organismos y comprenden cerca de un 10% del genoma mitocondrial en
tripanosomatidos (Shapiro and Englund 1995). Aproximadamente 50 copias de cada
una de estas estructuras estan presentes en cada organulo.

El  kinetoplasto  codifica 13  proteinas de identidad conocida

(http://dna.kdna.ucla.edu/simpsonlab/; Estevez and Simpson 1999) entre las cuales

figuran el citocromo b del complejo bc1( CYb), las subunidades I-III de la citocromo ¢
oxidasa (COI-III), la subunidad 6 de la adenosina-trifosfatasa (ATPasa; A6), seis
subunidades del complejo de la NADH deshidrogenasa (ND1,4,5,7,9), una proteina
ribosomal (S12) y dos genes ribosomales (Figura A.5. y E.I.5.). Ademas estan presentes
5 marcos de lectura abiertos de funcion desconocida pero que parecen codificar

componentes adicionales de la NADH dehidrogenasa (figura A.5.).

10
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Figura A.4. Microscopia electrénica del Kkinetoplasto de C. fasciculata como ejemplo

representativo de la estructura genémica organelar de tripanosomatidos. A) Segmento de la red
intacta. B) Kinetoplasto descatenado por la topoisomerasa II, donde se observan minicirculos

individuales y un maxicirculo. Escala 0.3uM (Shapiro et al. 1999) (Giglione et al. 2000; Liu et al.

La estructura de los genes presentes en los maxicirculos es inusual, y se
denominan criptogenes, ya que la mayoria de los transcritos codificados deben ser
procesados intensamente para generar RNAms funcionales. Este proceso es mediado
por los RNAgs codificados por los minicirculos y contienen la informaciéon necesaria
para convertir los pre-RNAm codificados por los maxicirculos en sustratos funcionales
mediante un proceso que se conoce globalmente como edicion de RNA (Stuart et al.
2005). Los minicirculos de tamafo mas pequeio (0.65-2.5Kb) estan presentes en 5000-
10000 copias y conforman cerca del 90 % de la masa total de DNA formando una red
entrelazada. Su Uinica funcioén conocida es codificar los RNAgs aunque algunos estudios
sugieren que pueden codificar RNAs y proteinas en varios tripanosomatidos (Fouts and
Wolstenholme 1979; Rohrer et al. 1987; Shlomai and Zadok 1984; Singh and Rastogi
1999).
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Genes del maxicirculo de Trypanosoma brucei

+259 U's +553 U's +547 U's
-46U's B Us 41U
128 98 ND8 l ND7 ico 3
ND9 MURFS
+148 U's
. BUS
SaUs — oy ucol
Y C¥b MURF4 (AB) CR3 Co2 | MURF2
| | H [ 1
ﬁ MURF2|I A\ A mus
MURF1 ND1 9 : -4Us
e 12U 4 U's
gMURF 211 SBUS T
MURF2 ND4 RPS12 NDS

» CR5 (ND3)
et CR4 +325U's
+210 U's

-40U's
- BUS
NDS

[
6,700 bp

Region divergente

[] Gen editado (region no editada)
Il Gen editado (region pre-editada)
I Gen sin editar

Figura A.5. Mapa genético parcial del genoma mitocondrial de Trypanosoma brucei. El maxicirculo
se presenta de manera lineal. Genes presentados sobre la linea estan en sentido 5’a 3’ de izquierda a
derecha y genes por debajo de la linea estan en sentido 5’a 3° de derecha a izquierda. El numero de
uridilatos (U’) afiadidos y delecionados estan indicados en cada region editada y el niimero de sitios son
sefialados en paréntesis. La funcion de la region divergente, la cual consiste en repeticiones ricas en AT en
tandem de diferentes complejidades, es desconocida. 12S y 9S son los rRNA mitocondriales. CO =
citocromo oxidasa, MURF = marco de lectura del maxicirculo sin identificar, ND = NADH
dehidrogenasa, CYb = citocromo b, A6 = ATPasa subunidad 6, RPS12 = proteina ribosomal S12, CR1-
CR5 =regiones ricas en C 1-5. http://dna.kdna.ucla.edu
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A.V.2. Metabolismo energético

Durante las diferentes etapas del ciclo de vida los distintos miembros de la
familia Trypanosomatidae alternan entre un huésped vertebrado y un insecto vector.
Como resultado de ello, el pardsito se encuentra con ambientes que difieren
significativamente en cuanto a la cantidad y tipo de nutrientes disponibles asi como
también en la disponibilidad de oxigeno. Los cambios morfoldgicos que ocurren estan
asociados, entre otros factores, a las adaptaciones de su metabolismo energético. Todos
los tripanosomatidos usan carbohidratos como sustrato para el metabolismo energético
y su degradacion ocurre mediante glicolisis pero la organizacion de esta via es exclusiva
ya que en todos los miembros de esta familia las primeras reacciones de la via clasica
Embden-Meyerhof ocurren dentro de unos organulos conocidos como glicosomas y que
derivan evolutivamente de los peroxisomas (Figura A.6.) (Opperdoes 1987; Parsons et
al. 2001). El contenido exacto de glicosomas varia entre los distintos estadios del ciclo
de vida de una especie. En el caso de la forma sanguinea el 90% del contenido proteico
de los organulos consiste en enzimas glicoliticas (Aman et al. 1985).

La mitocondria de tripanosomatidos es particular no solo a causa de su
estructura, replicacion y organizacion gendmica sino también por su metabolismo
energético. En general, la mitocondria de mamiferos degrada piruvato a didxido de
carbono y, por lo tanto, produce equivalentes reductores (NADH y FADH,), los cuales
son oxidados por la cadena respiratoria y el oxigeno funciona como aceptor electronico
terminal. La mitocondria de tripanosomatidos funcionan también aerébicamente con
oxigeno como aceptor final, pero en todos los casos estudiados, el piruvato no es
oxidado completamente a dioxido de carbono. Por lo tanto, el metabolismo mitocondrial
de tripanosomatidos puede ser considerado como intermedio entre el de mamiferos y el
de muchos parasitos helminticos y diversos organismos marinos (Tielens et al. 2002;
Tielens and Van Hellemond 1998). El metabolismo glicosomal y mitocondrial ha sido
estudiado con mas detalle en especies de 7. brucei, pero se pueden hacer algunas

generalizaciones con respecto a otras especies de tripanosomatidos.
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A.V.3. Forma sanguinea

En esta etapa del ciclo de vida de 7. brucei, la mitocondria se caracteriza por
presentar una morfologia simple, sin crestas y muchas de las funciones mitocondriales
como el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria clasica estan reprimidas. Sin embargo,
contienen una oxidasa alternativa (TAO) a través de la cual los electrones de los
sustratos oxidados son transferidos al oxigeno (Chaudhuri et al. 1998) y que parece ser
esencial para la proliferacion celular (Helfert et al. 2001).

La fuente exclusiva de ATP es la glucolisis (Figura A.6.). La glucosa es
convertida completamente a piruvato como el tnico producto final y no se produce ATP
por fosforilacion oxidativa. Las siete primeras enzimas de la glucélisis que convierten
glucosa a 3-fosfoglicerato estan compartimentalizadas y la reaccion final que cataliza la
conversion a piruvato tiene lugar en el citoplasma (Visser et al. 1981).

Para mantener el balance redox glicosomal bajo condiciones aerobicas, el
NADH generado por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa es reoxidado por una
lanzadera mitocondrial (glicerol-3-fosfato) la cual esta acoplada a la TAO (Opperdoes
et al. 1977; Clarkson et al. 1989)(figura A.6.). Los equivalentes reductores producidos
en el glicosoma son transferidos a la mitocondria a través de una lanzadera clasica
glicerol-3-fosfato/dihidroxi-acetona fosfato. La glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dona
electrones al pool ubiquinona/ubiquinol, y el ubiquinol reducido es entonces el donador
de electrones para la TAO (Chaudhuri et al. 1998) (figura A.6.).

Sin embargo, la mitocondria contiene una ATPasa sensible a oligomicina
(FoF1-H ATPasa) (Williams and Frank 1990) aunque su nivel de expresion es mucho
mas bajo que en la forma prociclica (Williams 1994). La funciéon celular de este
complejo sugiere que esta involucrada en la generacion de una fuerza proton-motora a
expensas del ATP producido en la glicélisis (Nolan and Voorheis 1992; Nolan and
Voorheis 2000).

Este complejo funciona en sentido inverso a su papel clasico, hidrolizando el
ATP producido por la glucoélisis, bombeando protones desde la matriz al espacio de la
membrana interna, generando un gradiente electroquimico el cual es esencial para el
importe de iones y metabolitos a la mitocondria (Brown et al. 2006; Nolan and Voorheis
1992; Schnaufer et al. 2005).

Esta funcion reversa del complejo de la FoF1-H ATPasa es indispensable para

la forma sanguinea de Trypanosoma brucei y es de esperar que un inhibidor que
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especificamente inhiba la actividad ATP hidrolasa de este complejo, pero no la
actividad ATP sintetasa convencional del hospedador tenga actividad como agentes

tripanocidas (Zikova et al. 2009).
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Figura A.6. Representacion esquematica de las rutas involucradas en el metabolismo de

carbohidratos y aminoacidos en la forma sanguinea de Trypanosoma brucei.
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A.V4. Forma prociclica

La transformacion de la forma sanguinea a la forma prociclica estd
acompanada de cambios drasticos en el metabolismo energético (Durieux et al. 1991).
Esta etapa del ciclo de vida presenta una mitocondria con una estructura mas
desarrollada y mucho maés activa metabolicamente y que bajo ciertas condiciones
contribuye de manera importante a la generacion de ATP (Bienen et al. 1991). Del
mismo modo, las formas prociclicas presentan la maquinaria enzimatica completa para
el metabolismo oxidativo, incluyendo una cadena respiratoria que contienen citocromos
y que puede generar un gradiente de protones y dos oxidasas terminales (una citocromo
oxidasa sensible a cianuro y TAO).

En esta forma del ciclo de vida los niveles de glucosa parecen determinar el
flujo metabolico. En presencia de glucosa las células no dependen de la fosforilacion
oxidativa para la sintesis de ATP, siendo la fosforilacion a nivel de sustrato la principal
fuente. Sin embargo, en ausencia de glucosa las células desplazan su metabolismo al
catabolismo de aminodcidos y la fosforilaciéon oxidativa es esencial bajo estas
condiciones (Besteiro et al. 2005).

En lineas generales, el ciclo de Krebs no funciona del modo usual como un
ciclo completo (Hellemond et al. 2005) sino que tiene: 1) una parte catabdlica donde el
producto final de la glicolisis, el piruvato, puede ser metabolizado y descarboxilado
oxidativamente a acetil-CoA para producir acetato y succinato (Cazzulo 1992)
produciendo ATP por fosforilacion a nivel de sustrato y grandes cantidades de NADH
el cual es reoxidado por la cadena respiratoria y 2) otra parte anabdlica que implica la
formacion de citrato para la biosintesis de acidos grasos (figura A.6.).

La actividad de la cadena de transporte electronico para oxidar cofactores
reducidos (NADH) y generar un gradiente de protones es fundamental para el
mantenimiento de procesos esenciales y es empleada para la produccion de ATP por la
ATP sintetasa, aunque su importancia en la produccion de energia en esta fase del ciclo

de vida es motivo de controversia (Coustou et al. 2003).
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Figura A.7. Representacion esquemaitica de las rutas involucradas en el metabolismo de

carbohidratos y aminoacidos en la forma prociclica de Trypanosoma brucei.

A.V.5. Traduccion mitocondrial

En la mayoria de células eucariotas, el genoma mitocondrial codifica s6lo una

pequenia fraccion del proteoma organelar, de modo que la mayoria de las proteinas
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mitocondriales son codificadas en el nicleo e importadas desde el citoplasma. Ademas,
la mitocondria contiene un sistema de traduccion completo que requiere RNArs y
RNAts que son codificados por el genoma organelar. En plantas y algunos hongos, un
nimero variable de RNAts estdn ausentes del genoma mitocondrial y en estos
organismos la carencia es compensada por el importe de una pequefia fraccion de los
correspondientes RNAts citosolicos. En el caso de tripanosématidos todos los RNAt
necesarios para la traduccion mitocondrial deben ser importados del citosol. Una
caracteristica importante del importe de RNAts citosolicos a la mitocondria es que estos
son siempre de tipo eucariotico, mientras que el sistema de traducciéon mitocondrial es
de tipo bacteriano. Una serie de adaptaciones evolutivas del sistema de traduccion
mitocondrial permite el reconocimiento y uso apropiados de este tipo de RNAt.

La sintesis de proteinas se inicia con metionina en eucariotas y archaebacterias
y formil metionina en bacterias y organulos eucariotas (Figura A.7). En estos procesos

Met-i

participan dos tipos de RNAt; el RNAt iniciador, el cual incoprora la primera
metionina del peptido naciente y es usado para la iniciacion de la sintesis de proteinas y
el RNAtV*"® elongador el cual interviene en la insercion de metionina en la regiones
internas de la cadena polipeptidica naciente (RajBhandary 1994; Blanquet et al. 2000)
(figura A.7).

El RNAt""® elongador es similar en todos los organismos pero el iniciador
RNAt" puede ser subdividido en dos clases, el eucaridtico y el de tipo bacteriano. La

formilacién de metionina del RNAM

es necesaria en bacterias y organulos y estd
catalizada por la enzima metionil-RNAt™®" formil transferasa (MTF). Esta enzima estd
presente en organulos y bacterias pero ausente del citoplasma eucaridtico y en
archaeabacterias. El elemento de reconocimiento mas importante para la MTF es el
desapareamiento C-A en la posicion 1-72 la cual estd conservado en los RNAM!
bacterianos (Lee et al. 1991)(figura A.8). El RNAtY" eucaridtico y de archacabacteria
contiene un A-U en vez del desapareamiento mencionado (figura A.8.). Frecuentemente
en la mitocondria s6lo hay un RNAt sencillo el cual actud como un iniciador en el

estado formilado y como un elongador cuando no est4 formilado (Takeuchi et al. 2001).

Met-e Met-i

En estos casos el RNAt elongador se asemeja al RNAt™ ", pero sorprendentemente

contiene el par de bases A1-U72 como en el caso del RNA de tipo eucariotico. Al

Met-i
1 esta

comienzo del proceso de iniciacion de la traduccion, el RNAt cargado RNAt
unido al factor de iniciacion 2 (IF2), el cual promueve la interaccion dependiente de

GTP de este complejo con el ribosoma (Boelens and Gualerzi 2002). En el citoplasma,
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el IF2 eucariota (elF2) reconoce directamente al RNAt

Met-i

eucariotico y promueve su

unioén al ribosoma. En bacterias y organulos, sin embargo, el RNAt aminoacilado debe

estar formilado antes de que pueda interactuar con el IF2 de tipo bacteriano (figura

A8).
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Figura A.8. Caracteristicas presentes en la estructura de los RNAt. A) Estructura del RNAt de

elongacion representado como en la forma de trébol, incluyendo nucleétidos comunes a todos los RNAt

de elongacion (R=purina; Y= pirimidina). Caracteristicas estructurales presentes en el RNAt de

iniciacion bacteriano (izquierda) y eucariotico (derecha). Las fechas indican las caracteristicas

distintivas de estas estructuras. (*)= sitio de modificaciones especiales en la ribosa presentes en RNAt

de iniciacionde hongos y plantas.
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A.V.6. Iniciacion de la traduccion mitocondrial en Trypanosoma brucei

Met-i

A diferencia de otros RNAts tripanosomales, el RNAt estd localizado

exclusivamente en el citoplasma. Como consecuencia, el unico RNAt presente en la

mitocondria de T. brucei es el RNAt M+

eucariotico importado (Tan et al. 2002b). Se
ha demostrado que los tripanosoméatidos se adaptan a esta situacion formilando una
fraccion del RNAY"® importado de tipo eucariota usando una MTF, de mayor tamafio
que su equivalente bacteriana y humana y con una especificidad inusual de sustrato
(Tan et al. 2002a) ya que el factor IF2 de 7. brucei solo se asocia a través de sus
dominios en el extremo C-terminal al RNAt*"® formilado pero no al sin formilar

(Charriere et al. 2005).

A.V.7. Aminoacilacion de RNAt

Para ser usado en la traducciéon cada RNAt debe ser incorporado a su
aminoacido cognato. Esta reaccion de dos pasos dependiente de ATP es catalizada por
una enzima conocida como la aminoacil-RNAt sintetasa (aaRS). El aminoacido primero
es activado por el AMP y posteriormente reacciona con el RNAt para producir el
aminoacil-RNAt (LaCount et al. 2000). Salvo algunas excepciones, en general hay una
sola aaRS por cada aminodcido. En un sistema de traduccion definido, todos los RNAt
aceptan el mismo aminodcido, son llamados isoaceptores y serdn aminoacilados por el
mismo aaRS. Un mecanismo que asegura que un RNAt est4 cargado con el aminodcido
correcto se basa en la identidad de elementos en ciertas posiciones del RNAt que son
especificamente reconocidas por la aaRS (Normanly and Abelson 1989). Usualmente
los elementos de identidad son encontrados en el anticodon y/o el tallo aceptor. Para
unos pocos RNAt, sin embargo, los elementos més importantes de reconocimiento estan

presentes en otras regiones de la molécula de RNAt (Giege et al. 1998).

A.V.8. AaRS en eucariotas

En muchos eucariotas que no contienen cloroplastos hay dos grupos de aaRS:
un grupo se encarga de la aminoacilacion en el citosol y el otro grupo de cargar RNAts
en la mitocondria. Las aaRSs mitocondriales son codificadas en el ntcleo e importadas
a la mitocondria (Bullerwell and Gray 2004), aunque su origen evolutivo es bacteriano,
asi como el de los RNAts mitocondriales. Por lo tanto, es conocido que en muchos
eucariotas el grupo de aaRSs mitocondriales y citosélicos se superpone y que algunas

enzimas estan dualmente localizadas en ambos compartimentos (Small et al. 1998).
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A.VIL. PROCESAMIENTO POST-TRADUCCIONAL

El procesamiento post traduccional se refiere a las modificaciones posteriores
que tienen lugar en la estructura molecular de una proteina una vez sintetizada (figura
A.7). Las modificaciones incluyen una serie de procesamientos enzimaticos que el
polipéptido debe experimentar para progresivamente alcanzar una estructura
funcionalmente activa para cumplir su papel biolégico. Se producen una variedad de
posibles reacciones de modificacion en los extremos amino y carboxilo tales como:
incorporacion de oligosacaridos y grupos isoprenilo, formacion de puentes disulfuro y
adicion de grupos prostéticos, entre otros. Sin embargo las modificaciones mas comunes
encontradas en las proteinas son la acetilacion, metilacion y fosforilacion (Polevoda and

Sherman 2007).

A.VIL. PEPTIDO DEFORMILASA (PDF)

La sintesis ribosomal de proteinas en bacterias y organulos se inicia con la N-
formil metionina como primer aminoacido (Adams and Capecchi 1966). Este grupo
formilo debe ser estrictamente escindido para que la proteina pueda ser sometida a las
modificaciones post-traduccionales necesarias para su maduracion biologica (Solbiati et
al. 1999). La escision del grupo N-formilo de la metionina es catalizado por la enzima
péptido deformilasa (PDF) (EC 3.5.1.31) a medida que la cadena polipeptidica emerge
del ribosoma o inmediatamente después de completar el proceso de elongacion (Adams
1968; Adams and Capecchi 1966; Ball and Kaesberg 1973; Livingston and Leder 1969.
Al menos una PDF esta presente en todos los genomas de eubacterias secuenciados
hasta la fecha (Guilloteau et al. 2002).

La deformilacion de péptidos nacientes es una funcidn esencial para la
proliferacion en E. coli, Staphylococcus aureus 'y Streptococcus neumoniae (Mazel et al.
1994; Meinnel and Blanquet 1994; Chen et al. 2000; Margolis et al. 2001). La actividad
PDF fue descrita por primera vez a finales de los afios sesenta en extractos crudos de E.
coli 'y B. subtilis (Adams 1968; Adams and Capecchi 1966; Giglione et al. 2000) y
aunque gran parte del conocimiento basico de esta proteina proviene de estos estudios,
la actividad PDF demostréd ser extremadamente inestable y variable (Adams and
Capecchi 1966; Ball and Kaesberg 1973; Giglione et al. 2000; Livingston and Leder
1969), y s6lo comenzd a generar interés a finales de los 90 como un posible blanco de

accion de farmacos. Estas dificultades experimentales retrasaron las investigaciones
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detalladas de la PDF. El clonamiento del gen PDF de E. coli (Mazel et al. 1994;
Meinnel and Blanquet 1993) hizo posible purificar la proteina a homogeneidad y
permitio estudiar el origen de su inestabilidad.

La primera forma altamente pura de PDF contenia Zn™ como cofactor
metélico asociado y la enzima fue propuesta como una metaloproteasa de Zn™ debido a
su similitud con termolisina y otras metaloproteasas de la matriz. (Meinnel and
Blanquet 1993, Rajagopalan et al 1997; Meinnel and Blanquet 1995; Meinnel et al.
1996; Giglione et al. 2000); Ragusa et al 1998). Sin embargo, la baja actividad de la
enzima in vitro no era consistente con la alta actividad in vivo (Dardel et al. 1998) lo
que dio6 lugar a dudas en cuanto a la identidad del i6n metalico fisiologico.

No fue hasta 1997 cuando se completd la purificacion de una fraccion de PDF
activa, y se detectd que la enzima estaba asociada a un i6n hierro que era muy sensible
al oxigeno atmosférico (Becker et al. 1998a; Chan et al. 1997; Hu et al. 1998).

La concepcion erronea de que el zinc era el i6n metalico catalitico de la PDF
fue debido a la fuerte afinidad que presenta la enzima por este cofactor y a la
observacion de que una fraccion significativa de PDF aparece asociada al zinc. La
adicion de otros cationes divalentes como el Co®" o el Ni*" durante la purificacién ha
hecho posible obtener preparaciones estables y muy activas de la PDF bacteriana que
mantienen una actividad catalitica casi idéntica a la forma nativa dependiente de hierro.

(Becker et al. 1998a; Rajagopalan et al. 2000; Yuan and White 2006)(tabla A.1.).

Proteina Sustrato K ../K,, (M/s)
Fe*'- PDF f-ML-pNA 3.50 x10°
Co**- PDF f-ML-pNA 1.11 x10°
Zn**- PDF f-ML-pNA 3.1x10*
Fe*'- PDF f-MA 1.1 x 10°
NiZ*- PDF F-MA 1.0 x 10°

Tabla A.1. Comparacion de la actividad catalitica de la PDF de E. coli asociada a diferentes metales

(Aubart and Zalacain 2006).
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A.VIIL.1. Caracteristicas estructurales de la PDF

Todas las PDFs bacterianas estdin conformadas por pequefios mondmeros
compuestos de 160 a 200 residuos con pocas variaciones en la longitud de sus dominios
amino y carboxilo terminal. En todos los casos estudiados el extremo amino es esencial
para la actividad in vitro mientras que el C-terminal es prescindible para la actividad
deformilasa in vivo (Durand et al. 1999; Meinnel et al. 1996).

La PDF se pliega formando un dominio compacto que consiste en hojas beta
antiparalelas de 5 cadenas, un lazo beta de dos cadenas, dos alfa hélice convencionales y
dos helices cortas 3o (Giglione et al. 2000). En la estructura cristalina de la PDF de E.
coli, el dominio a baja temperatura adopta un plegamiento a-hélice, pero en solucion a
temperatura fisiologica (30-45°C) parece tener una estructura menos organizada (figura

A9)).

Figura A.9. Representacion de la estructura del centro catalitico de la péptido deformilasa de E. coli. Las
estructuras secundarias estan diferenciadas por colores. Las regiones a-helicoidal se indican en rojo y amarillo y
las regiones hoja P en azul claro mientras que el resto se indica en color gris. Las cadenas laterales de los tres
residuos de union al metal (Cis 90, His 132 e His 136) y de la GIn 50 y el Glu 133 estan presentadas en verde y
rojo, respectivamente. El cation metalico esta representado como una esfera verde. La localizacion de los tres
motivos conservados, el centro hidrofébico y los “bosillos”hidrofébicos S1°/S3” estan indicados (Dardel et al.

1998).
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El alineamiento de diversas secuencias de PDFs eubacterianas (tabla A.2) ha
permitido establecer que aunque las secuencias son muy diferentes, algunos residuos
estan significativamente conservados y conforman en conjunto tres regiones que
comprenden el bolsillo catalitico de la enzima, incluyendo residuos que estan
involucrados en la unién al sustrato y al cation metalico: (1)GeGeAAXQ (Motivo 1),
(2) EGCLS (Motivo 2) y (3) HEeDH (Motivo3) donde o es un aminoécido hidrofébico

y X es cualquier aminoacido (Mazel et al. 1997; Lazennec and Meinnel 1997; Giglione

et al. 2000) (tabla A.2.).

Dominio1 Dominio2 Dominio3
Consenso GXGXAAXQ EGCLS QHEXDHXXG
Escherichia coli GIGLAATQ EGCLS QHEMDHLVG
Vibrio cholerae GIGLAATQ EGCLS QHELDHLAG
Haemophilus influenzae GIGLAAPQ EGCLS QHEIDHLNG
Pseudomonas aeroginosa-1 GIGLAATQ EGCLS QHECDHLNG
Neisseria gonorrhoeae GIGLAATQ EGCLS QHELDHLMG
Bordetella pertussis-1 GVGLAATQ EGCLS QHEIDHLDG
Vibrio cholerae-2 GIGLAAPQ EGCLS QHEIDHLSG
Helicobacter pylori strain 26695 GIGLAAIQ EGCLS QHEIDHLNG
Enterococcus faecalis-1 GIGLAAPQ EGCLS QHEIDHLNG
Bacillus subtilis def GVGLAAPQ EGCLS QHEMDHLDG
Staphylococcus aureus defA AAGLCAPQ EGSIT LHIIDQMNG
Streptococcus pneumoniae-1 GVGLAAPQ EGCLS QHEIDHING
Streptococcus mutans GVGLAAPQ EGCLS QHEIDHTNG
Streptococcus pyogenes-1 GVGLAAPQ EGCLS QHEIDHING
Enterococcus faecalis-2 GVGLAAPQ EGCLS QHEIDHING
Bacillus subtilis ykrB GVGLAAPQ EGCLS QHEIDHLNG
Staphylococcus aureus defB GVGLAAPQ EGCLS QHEIDHLNG
Mycoplasma genitalium GIGIAANQ EGCLS QHEFDHLQG
Streptococcus pneumoniae-2 CVGLAANM EGCLS QHELDHLEG
Streptococcus pyogenes-2 CLGMAANM ESCLS QHELDHLEG
Bordetella pertussis-2 GVGLAAPQ EGCLS QHECDHLIG
Pseudomonas aeruginosa-2 GVGLAAPQ EGCLS QHECDHLIG
Mycobacterium tuberculosis GVGLAANQ EGCLS QHETGHLDG

Tabla A.2. Alineamientos de motivos del centro activo de diversas deformilasas procariotas. La

disponibilidad de secuencias de genomas ha permitido la identificacion y comparacion de homologos

de PDF. Ciertas porciones del gen estan altamente conservadas y corresponden al dominio catalitico

de la enzima. Los pocos residuos que divergen de las secuencias consenso estan subrayados (Yuan

et al. 2001).
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Estos motivos estan cercanos en el espacio y conforman tres motivos del sitio
activo, lo que inicialmente sugirié que la estructura tridimensional del sitio activo de
PDF debia estar conservada (Lazennec and Meinnel 1997; Meinnel et al. 1996).

La cisteina del motivo 2 y los dos residuos de histidina del motivo 3 estan
involucrados en la unién del metal al sitio activo (Meinnel and Blanquet 1995),
mientras que la glutamina del motivo 1 y la del motivo 2 son esenciales para la catélisis
debido a que estan directamente involucradas en el reconocimiento del grupo formilo y
en la estabilizacion del estado de transicion (Becker et al. 1998a; Meinnel et al. 1999;
Hao et al. 1999) (figura A.10.). La cadena lateral de serina del motivo 2 establece
enlaces de hidrogeno con la cadena lateral de glutamina en el motivo 1. Del mismo
modo, el carboxilato del glutamato del motivo 2 y el aspartato del motivo 3 establecen
puentes de hidrégeno con la cadena lateral de una arginina estrictamente conservada y
que se localiza entre los motivos 2 y 3 (Becker et al. 1998a; Dardel et al. 1998). El
ultimo residuo estrictamente conservado es una asparragina, localizada entre los
motivos 1 y 2. Su cadena lateral interactiia por puentes de hidrogeno con el esqueleto de
un aminodcido localizado en el extremo amino de la proteina.

La glicina y la alanina conservadas del motivo 1 han demostrado ser esenciales
para la catalisis. Se ha sugerido que el tamaino reducido de estas cadenas laterales deja
suficiente espacio dentro de la cavidad del sitio activo para la unién del sustrato
(Meinnel et al. 1999).

Otros residuos menos conservados participan en la optimizacion del
empaquetamiento de la estructura tridimensional (Dardel et al. 1998).

En términos globales esta red de interacciones hidrofobicas y de puentes de
hidrogeno hacen que la estructura de la PDF sea muy compacta y so6lida. Esto capacita a
la proteina para resistir el ataque proteolitico, ciclos de plegamiento y desplegamiento,
la congelacion y las altas temperaturas. La solidez de la cadena polipeptidica contrasta

fuertemente con la fragilidad del sitio de union a metal.
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Figura A.10. Esquema de interaccién entre el ion Ni’*, la molécula de agua y los aminoacidos

del sitio activo de la péptido deformilasa (Becker et al. 1998b).

A.VIIL.2. Sitio de union del cofactor metalico

Aunque la PDF nativa emplea Fe*" preferentemente en lugar de Zn®", el sitio
de unién a metal de estas proteinas es un buen ejemplo de una tradicional
metaloproteasa de zinc como termolisina (Vallee and Auld 1990). Contiene un motivo
HEXXH que conserva un residuo de glutamato que es esencial para la catalisis y que
posiblemente activa la molécula de agua unida al metal para la hidrdlisis del grupo
formilo del sustrato (Hao et al. 1999)(figura A.9.). Sin embargo, difiere en que la
cisteina de las PDFs es el tercer residuo que participa en la unién a metal junto con las
dos histidinas mientras que la termolisina usa el glutamato y otras metaloproteasas usan

un tercer residuo de histidina (Meinnel and Blanquet 1995).
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Las PDFs en general presentan tres bolsillos o zonas en el sitio de union al
sustrato ademas del sitio de union a metal. Empleando la nomenclatura clasica de
metaloproteasas estos bolsillos se denominan S1°, S2” y S3" y la posicion
correspondiente de unidn al sustrato o inhibidores estan sefialados como P1°, P2" y P3’

(Smith et al. 2003)(figura A.10.).

X o
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Figura A.11. Representacion esquematica del sitio activo de PDF y el estado de transicion del

sustrato.

Bolsillo S1°: es el sitio de union para la cadena lateral de la metionina del
sustrato y estd compuesta de varios residuos hidrofobicos. Este bolsillo presenta un
tamafio y una forma similar en las PDFs de diversas bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, con la tnica diferencia de que las PDFs de S. aureus y S. pneumoniae poseen
un bolsillo levemente mas amplio que la PDF de H. influenzae y E. coli (Smith et al.
2003). La unica sustitucion de un aminoéacido no conservado en esta region se dispone
en el borde entre los bolsillo S1"y S3". Este residuo es una leucina en E. coli (Leu-125),
H. influenzae (Leu-125), P. aeruginosa (Leu-127) y B. Stearothermophilus (Leu-146) y
una tirosina en S. neumoniae (Tyr-166), S.aureus (Tyr-147), T. maritima (Tyr-122)
(Guilloteau et al. 2002; Smith et al. 2003; Kreusch et al. 2003; Smith et al. 2003)

Bolsillo S2" y S3": aunque parecen superficies de depresion muy superficiales
y menos definidas en comparacion con el S1” presentan muchas diferencias en cuanto a
secuencia y tamafio entre todas las PDFs bacterianas (Aubart and Zalacain 2006). S2°
no es un bolsillo verdadero, forma un espacio en forma de tinel abierto apuntando hacia
el disolvente. Esta region definida es capaz de acomodar una amplia variedad de

cadenas laterales presentes en varios sustratos formilados (D'Souza V and Holz 1999).
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S3” es la region menos conservada del sitio activo debido a la insercion de dos residuos
entre la regiéon S1° y S2” en especies Gram-positivas en S. neumoniae. (Smith et al.
2003). Las diferencias estructurales que presentan los bolsillos del sitio activo entre las
diversas PDF bacterianas, han planteado que pueden ser consideradas para el disefio de
inhibidores mas selectivos y especificos frente a un patdogeno en particular (Smith et al.

2003)

A.VIL.3. Localizacion intracelular de la PDF en células eucariotas

Estudios iniciales sugerian que las proteinas sintetizadas en la mitocondria de
mamiferos retenian su grupo amino formilo (Giglione et al. 2000; Steffens and Buse
1976, Walker et al. 1991) lo que establecia que en humanos no existia la actividad PDF.
La ausencia de homogolos de la PDF bacteriana en el genoma de organismos modelo
como Saccharomyces cerevisiae y Caenorhabtidis elegans era consitente con la
concepcidon ampliamente aceptada de que la PDF no estaba presente en los organulos de
células animales y ni en hongos.

Sin embargo, los datos obtenidos a partir del reciente andlisis de otros genomas
eucariotas ha suministrado una vision diferente de la expresion de PDFs en el reino
animal y vegetal. Secuencias gendmicas que codifican homologos bacterianos de PDFs
han sido identificados en humanos y plantas superiores (Giglione et al. 2000) y se ha
demostrado que son funcionales en mitocondrias, plastidios y cloroplastos de diferentes
especies de plantas. Estas PDF son transportadas a la mitocondria o plastidios gracias a
la existencia de secuencias sefal especificas. Del mismo modo se han detectado
homologos de PDFs bacterianas en el genoma de protozoarios de importancia bioldgica
como Plasmodium spp y especies pertenecientes a la familia Trypanosomatidae tales
como Leishmania spp, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei causantes de

enfermedades parasitarias de alta prevalencia a nivel mundial.

A.VIIL.4. Clasificacion de las PDFs

La disponibilidad de secuencias completas de genomas eucariotas ha permitido
la deteccion de homologos de las PDFs bacterianas. Andlisis filogenéticos y de
cristalografia de rayos x de diversas PDFs incluyendo E. coli, H, influenzae,
Pseudomaonas aeruginosa, Thermotoga maritima, Plasmodium falciparum (Guilloteau

et al. 2002; Kreusch et al. 2003; Park et al. 2005; Smith et al. 2003), S. aureus, S
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pneumoniae, B. stearothermophilus y B. cereus han permitido determinar algunas
propiedades estructurales distintivas y a pesar de que la identidad de la secuencia global
difiere significativamente entre las PDFs eucaridticas y procaridticas, las estructuras
tridimensionales presentan una sorprendente similitud y se ha sugerido una clasificacion
“provisional” que no engloba el espectro entero de enzimas (Zhou et al. 2005) pero

permite agrupar los homodlogos de PDF en 3 clases principales (Fieulaine et al. 2005):

A) PDFs de tipo 1 :

En este grupo se han introducido todas las PDF eucariotas y que estan
localizadas en la mitocondria. Presentan una insercion entre las cadenas B, y B3y
variaciones sistematicas de aminodcidos en la proximidad del sitio activo. Dentro de
este grupo se distinguen dos clases:

1) PDF1A, dentro de la cual figuran la PDF humana y la PDF de A4. thaliana la cual ha
sido designada como enzima modelo para esta clase. Conforman dimeros en solucién y
en cristales.

2) PDFIB que corresponde a las de plastidios de plantas y Apicomplexa, algunas
bacterias Gram-positivas y todas las bacterias Gram-negativas y considera a la PDF de
E. coli como la enzima de referencia (Fieulaine et al. 2005).

Ambeas clases de PDF1 son funcionales en deformilacion y potencialmente inhibidas por
actinonina (Serero et al. 2001; Serero et al. 2003). A su vez conservan el mismo patron
de plegamiento, con excepcion de la region C-terminal la cual adopta un nimero de
estructuras intermedias a diferencia del resto de PDFs (Fieulaine et al. 2005). El sitio
activo estd bien conservado, especialmente en términos de quelacion del metal y el
mecanismo catalitico es estrictamente idéntico (Becker et al. 1998a; Meinnel et al.
1999, Hao et al. 1999). Sin embargo, PDF1A es altamente activa con zinc como
cofactor metalico mientras que la PDF bacteriana es inactiva cuando se reemplaza
hierro por zinc, a pesar de que ambas clases de enzimas presentan un ambiente de
coordinacion del metal y un sitio activo estrictamente idéntico, por lo que no esta claro a
que se debe esta diferencia en la actividad de PDFIB en presencia de zinc. PDFI1A
difiere significativamente de PDF1B en la secuencia aminoacidica ya que posee una
larga secuencia de insercion (CD-loop) que genera un bolsillo S3’ significativo.
Presenta también diferencias importantes con las PDFs bacterianas en cuanto a la
disposicion del sustrato en el sitio activo y que han sido estudiadas en detalle para el

disefio de inhibidores especificos (Serero et al. 2001; Serero et al. 2003).
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B) PDFs de tipo 2

Este grupo comprende todas las PDFs de bacterias Gram-positivas e incluye a
la PDF de B. stearothermophilus como enzima modelo. Comparada con la clase
PDF1B, las PDF de tipo 2 tienen dos inserciones en el extremo amino, las cuales estan
ausentes en las PDFIB. Esa tltima insercion esta localizada en la entrada del sitio
activo de las PDFs de muchas bacterias patogénicas. El extremo C-terminal de la PDF
de tipo 2 contiene varios residuos hidrofobicos y presenta una conformacion distinta a la
a-hélice de la PDF1B, conformando un lazo seguido de una cadena B que se disponen
en direcciones opuestas. El resto de la estructura, incluyendo el sitio activo, parece
plegarse del mismo modo que en el resto de las PDFs (Giglione et al. 2000; Lazennec
and Meinnel 1997).

Generalmente las PDFs tipo 2 son de mayor tamafio debido a diferencias en su
extremo amino o carboxilo terminal asi como también a la presencia de inserciones
internas. A pesar de la baja identidad de secuencia entre las PDFs de tipo 1 y tipo 2
(Guilloteau et al. 2002) ambos tipos exhiben estructuras tridimensionales muy similares
y modos de union a la actinonina y al sustrato f-MAS estrictamente conservados, lo que
ha facilitado el disefio de inhibidores y su eleccion como blancos de accion de

antibioticos de amplio espectro (Boularot et al. 2004) .

C) PDFs de tipo 3

La tercera clase de PDFs representa una serie de homdlogos recientemente
identificados en archaeabacterias y Trypanosoma spp. Estas secuencias presentan
algunos cambios en los motivos altamente conservados, siendo significativamente
diferentes a otras PDFs bien caracterizadas y ante la ausencia de evidencia experimental
se sugirié que era poco probable que funcionaran como PDFs (Boularot et al. 2004;
Leeds and Dean 2006). Teniendo en cuenta todas estas diferencias se ha sugerido que se

pueden disenar inhibidores de amplio espectro (Smith et al. 2003)
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C-ter E. coli B. stearothermophilus

Figura A.12. Comparacion del patron de plegamiento de diferentes PDFs. Las PDFs de E. coli, B.
stearothermophilus, A. thaliana y L. interrogans se muestran en purpura. La region CD se indica en amarillo y
la region C-terminal en rojo para demostrar las diferentes conformaciones observadas. Las inserciones 1 y 2 se
muestran en verde en las PDFs de E. coli y B. stearothermophilus. Las esferas grises representan el i6n
metalico y estan incluidas en la figura para indicar la conservacion estructural del sitio de union del cation

metalico (Fieulaine et al. 2005).
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A.VILS. PDF como blanco para el diseiio de antibidticos y antitumorales

Durante mas de 3 décadas fue ampliamente aceptado que las células eucariotas
carecen de PDFs. En vista de que esta enzima es esencial en todas las bacterias
estudiadas hasta la fecha, la PDF fue reconocida como un atractivo blanco para el

disefio de nuevos agentes antibacterianos.

La actinonina es un derivado hidroxamato pseudotripéptido natural que ha
demostrado ser un agente antibacteriano moderado desde 1960 (Gordon et al. 1962)
pero no fue hasta el afo 2000 (Chen et al. 2000) cuando se determind que inhibia
selectivamente la PDF bacteriana. Se han sintetizado muchos derivados de la actinonina

que han demostrado una potente actividad como antibidticos. Se ha completado

recientemente estudios clinicos en fase I para dos de estos derivados (tabla A.4.).

Inhibidores peptidicos

Clase Cpd Ki MIC Comentarios adicionales

Tiol 3 19 E. coli (75-100 uM), B. subtilis (6.4 uM) S.A.D.

P2’ i-Pr Actinonina <0.23° S a (32),8 pn (32),H i. (2),E. coli (64) Inestable in vivo

P2’ t-Bt BB-3497 <0.18° S a. (4-16),S. pn. (8), H.i. (0.25) Eficaz in vivo (oral)
BB-83698 ND S. a. (8d), S. pn. (O.Sd), H. i (32-64d) En fase I como antineumococo

P2’ Prolina VCR3324 12 S.a.(1-2),S. pn. (1), H.i. (1-4) Citotoxico (3pg/mL)
VCR3375 3 S.a. (1-a), S. pn. (8-32), H. i. (2-4) Eficaz in vivo (oral)
VCR4307 2 S.a. (0.5-1), 8. pn. (1), H. i. (2-4) Eficaz in vivo (oral)
LBM-415 ND  S.a %S pn (1% H i (8%, E f 4% En Fase 1

Inhibidores no peptidicos Cpd  IC50 (aM)° mIC Comentarios adicionales

Clase

Sulfonilo 24 16 S.a. (128), S. pn. (128), H. i. (2), S.A.D.

Sulfinilo 25 100 S.a. (16), S. pn. (32-64), H.i. (1) S.AD.

Benzamida 27 140 H.i. (2), E. coli (2-4) Eficaz in vivo (oral)

Biciclico 29 49 H.i. (16), M. Catarrhalis (4) S.A.D.

31 8400  S.a. (10) Eficaz in vivo (oral)
Macrociclico 38 0.33¢ S .a (16), S. pn. (2-4), H. i. (0.5), E. coli (12) Selectivo frente a MMPs

*MIC < 16pg/mL frente al menos a un organismo

S.a = S. aureus, S. pn.= S. pneumoniae, H.i.= H. influenzae, E. f.=E. faecalis

BE. coli PDF
°Ki inhibicion del tiempo
MICyy

S.D.A. = sin datos adicionales

Tabla A.3. Inhibidores de PDF con actividad antibacteriana. (Aubart and Zalacain 2006)
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A.VIIL. RUTA DE ESCISION DE METIONINA N-TERMINAL (NME)

Las modificaciones post-traduccionales que debe experimentar una proteina
para alcanzar un nivel 6ptimo de funcionalidad bioldgica dependen de ciertas sefiales
presentes en su secuencia N-terminal. En general, estas sefiales regulan la estabilidad de
la proteina mediante procesos que involucran el reconocimiento de motivos
estructurales para regular su degradacion constitutiva (Boularot et al. 2004; Breitschopf
et al. 1998; Flynn et al. 2003) y mecanismos universalmente conservados que
relacionan la vida media in vivo de una proteina y la identidad de su residuo N-terminal
y que se conocen genéricamente como la “Regla del extremo N-terminal” (Varshavsky
1996).

En eucariotas la region N-terminal contiene sefiales involucradas en la
distribucion intracelular de la proteina aportando una funcidn transitoria en el caso de
proteinas precursoras que una vez sintetizadas son dirigidas a su destino final donde la
secuencia es procesada. Sin embargo, independientemente del sitio de sintesis de
proteinas estos mecanismos compiten con otras vias co-traduccionales que también
dependen de la secuencia N-terminal del polipéptido. Estos eventos involucran otro
grupo de proteinas y en general son activados por la escision de la primera metionina de
la cadena polipeptidica. (figura A.13.).

La metionina es el primer aminoacido de proteinas recién sintetizadas, pero
dependiendo del organismo y del compartimento intracelular considerado es retirado en
un 55 a 70% de los casos en proteinas maduras para dejar un residuo N-terminal no
voluminoso tal como alanina, cisteina, glicina, prolina, serina, treonina o valina
(Boularot et al. 2004; Giglione and Meinnel 2001; Sherman et al. 1985). Aunque la
metionina es un residuo voluminoso y teéricamente desestabilizador, en algunos casos
parece aportar estabilidad (Varshavsky 1996; Worley et al. 1998; Lee et al. 2002). Sin
embargo en plantas, E. coli y levaduras el mantenimiento de la metionina N-terminal
desestabiliza la proteina pudiendo actuar como seial que dirige su degradacion. A veces
este parametro no es suficiente en si mismo para conferir una vida media corta a la
proteina, ya que existen otras caracteristicas cercanas a su primera metionina amino
terminal tales como la fosforilacion de residuos de serina (Sheng et al. 2002) que
pueden participar en la degradacion. El proceso global por el cual la metionina es
retirada de proteinas es conocido como escision de metionina N-terminal (NME). Es un

mecanismo co-traduccional irreversible que parece estar conservado desde eubacterias a
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eucariotas y se lleva a cabo antes de que la cadena polipeptidica naciente sea

completamente sintetizada (Arfin and Bradshaw 1988), iniciandose tan pronto como

emerge el primer residuo del tinel de salida del ribosoma y antes de que se inicie el

proceso de plegamiento tridimensional de la proteina (Ball and Kaesberg 1973; Pine

1969).
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Figura A.13. Representacion esquematica general de la ruta de biosintesis y modificacion post-

traduccional de proteinas.
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La naturaleza y el volumen de la cadena lateral del segundo aminoacido junto
con la actividad metionina aminopeptidasa (MAP; EC3.4.11.18) la cual, estad presente
en todos los organismos conocidos, son los principales determinantes del
mantenimiento o de la escision de metionina en posicion N-terminal (Boularot et al.
2004). El gen que codifica la MAP es esencial en eubacterias (Kobayashi et al. 2003
{Chang et al 1989; Miller et al. 1989). En muchas proteinas de gran tamafio es probable
que la metionina N-terminal no esté completamente accesible para el procesamiento por
la NME debido a la localizacion de la proteina o el plegamiento y/o enterramiento de
residuos N-terminales dentro de su estructura tridimensional (von Heijne 1989). Los
primeros trabajos sobre NME aparecieron a principios de los afios 60 (Adams 1968;
Arfin and Bradshaw 1988; Waller 1963; Meinnel and Blanquet 1993) y los datos
acumulados junto con la disponibilidad de datos gendmicos han permitido identificar
esta ruta como un atractivo blanco terapéutico (Bracchi-Ricard et al. 2001; Bradshaw
and Yi 2002; Giglione et al. 2000; Margolis et al. 2001).

Todos los organismos conocidos tienen MAPs. Las MAPs son metaloproteasas
que in vitro se activan fuertemente por diversos cationes divalentes, aunque se
desconocen con precision la naturaleza del cofactor metalico presente en condiciones
fisiologicas (D'Souza V and Holz 1999; Yang et al. 2001 Bradshaw et al. 1998). Hasta
la fecha se han descrito dos tipos de MAPs (Bradshaw et al. 1998). Las MAP-2 estan
presentes en archaebacterias (Tsunasawa et al. 1997) y en el citoplasma de eucariotas
(Arfin et al. 1995), mientras que las MAP1 se han encontrado en eubacterias (MAP1B)
y en el citoplasma (MAP1A) y organulos de eucariotas (MAP1D) a excepcion de
levaduras y nematodos (Giglione et al. 2000; Serero et al. 2003).

MAPI1 y MAP2 tienen una especificidad similar y la escision de metioniona
depende de la naturaleza del segundo aminodacido.

Todas las MAPs eucariotas tienen extensiones N-terminales entre 50-100
residuos de largo, mientras que en procariotas no existen tales extensiones. Es probable
que la secuencia N-terminal de MAPs del organtlo esté involucrada en la distribucion
del dominio catalitico y su exportacion al compartimento celular correcto (Serero et al.
2003). Las enzimas procesadas probablemente se asemejen a las MAPs bacterianas. La
MAPIA citoplasmatica también tiene una extension incluyendo un motivo de dedo de
zinc conservado. Aunque no estd involucrado en la actividad catalitica, este dominio
adicional no es retirado de la proteina madura y es esencial para la funcion celular y se

ha sugerido que facilita la interaccion con el ribosoma (Vetro and Chang 2002) Estas
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extensiones no se requieren para la actividad aminopeptidasa de las MAP2 en eucariotas
(Yang et al. 2001). El gen MAP es esencial en eubacterias (Kobayashi et al. 2003) y se
ha postulado que la NME es esencial ya que forma parte del genoma minimo requerido
para la viabilidad de eubacterias (Hutchison et al. 1999; Gerdes et al. 2003).

Existen pocos estudios acerca de la importancia de la NME citoplasmica en
eucariotas superiores o sobre la contribucion relativa de varias enzimas, sin embargo
parece ser que la MAP2 cumple un papel mas relevante en eucariotas superiores que en
levaduras (Boularot et al. 2004). Estudios en plantas indican que existen tres MAP1 que
se distribuyen entre plastidios y mitocondria y que en organulos el 92% de las proteinas
secuenciadas experimentan modificaciones N-terminal (Giglione and Meinnel 2001;
Giglione et al. 2000). Esta posibilidad se puede extender a organulos de otros
organismos como mamiferos y tripanosomatidos a pesar de que el proteoma codificado
por el DNA organelar contempla un niimero limitado de proteinas que pueden estar
sujetas a NME. Los tripanosomatidos contienen en su genoma dos secuencias que
codifican para homologos de MAPs, una para MAP-1 y la otra para MAP-2 lo que
conduce a pensar que en orgdnulos de plantas la maquinaria para el proceso de escision
de metionina N-terminal estd presente y pudiera ser operativa.

Las aminopeptidasas juegan un papel fundamental en el metabolismo de
proteinas participando en el recambio y en la regulacion del pool de aminoacidos
intracelular. Son esenciales para el metabolismo, crecimiento y desarrollo de todas las
células y tejidos y son parte de procesos que regulan el sistema inmune y neurologico.
Mantienen un amplio espectro de funciones fuera de la célula, en la superficie o incluso
en los alrededores. Su participacion en la causa o mantenimiento de ciertas patologias,
particularmente el cancer, ha motivado el interés en su estructura y funcién con la
esperanza de nuevos tratamientos. Actualmente se reconocen que son determinantes en
la fisiologia celular de muchos parésitos, incluyendo el agente causante de la malaria, lo

que ha abierto nuevas vias para el desarrollo de nuevas farmacos (Mucha et al.).
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A.IX. LAS PEPTIDO DEFORMILASAS DE TRIPANOSOMATIDOS COMO
DIANAS TERAPEUTICAS FRENTE A ENFERMEDADES PROTOZOARIAS

Las modificaciones post-traduccionales constituyen un proceso esencial para
completar el procesamiento de proteinas el cual es necesario para alcanzar su madurez
bioldgica siendo determinantes para su funcionalidad final. Estos procesos en bacterias
requieren estrictamente la escision del grupo N-formilo de la metionina para que las
enzimas procesadoras puedan reconocer y actuar procesando la proteina.

La PDF es una metaloproteasa esencial, estd presente en todos los genomas de
eubacterias estudiadas hasta la fecha y cataliza la escision hidrolitica del grupo N-
formilo en todos los polipéptidos recién sintetizados. Es uno de los blancos bioquimicos
mejor caracterizados y validados en la busqueda de nuevos agentes para tratar las
infecciones de tipo bacteriano de amplio espectro. El incremento continuo de resistencia
a antibidticos incluyendo la aparicion de resistencia a multiples farmacos en patogenos
comunes, ha creado la necesidad de busqueda de nuevos antibidticos con nuevos
mecanismos de accion. La traduccion de proteinas bacteriana y la eucaridtica
mitocondrial comparten componentes y mecanismos comunes con lo que este proceso
también constituye en patdgenos eucaridticos una atractiva diana terapéutica. Es de
esperar que las diferencias en cuanto a estructura y secuencia sean explotables desde un
punto de vista quimioterapéutico.

Estudios recientes en P. falciparum han confirmado la esencialidad de la PDF
en estos organismos y se ha demostrado que inhibidores experimentales de la PDF
inhiben el crecimiento intraeritrocitico, apuntando a la PDF como un novedoso blanco
terapéutico para el disefio de farmacos antimalaricos.

En el caso de los tripanosomatidos, existen dos homdlogos de PDFs
bacterianas, lo que sugiere que la maquinaria para la deformilacion o escision de
metionina esta presente en estos organismos. En definitiva, es posible que los procesos
de deformilacion y modificacion post-traduccional tengan una relevancia fundamental
en el metabolismo de orgéanulos de tripanosomatidos y que las PDFs constituyan una

interesante diana para la disefio de inhibidores selectivos.
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B.I. MATERIALES
B.I.1. LINEAS CELULARES
B.1.1.1. Parasitos

Los parésitos protozoos utilizados pertenecen a la subespecie de 7. brucei brucei
que causa la tripanosomiasis africana en animales. En este trabajo se han utilizado dos
lineas celulares:

T. brucei brucei 449: linea celular de la forma prociclica que contiene un
represor inducible de tetraciclina (TetR) unido a operadores inmediatamente después del
sitio de inicio de transcripcion del promotor de la PARP (Ppyrp.1i) (Biebinger et al.
1997). Se utilizé para el estudio del RNAI la estrategia de estructura tallo-lazo. El
cultivo de esta linea celular requiere la adicién de fleomicina a 0.5 pg-mL™".

T. brucei brucei S16: linea celular de la forma sanguinea que lleva integrados
genes para la T7 RNA polimerasa y para el represor inducible de tetraciclina (TetR)
(Wirtz et al. 1999). El cultivo de esta linea celular requiere la adicion de G-418 a 2.5

ug-mL'l.
B.1.1.2. Bacterias
Fueron empleadas las siguientes cepas de Escherichia coli:

XL1-Blue (Bullock et al. 1987) Rec Al, end Al, gyr A96, thi-1, hdsR17, supE44,
relAl, lac [F'proAB lacl?ZAM15 Tn10 (Tet)]

BL21(DE3) (Phillips et al. 1984) F" decm, ompT, hsdS (r[Jg ~mp ))gal A, BL21(DE3)
pLysS F dem, ompT, hsdS (r[Jg mg “)gal A (DE3) [pLysS Cam'](Studier 1991)
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B.I.2. MEDIOS DE CULTIVO
B.1.2.1. Para parasitos

SDM-79

Este es el medio general utilizado para cultivar in vitro formas prociclicas de 7.
brucei brucei. E1 SDM-79 fue preparado a partir de MEM (Earl’s) y M199 en una
proporcién de 7.0 gL' y 2.0 g-L! (Gibco), tamponado con 30 mM de Hepes y con 23.9
mM de MOPS a pH 7.3 (Sigma), y enriquecido con una solucion de 50X de

aminoacidos esenciales y 100X de aminoéacidos no esenciales para MEM (Gibco).

Glucosa 5.5 mM
Bicarbonato sédico 23.8 mM
Piruvato sodico 1.0 mM
DL-alanina 2.2 mM
L-arginina 0.5 mM
L-glutamina 2.0 mM
DL-metionina 0.5 mM
L-fenilalanina 0.5 mM
L-prolina 5.2 mM
DL-serina 0.6 mM
Taurina 1.3 mM
DL-treonina 3.0 mM
L-tirosina 0.5 mM
Guanosina 0.04 mM
Acido folico 0.01 mM
D(+) hidrocloruro de glucosamina 0.2 mM
Acido p-aminobenzoico 0.01 mM
Biotina 0.001 mM

Tabla B.I.1. Componentes del medio SDM-79. Todos los productos fueron adquiridos de la casa

comercial Sigma
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Una vez disueltos todos los componentes, el medio es esterilizado por filtracion
a través de membranas de 0.22 um (Sistema de filtracion VacuCap® de Pall
corporation) y almacenado a 4°C. Para su utilizacion se le afiade 0.01 mM de hemina y
se enriquece con un 10 % de suero bovino fetal (SBF) (Gibco) previamente inactivado a

56°C durante 30 min.

HMI-9
Este medio se utiliza para el cultivo in vitro de las formas sanguineas de 7.
brucei brucei. Es preparado a partir de Iscoves Modified Dulbeccos Media (IMDM)

(Gibco), suplementado con los productos indicados en la tabla B.2.

Hipoxantina 1.0 mM

Piruvato sodico 1 mM
L-cisteina 1.5 mM
Timidina 0.16 mM
Acido disulfénico de batocuproina 0.05 mM
Bicarbonato sodico 36.0 mM
[-mercaptoetanol 0.2 mM

Tabla B.I.2. Componentes del medio HMI-9. Todos los productos fueron adquiridos de la casa

comercial Sigma

Una vez disuelto todos los componentes se ajusta el pH a 7.5, a continuacion el
medio es esterilizado por filtracion a través de membranas de 0.22 um (Sistema de
filtracion VacuCap® de Pall corporation) y almacenado a 4°C. Para su utilizacion se

enriquece con un 10 % de suero bovino fetal (SBF) (Gibco) previamente inactivado a

56°C durante 30 min.
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B.1.2.1.1. Compuestos adicionados a los medios de cultivo
Antibidticos

Geneticina (G-418) (Gibco)

La geneticina es un antibidtico aminoglucosido relacionado con la gentamicina
que inhibe la sintesis de proteinas. Se utilizé como marcador para mantener los genes de
la T7 RNA polimerasa y del TetR en la linea celular 7. brucei brucei S16 (2.5 pg-mL™)
y el gen de la T7 RNA polimerasa en T. brucei brucei 29-13 (15 pg-mL™).

Fleomicina (Sigma)
La fleomicina es un antibidtico glucopeptidico aislado de Streptomyces
verticillus, que bloquea la entrada a la fase S del ciclo celular por una unién al DNA. Es

utilizado para mantener el gen TetR en la linea celular 7. brucei brucei 449 (0.5

ngmL") .

Higromicina B (Sigma)

La higromicina es un antibiotico glucopeptidico aislado de Streptomyces
hygroscopicus, que inhibe la sintesis de proteinas. Es utilizado para mantener el gen
TetR en la linea celular 7. brucei brucei 29-13 (50 pg-mL'l), ademas del marcador de
seleccion de parasitos transfectados con el vector pGR19 (Clayton et al. 2005) para
generar RNAi mediante la estrategia tallo-lazo o “stuffer” en T. brucei brucei 449 (50

ng-mL ™)y T. brucei brucei S16 (5 pg-mL™).

Blasticidina (Invitrogen)

La blasticidina es un antibidtico nucledsido-peptidico aislado de Streptomyces
griseochromogenes, que inhibe la sintesis de proteinas, tanto en organismos procariotas
como eucariotas, mediante la inhibicion de la unién del péptido a la maquinaria
ribosomal. Es utilizado como marcador de seleccion de parasitos transfectados con el
vector pGR12 (Clayton et al. 2005) o con el vector pHD887KO1B en T. brucei brucei
449 (10 pg-mL™") y en T brucei brucei S16 (5 pg-mL™).

Puromicina (Sigma)
La puromicina es un antibiotico nucledsido-peptidico aislado de Streptomyces

alboniger. Inhibe la sintesis de proteinas, tanto en organismos procariotas como
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eucariotas mediante su asociacion al ribosoma y provocando una terminacion prematura
de la sintesis del polipéptido. Es utilizado como marcador de seleccion de parésitos
transfectados con el vector pGR11 el cual, en este trabajo, contiene una copia de PDF-1

de T. brucei cuya expresion es inducible en presencia de doxiciclina

Doxiciclina (Sigma)

La doxiciclina es un derivado de la tetraciclina que inhibe la sintesis de proteinas
por su unioén irreversible al ribosoma, bloqueando la union del tRNA aminoacilado al
RNAm. Es utilizado para inducir la transcripcion de todos los plasmidos que contengan
el represor de tetraciclina. En este trabajo se ha utilizado para inducir el RNAi de PDF-
1, PDF-2 Y MTF y la expresion de la copia ectopica de la PDF-1 de T. brucei para los
estudios de doble reemplazo alélico condicionado. En todos los casos, la doxiciclina ha

sido utilizada a 1 ug-mL™"
e Otros compuestos

Oligomicina (Sigma)

Es un inhibidor de la sintesis de ATP a través de su asociacion al complejo de la
ATP sintetasa mitocondrial reconociendo de manera especifica el componente Fo. Este
compuesto se utilizd para estudiar la posible hipersensibilidad de células de

Trypanosoma brucei donde se han reducido los niveles de PDF-1.

Actinonina (Sigma)

Es un inhibidor de leucina aminiopetidasas y de la péptido deformilasa de
bacterias, plantas, Plasmodium spp y humanos. Se utilizd en ensayos enzimaticos de la
PDF de E. coli y de la PDF-1 recombinante de Trypanosoma cruzi asi como en estudios
de inhibicién de la proliferacion de la forma sanguinea y prociclica de Trypanosoma

brucei.

Ketoconazol (Sigma)

Es un inhibidor conocido de la biosintesis de esteroles a nivel de la 140-
desmetilasa. Se utilizd para estudiar la posible hipersensibilidad a este tipo de
compuesto de parasitos de la forma prociclica de Trypanosoma brucei donde se han

disminuido los niveles de PDF-1.
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Terbinafina (Sigma)

Es un inhibidor de la biosintesis de esteroles que actia a nivel de la escualeno
epoxidasa. Se utilizo para estudiar la posible hipersensibilidad a este tipo de compuestos
de parasitos de la forma prociclica de Trypanosoma brucei donde se han disminuido los

niveles de PDF-1.

B.1.2.1.2. Bacterias

Medio liquido LB (Luria-Bertani) (Sambrook et al. 1989)

Este medio contiene 10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura y 5 g/l de
NaCl. El medio solido ademads contiene 15 g/l de bacto-agar. Para asegurar la existencia
de una poblacién homogénea, los cultivos liquidos de E. coli proceden de una colonia
aislada en medio de cultivo so6lido. El cultivo liquido de E. coli se incubd a 37°C con
agitacion. Las bacterias también crecieron en medio solido de LB al 1,5% de agar.
Ademas, el medio se suplement6 con el antibiotico adecuado segun la resistencia que

confiera el plasmido que transporta la bacteria.

e Antibioticos

Ampicilina (100 pg/mL) (Roche Molecular Biochemicals)
Se utilizd para seleccionar las bacterias portadoras de plasmidos que contienen el

gen de la B-lactamasa. El producto de este gen confiere resistencia al antibiotico.

Cloranfenicol (34pg/mL) Merck)
Las bacterias E. coli BL21 (DE3) pLysS contiene un plasmido que confiere

resistencia al cloranfenicol. Este antibiotico se utilizo para rescatar este fenotipo.

e Otros compuestos

Isopropil-B-D-tio-galactopirandsido (IPTG)(Roche)

Se adiciond al medio de cultivo de bacterias transformadas con plasmidos que
poseen el sistema de seleccion del operdn lac. El IPTG inactiva el producto del gen lacl
(represor del operdn lac) e induce la expresion del gen lacZ que codifica a la B3-
galactosidasa. En el polylinker de estos plasmidos se localiza el gen /acZ, de manera que

cuando se clonan fragmentos de DNA se interrumpe su expresion.”

46



MATERIALES Y METODOS

5-bromo-4-cloro-3-indol-pB-D-galactopiranésido (Xgal)(Roche)
Este compuesto es reconocido por la B-galactosidasa, dando lugar a un producto
azulado. El color de las colonias bacterianas en el medio de cultivo con IPTG y Xgal

permite seleccionar bacterias recombinantes positivas y negativas.

CoCl; (Cloruro de cobalto) (Sigma).
Esta solucion se anade a los cultivos bacterianos inducidos con IPTG que
sobreexpresan la PDF recombinante y suministra el cation metalico necesario para la

expresion y estabilidad optima de la proteina.

NiCl, (Cloruro de niquel) (Sigma), CuCl, (Cloruro de cobre) (Sigma), MnCl,
(Cloruro de manganeso)(Sigma), MgCl, (Cloruro de magnesio) (Sigma),

Estas soluciones junto con la de cloruro de cobalto se utilizaron para los estudios
enzimdticos de la influencia de la identidad del catibn metalico en la actividad

deformilasa de la PDF-1 de Trypanosoma cruzi.

eInhibidores de metaloproteasas comerciales y agentes quelantes de iones.

Acido-2,2',2",2"""-(ethane-1,2-diyldinitrilo) tetraacético (EDTA) (Bio Rad)

Es un 4cido carboxilico poliaminico capaz de asociarse con diferentes tipos de
cationes metalicos, formando complejos a través de sus grupos amino y carboxilato.
Esta caracteristica le permite funcionar como un agente quelante y como un inhibidor de
metaloproteasas en general. Esta propiedad se utilizd para determinar el efecto de la
eliminacion de cationes metalicos sobre la actividad deformilasas de la PDF de E. coli y

de la PDF-1 de T. cruzi.

1,10-fenantrolina (Fenantrolina) (Sigma)

Es un compuesto heterociclico que también tiene la capacidad de formar
complejos con iones metalicos actuando como inhibidor de metaloproteasas general. En
este estudio también se utilizd para determinar el efecto del secuestro o sustraccion de
cationes metalicos sobre la actividad deformilasa de la PDF recombinante de E.coli y de

T. cruzi.
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N-[(2S,3R)-3-Amino-2-hidroxi-4-fenilbutiril]-L-leucina-HCI (Bestatina) (Sigma)

Es un inhibidor de metaloproteasas selectivo para aminopeptidasas,
especificamente es un inhibidor competitivo de aminopetidasas. Se empled para
determinar su potencial efecto inhibitorio sobre la PDF recombinante de E. coli y de T.

cruzi.

N-[4-(4-Morfolinil)butil]-2-benzofurancarboxiamida (CL-82198) (Sigma)
Es un inhibidor selectivo de metaloproteasas de la matriz extracelular MMP-13.
Se empleo para determinar sus efectos sobre la actividad de la PDF bacteriana y la PDF-

1 de T. cruzi.

N-(1a,5a,6a)-3-Azabiciclo[3.1.0]hex-6-il-acido carbamico 1,1-dimetil ester (CP-
101537) (Sigma)

Es un inhibidor de metaloproteasas de la matriz extracelular actualmente en
ensayos clinicos como antibacteriano. También fue empleado para determinar sus

efectos sobre la actividad deformilasa de la PDF bacteriana y la PDF-1 de T. cruzi.
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B.1.3 TAMPONES Y SOLUCIONES

Tabla B.I1.3.

TAMPON/SOLUCION

COMPOSICION

TBE 1X (Sambrook et al. 1989)

Tris-borato 0.089 M, acido borico 0.089 M,
EDTA 0.002 M (pH 8.0)

TAE 1X (Sambrook et al. 1989)

Tris-Acetato 0.04 M, EDTA 1 mM (pH 8.0)

PBS 1X (tampon fosfato salino)
(Sambrook et al. 1989)

NaCl 0.14 M, KC1 2.6 mM, NaH,PO4 10 mM,

MOPS 10X. Solucién para el
desarrollo de electroforesis de RNA

(Sambrook et al. 1989)

MOPS 0.2 M, pH 7.0, acetato sdédico anhidro
0.08 M, EDTA 0.01 M. Esterilizado por

filtracion.

SSC 20X (Sambrook et al. 1989)

NaCl 3 M, citrato sédico 0.3 M (pH 7.0).

Tampon A para purificacion de la

enzima PDF-1 y PDF-2

Tampon fosfato sodico 20 mM pH 7.4, NaCl 0.5
M Imidazol 20mM, B-mercaptoetanol 10mM,
Tween 20 0.1%, coctel de inhibidotes de

proteasas.

Tampon B para purificacion de la

enzima PDF-1 y PDF-2

Tampon fosfato sodico 20 mM pH 7.4, NaCl
0.5, M Imidazol 1 M,
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TAMPON/SOLUCION

COMPOSICION

Tampon A para purificacion de la
enzima PDF-1 y PDF-2 en condiciones

denaturalizantes

Tampon fosfato sodico 20 mM pH 7.M4, NaCl
0.5 M Imidazol 20mM, Urea 8M

Tampon A para purificacion de la
enzima PDF-1 y PDF-2 en condiciones

denaturalizantes

Tampon fosfato sodico 20 mM pH 7.M4, NaCl
0.5 M Imidazol 1 M, Urea 8M

Tampon de medida de actividad

deformilasa

Tampon fosfato de potasio 5S0mM, pH 7.5

Fijador de Karnovsky

Glutaraldehido 0.5 %, Formaldehido 4 % en
tampon Cacodilato 0.1 M, pH 7.4.

Tampon de transfeccion de las formas
sanguineas de 7. brucei (van den Hoff

et al. 1992)

EGTA 2 mM, KCl 120 mM, CaCl, 0.15 mM,
K,HPO4/ KH,PO4 10 mM pH 7.6, HEPES 25
mM, MgCl,- 6H,0 5 mM, glucosa 0.5 %,
albumina de suero bovino (BSA) 100 pg-mL™,
hipoxantina 1.0 mM

Tampon de transfeccion de las formas
prociclicas de T. brucei (ZPFM)
(Bellofatto and Cross 1989)

NaCl 132 mM, KC1 8 mM, Na,HPO4 8 mM,
KH,PO4 1.5 mM, Mg(CH3COO), 1.5 mM,
Ca(CH3CO0); 90 uM, ajustar pH 7.0 con

CH3;COOH
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B.I.3. MATERIAL PARA BIOLOGIA MOLECULAR
B.1.3.1. Vectores

pET-22b+ (Novagen). Vector de expresion de 5493 pb utilizado para clonar los genes
correspondientes a la PDF-1 y PDF-2 de T. cruzi, T. brucei, L. major, asi como la PDF
de E. coli, permitiendo la sobreexpresion en un sistema bacteriano de la proteina
correspondiente. Este vector incorpora una porciéon de 6 histidinas en la region
carboxilo terminal que facilita la purificacion de la proteina por cromatografia de

afinidad a niquel a través de un gradiente de elucién de imidazol.

PGEM-T (Promega). Vector de 3000 pb que se utiliza como vector de amplificacion
para clonar fragmentos de DNA obtenidos por PCR.

pGR19 (Clayton et al. 2005) Vector de 6788 pb utilizado para el silenciamiento génico
mediante la técnica de RNA de interferencia. El RNA de doble cadena se genera por la
transcripcion por el promotor PARP de un fragmento del gen que se quiere silenciar
clonado dos veces en sentido opuesto y separado por una secuencia de 753 bp,
denominada “stuffer”. Este fragmento es necesario para la propagacion de los plasmidos
en bacterias debido a la inestabilidad que presentan grandes repeticiones invertidas
cuando se encuentran adyacentes. De esta manera la estructura resultante de la
formacion del RNA de doble cadena adoptaria una estructura de tallo-lazo. El marcador

de seleccion que presenta es el del gen de resistencia a higromicina (HYG).

pGR12 (Clayton et al. 2005)Vector de 5756 pb también utilizado para el silenciamiento
génico mediante la técnica de RNA de interferencia. El marcador de seleccion que

presenta es el del gen de resistencia a blasticidina (BSD).

pGR11 (Haile et al. 2003)Plasmido de 6850 pb el cual contiene un fragmento de
integracion al locus de RNA ribosomal asi como el gen de resistencia a puromicina.
Este plasmido se utiliz6 para expresar una copia ectdpica de la PDF-1 de Trypanosoma

brucei inducible por tetraciclina bajo el control del promotor PARP.

pHD887 (Helfert et al. 2001) Plasmido de 4658 pb disefiado para las estrategias de

doble “knock out”. Permite el reemplazo del gen de interés (en este caso la PDF-1 de T.
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brucei) a través de la incorporacion de las regiones UTR flanqueantes de la PDF-1

espaciadas por el gen de resistencia a blasticidina.

B.1.3.2. Oligonucledtidos

Todos los oligonucleodtidos utilizados han sido sintetizados en los Servicios
Técnicos del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra (tablas B.IL.3. y
B.1L.4).

B.1.3.3. Sondas fluorescentes

MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes).
La incorporacién y emision de fluorescencia de esta sonda depende de la
generacion de un potencial mitocondrial estable. La intensidad de la fluorescencia es

proporcional a la magnitud del potencial de membrana mitocondrial.

Rojo Nilo (Molecular Probes)

Es un colorante lipofilico capaz de asociarse de manera selectiva a lipidos
neutros, como ésteres de colesterol, lipoproteinas y fosfolipidos. Esta asociacion emite
fluorescencia que puede ser visualizados por microscopio (Greenspan et al. 1985). Se
utilizo para identificar la naturaleza de las inclusiones citoplasmaticas en Trypanosoma

brucei.

Filipina (Sigma)

Es un antibidtico macrdlido poliénico sintetizado por bacterias de la especie
Streptomyces filipinensis. Forma complejos de manera especifica y estequiométrica con
el colesterol y esta asociacion es detectable por microscopia de fluorescencia. (Robinson
and Karnovsky 1980). Se utiliz6 para estudiar los posibles cambios en la distribucion de
ergosterol y colesterol a nivel de membrana asi como para identificar la composicion de
las inclusiones citoplasmaticas observadas en las distintas lineas de Trypanosoma

brucei generadas durante estos estudios.
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B.1.4. SOFTWARE

Los ordenadores utilizados para llevar a cabo los experimentos y el analisis de
los resultados obtenidos incluyen: PC Pentium IV-11I-1I, Macintosh LC475, Macintosh
Performa 630, Power Macintosh G3, Macintosh IMAC G3.

Programas informaticos utilizados:

Adobe Photoshop™ version 7.0.

Agta Foto Look version 3.5.

BD CellQuest™ Pro version 4.0.2.

Cary WinUV Software.

1-D Manager version 1.3, Tecnologia para Diagnostico e Investigacion S.A.

DNA Strider® versién 1.1 Service de Biochimie-Departament de Biologie. Inst.
de Recherche Fondamentale. Commisariat s I'Energie Atomique. France.

Gene Construction Kit® version 1.03.1 (1990) B. Gross, A. Pytte y P. Rice.
Textco, Inc.

HP 89542A UV-Visible General Scanning Software.

HP 89542 A UV-Visible General Kinetic Software.

ImageQuant version 5.0, Molecular Dynamics.

Internet Explorer y Mozilla Firefox.

Isis Draw® version 2.3 MDL Information System, Inc.

Paquete “GCG Sequence analysis software”, Genetics Computer Group.

Paquete Microsoft Office 2000 (Microsoft Word, Microsoft Excel y Microsoft
Power Point).

Windows XP y Vista Microsoft.

Huygens Essential Deconvolution.

Praline alignment IBIVU, Universidad de Amsterdanm

Sigma Plot™ 8.0

53



MATERIALES Y METODOS

Bases de datos consultadas:

GenBank: Secuencias de DNA y RNA (Laboratory Los Alamos, NM).

GeneDB: Busqueda de secuencias en tripanosomatidos.

EMBL-EBI: Utilizada para la busqueda y analisis de secuencias y alineamientos.

NCBI: Utilizada para realizar bisquedas de secuencias de DNA, proteinas y
bibliograficas.

Paquete de programas GCG (Universidad de Wisconsin): Se utilizdo para la
busqueda de secuencias, andlisis de similitud entre ellas y alineamientos.

PDB (Protein Data Bank): Busqueda de estructuras de proteinas.

SWISS-PROT: Secuencias de proteinas (Universidad de Ginebra, Suiza).

TriTryp: Busqueda de secuencias en tripanosomatidos

B.Il. METODOS

B.IL.1. CULTIVO Y MANIPULACION DE CELULAS
B.I1.1.1. Parasitos

B.I1.1.1.1. Cultivo de Trypanosoma brucei

Los estudios in vitro con parasitos protozoos de 7rypanosoma brucei se han
realizado tanto con la forma sanguinea como con la forma prociclica. Las lineas
celulares de la forma sanguineas de 7. brucei fueron cultivadas a 37°C en un incubador
con CO, en medio de cultivo HMI-9, complementado con un 10 % de suero bovino
fetal (SBF) inactivado y certificado libre de tetraciclina. El mantenimiento en cultivo de
los parasitos se lleva a cabo mediante una dilucion cuando los parasitos se encuentran
en la fase logaritmica de la curva de crecimiento, aproximadamente entre una densidad
celular de 2.0-2.5 x 10° parésitos-mL". El tiempo de generacion es de 8 horas por lo que
la densidad inicial y el volumen, en el caso de la forma sanguinea, va a depender de la
cantidad de parasitos que se necesiten y para cuando se necesiten, pudiéndose diluir
tanto como sea posible. Para el cultivo celular se utilizaron frascos de cultivo estériles
de 25 cm®, 75 cm’ y 125 cm’.

Las lineas celulares de la forma prociclica de 7. brucei fueron cultivadas a 28°C

en medio de cultivo SDM-79, suplementado con un 10 % de suero bovino fetal (SBF)
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inactivado y certificado libre de tetraciclina y 0.01 mM de hemina. El tiempo de
generacion generalmente es de 8 horas. El mantenimiento en cultivo de los parasitos se
lleva a cabo mediante una dilucion del cultivo cuando los parésitos se encuentran en la
fase logaritmica de la curva de crecimiento, aproximadamente entre una densidad
celular de 1.0-2.0 x 10" parasitos-mL™". En este caso, la densidad inicial es importante
porque no puede ser inferior a 4.0 x 10° parasitos-mL™. Para el cultivo celular se
utilizaron frascos de cultivo estériles de 25 ¢cm® , 75 cm’ , 125 cm®, ademas de matraces

autoclavables de cultivo celular de 0.5-1.0-2.0 y 3.0 L.
B.I1.1.1.2. Criopreservacion y descongelacion de Trypanosoma brucei

Para la conservaciéon de 7. brucei, un cultivo que se encuentre en fase
logaritmica se centrifuga a 1000 x g durante 10 min a 4°C y posteriormente las células
se resuspenden en una solucion de medio de cultivo y 10 % (v/v) de glicerol. A
continuacion se preparan alicuotas de 0.25 mL en viales de congelacion de 2 mL de
Sarstedt, y son almacenadas a -80°C durante un corto periodo de tiempo y en nitrogeno
liquido durante largos periodos de tiempo.

Para iniciar un cultivo a partir de células congeladas, las alicuotas una vez
descongeladas a 37°C, se adicionan a 5 mL de medio de cultivo y la suspension de
células se centrifuga a 1000 x g durante 10 min, retirando posteriormente el
sobrenadante con el fin de retirar el glicerol. Finalmente, las células se resuspenden en

5 mL de medio de cultivo.
B.I1.1.1.3. Determinacion de la Dosis Inhibitoria del 50% de crecimiento (ICs)

La ICsy se define como la concentracion de farmaco que inhibe el crecimiento
celular en un 50 % cuando el cultivo en ausencia de farmaco alcanza la fase logaritmica
tardia de crecimiento (Ellenberger and Beverley 1989). Se determin6 la ICsy de la
oligomicina en la lineas celulares 7. brucei S16 y T. brucei 449, correspondientes a la
forma sanguinea y prociclica, respectivamente. En el caso de 7. brucei S16, varios
cultivos de 5 mL en ausencia o en presencia de concentraciones diferentes de
oligomicina se iniciaron a una densidad celular de 5 x 10° parasitos-mL". El recuento de
parasitos se realizo cada 48 h en un contador de células Coulter® Z1 hasta que los

cultivos alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento. En el caso de 7. brucei 449, la
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determinacion se llevo a cabo de la misma manera que en 7. brucei S16 variando la
densidad inicial del cultivo que fue de 0.2 x10° parasitos-mL"™".

A partir de la representacion de la curva de crecimiento de cada uno de los
cultivos en el tiempo se calcul6 la ICsy correspondiente al farmaco. A continuacion, el
porcentaje de crecimiento de cada cultivo se determind, considerando el 100 % de
crecimiento el numero de célulasmL™ del cultivo en ausencia de farmaco en fase
logaritmica tardia. El valor de ICsy se obtuvo mediante interpolaciéon en la
representacion de los valores de porcentaje de crecimiento frente a la concentracion de

farmaco.
B.I1.1.1.4. Obtencion de extractos totales de parasitos

Para la preparacion de extractos totales de parasitos, generalmente se usa un
cultivo de células que se encuentre en fase logaritmica de la curva de crecimiento (1.5-
2.0x 10’ células-mL™"). En primer lugar, se determina la densidad celular a la que se
encuentra el cultivo y el volumen de cultivo necesario se centrifuga a 1000 x g durante
10 min a 4 °C, se retira el sobrenadante y las células se lavan con PBS 1X (Tabla B.1.3.)
dos veces y se almacenan congeladas a -80°C si no van a ser utilizadas en el momento.
A continuacion, las células son resuspendidas en el tampon requerido para el
experimento. Para la determinacion del patron de proteinas de extractos de parasitos,
una vez recogidas las células, son resuspendidas en tampon de lisis “Urea cracking
buffer” (Tabla B.I), se le afiade tampdn de carga 4X para el andlisis de proteinas en
geles SDS-PAGE (Laemmli 1970) (Tabla B.I1.3.) y las proteinas se desnaturalizan

mediante calentamiento a 99°C durante 5 min y se enfrian rapidamente en hielo.
B.I1.1.2. Bacterias

El cultivo de las diferentes cepas de E. coli se realizdo como se describe en los

manuales de laboratorio de protocolos de biologia molecular (Sambrook et al. 1989)
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B.I1.2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

El procedimiento seguido para llevar a cabo todas las técnicas de biologia
molecular utilizadas en el desarrollo de la Tesis Doctoral se describen en los manuales
de protocolos de biologia molecular (Sambrook et al. 1989)

Las diferentes técnicas utilizadas en el trabajo desarrollado han sido:

Electroporacion de bacterias competentes.

Extraccion de DNA plasmidico de E. coli.

Extraccion de RNA total y RNAm.

Extraccion de DNA genomico de Trypanosoma brucei.

Digestion de DNA con endonucleasas de restriccion.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Reaccion de ligamiento de DNA.

Tratamiento de DNA con fosfatasa alcalina.

Marcaje radiactivo de DNA. Sintesis de una sonda radiactiva.

Electroforesis de DNA y RNA.

Transferencia de RNA a filtros de nylon.

Northern blot.

Southern blot

Hibridacion de DNA y RNA con sondas radiactivas.

B.I1.3. TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA PROTEINA

B.I1.3.1. Aislamiento y clonacion de los genes PDF-1 y PDF-2 de Trypanosoma
brucei, Leishmania major, Trypanosoma cruzi. Diseiio de truncamientos para

expresion de la proteina en forma soluble

Las regiones codificantes correspondientes a las versiones nativas de los genes
PDF-1 y PDF-2 de Leishmania major, Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei
fueron amplificadas por PCR a partir del DNA gendmico correspondiente a cada una de
estas lineas celulares empleando los pares de oligonucledtidos que estan indicados en la
tabla B.I1.3. y BIL.4.

Para el disefio de truncamientos sistematicos en la regiéon amino o carboxilo

terminal se procedid a realizar alineamientos con cada una de las secuencias
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correspondientes a la PDF-1 y PDF-2 de T. cruzi, L. major y T. brucei frente a la
secuencia de aminoacidos de E. coli (figura B.I1.1.). En base a los alineamientos se
disefiaron oligonucleotidos para obtener versiones a las que se les elimina un nimero
determinado de aminoécidos del extremo amino sin comprometer los tres primeros
aminodcidos que son esenciales para la actividad de la PDF bacteriana, ni los motivos
conocidos de las PDFs los cuales son criticos para la catalisis (Figura B.I1.1.)

Los truncamientos realizados fueron los siguientes.

Trypanosoma brucei: 10, 33 y 35 aminoacidos en el extremo amino y un doble
truncamiento de 35 aminoacidos en el extremo amino mas 42 aminoacidos del extremo
carboxilo para la PDF-1. Truncamientos de 33 y 61 aminoacidos en el extremo amino
terminal para la PDF-2

Leishmania major: 43, 44, 47, 51 aminoacidos en el extremo amino, 42
aminodcidos en el extremo carboxilo y un doble truncamiento de 44 aminoacidos en el
extremo amino terminal mas 42 aminoacidos en el extremo carboxilo terminal para la
PDF-1 y uno de 206 aminoacidos en el extremo amino terminal para la PDF-2.

Trypanosoma cruzi: 33 y 37 aminoacidos en el extremo amino terminal para la
PDF-1y 61 aminoacidos en el extremo amino terminal para la PDF-2.

El DNA amplificado de cada una de las versiones tanto nativas como truncadas
se purifico mediante electroforesis en gel de agarosa y utilizando el kit lllustra GFX™
PCR DNA and Band Purification (GE Healthcare). Cada uno de los fragmentos
correspondientes al gen PDF-1 y al gen PDF-2 se ligo directamente en el vector pPGEM-
T obteniéndose las distintas construcciones. Los fragmentos escindidos del plasmido
anterior se ligaron en el vector pET22b+, previamente digeridos con las enzimas de
restriccion Ndel y BamHI y desfosforilado, obteniéndose las construcciones

pET22b+PDF-1 y pET22b+PDF-2.
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Figura B.IL.1. Estrategia para la eliminacion sistematica de aminoacidos en el extremo amino y/o
carboxilo terminal de A) PDF-1 y B) PDF-2 de L. major, T. cruzi. T. brucei. Los alineamientos se

hicieron frente a la PDF de E. coli.
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Sitios de

Nombre Secuencia Utilidad
restriccion
GCC ATA TGC TGA GCC Clonacion del gen TcPDF-1 en
TcPDF-1 5 Nde 1
GTC TGT CAC GGA pET22b+
GGA TCC CATTGG TTC Clonacion del gen TcPDF-1 en
TcPDF-1 3 BamH 1
AGA CGA GCA TCC pET22b+
GCCATA TGGCGG AGG Clonacion del gen A337¢cPDF-1
N337cPDF-1 Nde 1
CGC AGG TGA AGT en pET22b+
GCC ATA TGG TGA AGT Clonacién del gen A37TcPDF-1
N37TcPDF-1 Nde 1
CCC GAG TGG CCT en pET22b+
GCC ATA TGT GGA CTC Clonacion del gen 7cPDF-2 en
TcPDF-2 5' Nde 1
GAT CTT GTA TCC pET22b+
GGA TCC CTC AAC GTG Clonacion del gen TcPDF-2 en
TcPDEF-2 3' BamH 1
CCC TTC TGT GCA pET22b+
GCC ATA TGG CGG GAA Clonacion del gen A617cPDF-2
N617cPDF-2 Nde 1
ACA CGG TGC ACG en pET22b+
GCG ATA TGC GTC GCT Clonacioén del gen LmPDEF-1 en
LmPDF-15' Nde 1
GTG TGC CGT GGC pET22b+
GGA TCC CACTGT CCG Clonacioén del gen LmPDEF-1 en
LmPDF-1 3' BamH 1
ATT TGC TCG TTG pET22b+
CGCATATGGAGGCGGAG Clonacion del gen A43LmPDF-1
N43LmPDF-1 Nde 1
GCGCTCCGGC en pET22b+
CGC ATA TGA AGG AGG Clonacion del gen A44LmPDF-1
N44LmPDF-1 Nde 1
CGG AGG CGC TCC en pET22b+
CGC ATA TGG CGC TCC Clonacion del gen A47LmPDF-1
N47LmPDF-1 Nde 1
GGG TCG CTT GCT en pET22b+
CGC ATA TGG TCG CTT Clonacion del gen AS1LmPDF-1
N51LmPDF-1 Nde 1
GCT ATC CTC ATC en pET22b+
GGA TCC TCG GCA GAC Clonacion del gen AC42LmPDF-
C42LmPDF-1 BamH 1
GGG AAG TTG GCG 1 en pET22b+
Tabla B.IL.3
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Sitios de

Nombre Secuencia Utilidad
restriccion
CGC ATA TGT CTT GCA Clonacion del gen LmPDF-2 en
LmPDF-2 §' Nde 1
TCA CGT CTC CCC pET22b+
GGA TCC CAT CTG GCG Clonacion del gen LmPDF-2 en
LmPDEF-2 3' BamH 1
CCA GCG GCG CCA CTG pET22b+
CGC ATA TGG CGG TGC Clonacioén del gen A206LmPDF-
N206 LmPDF-2 5' Nde 1
AGG AGA CGT ACC 1 en pET22b+
CAT ATG TTA CGG CAT Clonacion del gen 7hPDF-1 en
TbPDF1 5' Nde 1
TTG TTC CGA pET22b+
GGATCCTTAGTGGCTCAG Clonacion del gen 7hPDF-1 en
TbPDF1 3' BamH 1
GCGAGCGTC pET22b+
CGCATATGGCTTGGGCCC Clonacion del gen AN337HPDF-
N337¢PDF-1 5' Nde 1
CAAAGCGG 1 en pET22b+
CGCATATGCTTGAGGCAC Clonacion del gen AN337HPDF-
N337hPDF-15' Nde 1
AGGTTAAATCA 1 en pET22b+
CGCATATGGCACAGGTTA Clonacion del gen AN357HPDF-
N357hPDEF-15' Nde 1
AATCACGAG 1 en pET22b+
GCGGATCCACTGCAGAAG Clonacion del gen AC437hPDF-
C43 ThPDF-1 3' Nde 1
GGAAATTTGG 1 en pET22b+
GCCATATGCGTATACATC Clonacioén del gen ThPDF-2 en
TbPDF2 5' Nde 1
ATGCATTC pET22b+
GCGGATCCTGCTGAGGGG Clonacioén del gen ThPDF-2 en
TbPDF2 3' BamH'1
CGTTATCCTT pET22b+
CGC ATA TGT TAT TTT Clonacioén del gen AN337HPDF-
N337hPDEF-2 5' Nde 1
CGA AAC GAA CTC AC 2 en pET22b+
CGC ATA TGA GCA ACG Clonacioén del gen AN61THPDF-
N617hPDEF-2 5' Nde 1
TCC ATG TTG AGC AC 2 en pET22b+
CGC ATATGT CAGTTT Clonacion del gen EcPDF en
EcPDF §' Nde 1
TGC AAG TGT TAC pET22b+
Tabla B.IL4
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B.I1.3.2. Aislamiento del gen def de E.coli y obtencion de extractos bacterianos que

sobreexpresan la proteina.

La region codificante correspondiente al gen def de E. coli fue amplificada por
PCR a partir del DNA bacteriano con los pares de oligonucleo6tidos correspondientes y
que estan indicados en la tabla B.I1.3. Esta version se caracteriza por la eliminacién de
18 aminoacidos del extremo carboxilo terminal. La proteina expresada con esta delecion
parece ser tan activa como la proteina nativa, pero es mucho mas estable (Meinnel et al.

1996).

B.I1.3.2.1. Inducciéon de las proteinas recombinantes PDF-1 y PDF-2 de

Trypanosoma cruzi y la proteina PDF de Escherichia coli con IPTG

En primer lugar, se realizd6 un estudio para optimizar las condiciones de
sobreexpresion, en lo que se refiere a estirpe de bacterias, temperatura y tiempo de
induccion. Una vez comprobada la ausencia de expresion con la proteina nativa, se
procedié del mismo modo con las versiones truncadas de la PDF-1 y de la PDF-2 de T.
cruzi, L. major y T. brucei. Finalmente, de todos los casos estudiados y descritos en el
apartado anterior, la opcion que presentd niveles 6ptimos de expresion correspondio a la
version a la cual se eliminaron 37 aminoécidos en el extremo N-terminal de la PDF-1 de
Trypanosoma cruzi (A37NTcPDF-1) y la version a la cual se eliminaron 61 aminoacidos
en el extremo amino terminal de la PDF-2 también de Trypanosoma cruzi
(NA617cPDF-2). La expresion de A37NT7cPDF-1 se llevo a cabo en células de E. coli
BL21 (DE3) pLysS con la construccion pET22b 'AN377c¢PDF-1, mientras que la
expresion de NA617cPDF-2 se llevo a cabo en células BL21(D3) con la construccion
pET22b"'AN61TcPDF-2. Mientras que para expresar la AC18EcPDF se emplearon
celulas BL21(D3). En todos los casos la induccidon se encuentra bajo el control del
promotor T7lac. Inicialmente, para cada caso, una colonia de células transformadas fue
cultivada en 10 mL de medio LB con ampicilina (100 pg-mL™) a 37°C en agitacion.
Posteriormente, una vez alcanzado la densidad optima de crecimiento, se utiliz6 para
inocular 10 mL de medio con ampicilina y se incub6 toda la noche a 37°C. A la mafiana
siguiente el cultivo de 10 mL se utilizé para inocular 1 L de medio con ampicilina, se

incub6 a 37°C hasta alcanzar una DO, de 0.6, en cuyo momento se afiadido IPTG a una

concentracion final de 1 mM. Para la expresion de A37N7cPDF-1 el cultivo se incub6

18 h para conseguir la mayor expresion de la proteina, mientras que para la
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NA617cPDF-2 y AC18EcPDF fueron suficientes 5 horas de incubacion a 37°C para un
maximo nivel de expresion. En el caso de la PDF de E. coli el cultivo se incubd 5 horas
a 37°C tiempo en el cual se alcanz6 un méaximo en los niveles de expresion Para recoger
las células el cultivo se centrifugé a 7000 x g durante 10 min a 4°C, y las células se

congelaron a -80°C.

B.I1.3.2.2. Preparacion de extractos solubles de bacterias

Las células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con la construccion
pET22b"AN37TcPDF-1, pET22b"AN61TcPDF-2 y pET22b 'AC18EcPDF inducidas o
no con IPTG se resuspendieron en tampon A (Tabla B.1.3.), al cual se le afiadi6 una
mezcla de inhibidores de proteasas. La suspension de células se sonico en frio 4 veces
durante 30 seg con ciclos del 50 %. El homogenizado de bacterias se centrifugd a
12000 r.p.m. durante 30 min a 4°C para obtener por separado el extracto soluble y los
cuerpos de inclusion.

Los niveles de expresion de AN377cPDF-1, NA617cPDF-2 y AC18EcPDF en
ausencia o presencia de IPTG en ambas fracciones fueron verificadas en geles de

poliacrilamida al 12% .
B.I1.3.3. Purificacion de la TcPDF-1 recombinante
B.I1.3.3.1. Cromatografia de afinidad a niquel

La incorporacion de seis residuos de histidina a través del clonaje del gen de la
AN37TcPDF-1 en el vector pET22b+, permite utilizar la afinidad de este aminoacido
por el niquel para facilitar la purificacion de la proteina sobreexpresada a partir de
extractos proteicos totales. Para ello se utilizaron columnas HiTrap” cargadas con
niquel controlada por un sistema de cromatografia liquida en un equipo FPLC
Pharmacia Biotech. El proceso de absorcion de las proteinas a la columna se basa en la
interaccion de la region de seis de histidinas con la resina. Para la preparacion de la
columna se utilizé6 una solucion de NiCl, 100 mM. La columna se equilibré con 4
volumenes de tampén A (tabla B.1.3.), a continuacion 4 volumenes de tampdén B para
eluir cualquier exceso de niquel y nuevamente 4 volumenes de tampon A (tabla B.1.3.)
antes de proceder a aplicar el extracto total de proteinas. El extracto soluble de proteinas
obtenido de las células inducidas se diluyd a una concentracion de 4.0 mg-mL™ en

tampon A (Tabla B.I.3.) en un volumen de 40mL y se cargd en la columna. A

63



MATERIALES Y METODOS

continuacion se procedio a realizar un gradiente escalonado de imidazol con el tampdon
B (Tabla B.1.3.) sin variar el flujo. Durante la elucion se fueron tomando alicuotas de 2
mL y se midid la concentracion para determinar en que fracciones se habia eluido la
proteina. La fraccion donde se obtuvo la PDF-1 de mayor grado de pureza corresponde
a 150-170 mM de imidazol. Estas fracciones fueron concentradas con Microsep 10K
Omega (Pall) y cambiadas de tampdén con una columna PD10 al bufer final HEPES

50mM, pH 7.4 con un 10% sorbitol y almacenada a —80°C hasta su posterior utilizacion.

B.I1.3.3.2. Purificacion de las proteinas recombinantes PDF-1 y PDF-2 de

Trypanosoma cruzi a partir de cuerpos de inclusion

Para la obtencién de las proteinas AN377cPDF-1 y AN617cPDF-2 en las
cantidades necesarias para llevar a cabo las immunizaciones para la obtencion de
anticuerpos policlonales, se procedid a la purificacion a partir de extractos totales
bacterianos, ya que la proteina sobreexpresada se concentraba mayoritariamente en
cuerpos de inclusion. Para ello se procedido del mismo modo descrito en el apartado
anterior, pero los extractos totales se prepararon con tampon A + Urea 8M (Tabla B.1.3.,
tampon UA ) y la elucion se realizé del mismo modo pero empleando tampon B + Urea
8M (Tabla B.1.3., tampon UB).

La muestra resultante purificada se utilizé para inmunizar un conejo, eliminando
previamente la urea 8M, que resulta muy toxica. Para ello se cambié el tampon

empleando una columna PD10 y se resuspendio en PBS 1x estéril.
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B.I1.3.4. Caracterizacion cinética de la proteina recombinante PDF-1 de

Trypanosoma cruzi
B.11.3.4.1. Determinacion de la actividad deformilasa

El método empleado para la determinacion de la actividad deformilasa se
describe detalladamente por Lazennec y colaboradores (Lazennec and Meinnel 1997).
Este método considera el formiato, el cual constituye el principal producto de la

hidrolisis de péptidos formilados por parte de la PDF:

N-formil- Met-X + H,O —» formiato + Met-X

La liberacion de formiato ligada a esta reaccion se puede aprovechar en la préctica para
medir la actividad deformilasa acoplandolo a la reaccion de la formiato deshidrogenasa
en presencia de NAD' lo que conduce a un incremento de absorbancia debido a la
produccion de NADH que es detectado a una longitud de onda de 340 nm. Usando este
procedimiento la actividad puede ser medida directamente en funcion del tiempo a

través del incremento en la absorbancia a 340nm

Formiato + NAD" + H,O— H,CO; + NADH

Una vez acoplado a la reaccion de la formiato deshidrogenasa, la velocidad de
deformilacion de un sustrato por la PDF es directamente proporcional a la produccion
de NADH. A partir de los valores de incremento de absorbancia (AAbs) obtenidos se
puede determinar la concentracion [C] de producto en cada tiempo utilizando la

ecuacion:

[C]= (Aabs/min)/ € . d

donde €, = 6220 M"'cm™ es el coeficiente de extincién molar para el NADH a 340 nm,

d=1cm y con este valor se puede determinar la velocidad de formacion de NADH por

unidad de tiempo:

v=[C]/mg prot

la cual viene expresada en unidades de moles/min/mg de proteina.
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Los ensayos de actividad deformilasa se realizaron en un volumen final de 200
ul, en tampoén fosfato potasico SO mM pH 7.5, NAD" 12 mM, 0.2 U/uL de formiato

deshidrogenasa.

B.11.3.4.2. Efecto de la concentracion de enzima sobre la actividad deformilasa

de la PDF-1 de Trypanosoma cruzi

Para establecer el rango de linearidad de la actividad deformilasa con respecto a
la concentracion de enzima , se ensayo la reaccion con 1, 2, 5, 10, 20 y 40 pg de

proteina recombinante purificada a una concentracion de sustrato de 20 mM.

B.I1.3.4.3. Determinacion de la K, y la v,, para el sustrato formil-metionil-

alanil-serina (f-MAS)

Los ensayos de determinacién de K,, y vu. para el sustrato se realizaron a
concentraciones de enzima constantes, utilizando en todos los casos 20 pg de proteina
recombinante purificada. Para el sustrato formil-metionil-alanil-serina, se ensayaron
concentraciones comprendidas entre 1 y 40 mM.

Para el caso de la NA377cPDF-1 de Trypanosoma cruzi los valores obtenidos se
ajustan a un comportamiento sigmoidal lo que permite expresar el comportamiento

cinético en términos de cooperatividad mediante la siguiente ecuacion:

Va™
) —2%
K™ o+ g™

que corresponde a la ecuacion de Hill, donde el pardmetro V es el equivalente de la
velocidad limitante en la ecuacion de Michaelis-Menten. Ky 5 es el equivalente de la K,
de la ecuacion Michaelis Menten y define el valor de la concentracion de sustrato a la
cual se alcanza la mitad de la velocidad maxima (0.5) y nk es el coeficiente de Hill y
representa una medida del grado de cooperatividad del sistema. Si n4>1 estamos ante un
sistema con cooperatividad positiva, si nh<l el sistema presenta una cooperatividad

negativa y si nh es la unidad no hay cooperatividad.

La ecuacion de Hill puede ser escrita de la siguiente forma:
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Vanh
v = .
K+d"
y se reordena como sigue
anh
v/V-y = .
K"

y aplicando logaritmos la ecuacion se convierte en:

Ln[v/V-v]=nhLna -nhLnK s

que también se conoce como la forma linear de la ecuacion de Hill. Se pueden
representar los valores de Ln[v/V-v] frente a Lna lo cual da una recta con una pendiente
que es nh. Los datos generados a partir de los distintos registros obtenidos en el
espectrofotometro se ajustaron a la ecuacion integrada de Hill empleando el programa

Sigma Plot” 8.0.

B.I1.4. TECNICAS INMUNOLOGICAS

B.I1.4.1. Obtencion de anticuerpos policlonales frente a la AN377cPDF-1 y
ANG61TcPDF-2 de Trypanosoma. cruzi

B.11.4.1.1. Inmunizaciones

Para la obtencion de anticuerpos policlonales frente a la AN377¢cPDF-1 y la
AN61TcPDF-2 de T. cruzi se utiliz6 proteina purificada. Las inmunizaciones se
realizaron en conejos de la cepa New Zealand White. Previamente a la primera
inmunizacion se extrajeron 15 mL de sangre con el fin de obtener el suero preinmune
que fue utilizado como control. A continuaciéon los conejos fueron inmunizados
mediante inoculaciones por via subcutdnea con las proteinas recombinantes purificadas
A37TcTcPDF-1y A61TcTcPDF-2. En la primera inmunizacion se inyectd una emulsion
de 0.4 mg de proteina en 0.5 mL de PBS 1X mezclado con el mismo volumen de
adyuvante completo de Freund. La segunda y tercera inmunizacion se realizaron con un
intervalo de dos semanas, y transcurrido un mes, la cuarta inmunizacién, inoculando en

todos los casos una emulsion (v/v) de las proteinas PBS 1X y adyuvante incompleto de
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Freund. Transcurrida una semana de cada inmunizacidn, se extrajeron ~ 20 mL de

sangre del conejo excepto en la Ultima extraccion donde se desangrd al animal (= 75

mL).

B.11.4.1.2. Obtencion de sueros

La sangre obtenida en la extraccion, se dejo a temperatura ambiente durante 2 h;
a continuacion se incubd durante 20 min a 37°C y finalmente, para favorecer la
contraccion del codgulo, se mantuvo a 4°C durante 4 h. Los sueros fueron centrifugados
a 2500 x g durante 10 min y los sobrenadantes se almacenaron en alicuotas con azida

sodica (0.02 %) a 4°C y a -80°C.
B.11.4.2. Transferencia de proteinas, Western blot

Las proteinas separadas por peso molecular en geles de acrilamida se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Optitran BA-S 85 Reinforced NC)
(Whatman® Schleicher & Schuell). Para ello, la membrana y el gel se sumergieron en
solucion de transferencia (Tris 0.025 M, glicina 0.15 M, metanol 20 %, pH 8.1-8.4) y a
continuacion se colocaron seis piezas de papel Whatman® 3MM previamente
empapadas en la misma solucion. La transferencia se llevd a cabo en un Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) en unas condiciones de 100 V durante 45
min. A continuacion, la membrana fue tefiida con una solucién de Rojo-Ponceau (0.5
%) y écido acético (1 %) durante 1 min. Posteriormente, se lavo con agua bidestilada
hasta visualizar las proteinas. Para destefiir el filtro se utilizo una solucion de PBS 1X-
Tween® 20 0.1 %.

La membrana fue bloqueada en agitacion con una solucion de leche desnatada al
5 % en PBS 1X con 0.1 % de Tween® 20 durante 30 min a temperatura ambiente,
quedando la membrana preparada para llevar a cabo la inmunodeteccion con un

anticuerpo.
B.11.4.3. Inmunodeteccion

Para la deteccion de las proteinas fijadas a la membrana de nitrocelulosa, se
realiz6 una incubacion durante 1 h con una dilucién 1:2000 para los anticuerpos frente a
las proteinas en solucion de bloqueo (leche en polvo 5% (p/v), Tween® 20 0.1 % en

PBS 1X). Seguidamente, se realizaron tres lavados de 10 min en solucion de lavado
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(PBS 1X, Tween® 20 0.1 %), y después se incub6 la membrana durante 1 h con una
dilucion (1:5000) de anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa (HRP-peroxidase).
Después de lavar tres veces, se incubd durante 1 min con los reactivos de ECL"™ (GE
Healthcare), y finalmente las proteinas se detectaron tras el revelado de la pelicula

autorradiografica Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare) expuesta a la membrana tratada.

B.IL5. ESTUDIO DE LA LOCALIZACION INTRACELULAR DE LA PDF-1y
PDF-2 DE Trypanosoma brucei.

B.I1.5.1. Inmunofluorescencia

Las inmunofluorescencias se llevaron a cabo utilizando cultivos de parasitos de
la forma prociclica de T.brucei en fase logaritmica de crecimiento. Las células se
centrifugaron a 1000 x g durante 10 min a 4°C, se lavaron en medio de cultivo y se
resuspendieron a una concentracion de 2 x10® paréasitosmL". En un portaobjetos
previamente revestido con Poli-L-lisina 0.1 % durante 5 min, se adicionaron 20 uL de la
suspension de parasitos de tal forma que las células quedan adheridas al portaobjetos. A
continuacion las células se fijaron con una solucion de p-formaldehido al 4 % preparado
en solucion de lavado (PBS 1X pH 7.2-Tween® 20 0.2 %) durante 15 min, y después se
lavaron 2 veces con solucion de lavado. Se permeabilizaron con una solucion de Igepal
al 0.1 % en solucion de lavado durante 20 min, se lavaron dos veces y se incubaron
durante 30 min con solucién de bloqueo (PBS 1X pH 7.2-Tween®20 0.2 %-BSA 1.5
%). Las preparaciones se incubaron tanto para el anti-AN377cPDF-1 asi como para el
antiAN617cPDF-2 durante 1 h con diluciones 1:250 y 1:500 preparadas en solucioén de
bloqueo, utilizdndose como control la misma diluciéon de suero pre-inmune. A
continuacion se realizaron tres lavados durante 20 min y se incubd en oscuridad una
dilucién (1:500) de anti IgG de conejo conjugado con fluoresceina durante 1 h. Después
de lavar seis veces las muestras se sumergieron en metanol puro y tras incubar durante 1
min se dejaron secar al aire en oscuridad. Finalmente se realizdo el montaje de las
muestras tratadas con 3 ul de Vectashield con DAPI cubriéndolas con cubreobjetos y
sellando las preparaciones con esmalte. Una vez seco el esmalte las muestras se
conservaron protegidas a la luz y a 4°C hasta su observacion. La observacion de las

muestras se realizé en un microscopio de fluorescencia Zeiss Axiophot (CarlZeiss, Inc.).
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Para los estudios de inmunoflorescencia empleando el anticuerpo frente a la subunidad
F1 de la ATP sintetasa, HMGCoAS, el procedimiento fue basicamente el mismo. Para

estos anticuerpo se emplearon diluciones 1:1000 y 1:2000, respectivamente.

B.IL.6. SILENCIAMIENTO MEDIANTE RNAi DE LA EXPRESION DE LA
PDF-1 y PDF-2 EN LA FORMA PROCICLIA Y SANGUINEA DE Trypanosoma

brucei

El RNA de doble cadena que desencadena el fenomeno del silenciamiento
génico se generd utilizando una estructura tallo-lazo también conocida como estrategia
“stuffer” (Shi et al. 2000) y consiste en introducir la secuencia del gen que se quiere
silenciar en ambos sentidos separados por una secuencia de 753 bp en un vector que
contiene el promotor endogeno PARP de 7. brucei. Las secuencias complementarias al

formar la doble cadena de RNA adoptan una estructura tallo-lazo.
B.11.6.1. Construccion de plasmidos para el silenciamiento génico mediante RNAi

Para el silenciamiento de la PDF- 1 de T. brucei se utiliz6 un fragmento de 415
pares de bases correspondiente a la posicion 68 a 483 de la secuencia codificante del
gen. En el caso de la PDF-2 de T. brucei se selecciono un fragmento de 805 pares de
base correspondiente a la posicion 226-1017 del gen codificante. La amplificacion se
llevo a cabo a partir del plasmido pGEMT-THbPDF-1 y del plasmido pGEMT-7HPDF-2
con la Pwo DNA polimerasa, utilizando los oligonucledtidos RNAi T7hPDF-1(5’) y
RNAi7hPDF-1(3’) en el caso de PDF-1 y RNAi7hPDF-2(5") y RNAiTHPDF-2(3) en el
caso de PDF-2 y que se muestran en la tabla B.I1.3. En este caso el proceso consta de
dos pasos de clonacion en los que se introduce el fragmento de DNA en ambos sentidos.
En primer lugar, una alicuota del producto de PCR se digiri6 con las endonucleasas
Hindlll y Apal, y el producto se ligo en el vector pGR19 previamente digerido con las
mismas enzimas. En un segundo paso, otra alicuota del producto de PCR se digirié con
la endonucleasa BamH 1y se clono en la construccion resultante de la ligacion anterior
previamente digerida con BamH 1y Hpa 1, quedando insertada en la orientacion opuesta
a la del primer paso. Tras los dos pasos de clonacion se obtuvieron los plasmidos

pGR19-ThPDF-1 y pGR19-ThPDF-2.
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B.11.6.2. Estudio del efecto del RNAIi sobre el crecimiento celular

Para determinar el efecto del silenciamiento del gen de la PDF-1 y PDF-2 sobre
el crecimiento celular se llevo a cabo un seguimiento de un cultivo de parasitos donde
se indujo el RNAI1 con doxiciclina y como control se utiliza un cultivo donde no se
induce el silenciamiento.

En el caso de cultivos de la forma sanguinea, tanto para la linea celular 7. brucei
S16pGR19-PDF-1 asi como para 7. brucei S16pGR19-PDF-2 , se inocul6 un cultivo de
10 mL a una densidad celular de 3.0 x 10 parasitos-mL™". A continuacion se hicieron
dos alicuotas, y a una de ellas se afladi6 doxicilina como agente inductor del RNAi a
una concentracion de 1.0 pg-mL™". La densidad celular se midi6 cada 24 h utilizando un
contador de células ZI Coulter® Particle Counter. Para evitar que el cultivo supere la
fase logaritmica, cada 2 dias se diluyen a la densidad inicial. De esta manera se obtiene
una curva de crecimiento frente al tiempo, pudiendo determinar el efecto del RNAi
sobre el crecimiento celular.

De manera semejante se estudio el efecto del RNAI en la forma prociclica donde

se parti6 de una densidad de 0.2 x 10° parasitos-mL".

B.11.6.3. Estudio del efecto de un doble silenciamiento de los genes de la PDF-1 y de
la MTF en Trypanosoma brucei

B.I1.6.3.1. Construccion de plasmidos para el silenciamiento génico mediante

RNAIi de la MTF

En primer lugar se llevo a cabo la construccion del plasmido para el RNA de
interferencia para la MTF de T. brucei, mediante la estrategia de la estructura tallo-lazo.
Para ello un fragmento de 559 pares de bases correspondiente a la posicion 41-600 de la
secuencia codificante de la MTF de 7. brucei se amplifico por PCR usando los
oligonucleodtidos S’MTF5’ y 3’MTF (Tabla B.I1.4.), a partir de DNA genémico de 7.
brucei 449 utilizando Pwo DNA polimerasa. Una alicuota del producto de PCR se
digiri6 con las endonucleasas HindIIl y Apal y el producto se ligd en el vector pGR19
previamente digerido con las mismas enzimas. En un segundo paso, otra alicuota del
producto de PCR se digirio con la endonucleasa BamHI y se clond en la construccion

resultante anterior previamente digerida con BamHI y Hpal, quedando insertada en la
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orientacion opuesta a la del primer paso. Tras los dos pasos de clonacioén se obtuvo un
plasmido denominado pGR19-MTF.

Un segundo plasmido se construyd para poder realizar el doble silenciamiento
del gen de la PDF-1 y de la MTF de T. brucei. Para ello era necesario modificar el
marcador de seleccion. Los plasmidos generados a partir del vector pGR19 presentan
como marcador de seleccion la resistencia al antibiotico higromicina. En el nuevo
plasmido se introdujo el marcador de resistencia a la blasticidina el cual esta presente en
el vector pGR12. En primer lugar, el plasmido pGR19-MTF se digiri6 con Hind III
liberandose un fragmento de DNA que contiene el fragmento del gen de la MTF
utilizado para el RNAI clonado en ambos sentidos separados por la secuencia “stuffer”.
Este fragmento se clond en el vector pGR12 previamente digerido con HindlIll para

obtener el plasmido pGR12-MTF.

B.11.6.3.2. Estudio del efecto del RNAi de la MTF sobre la proliferacion celular

en la forma prociclica de Trypanosoma brucei

La induccion del RNAI y el analisis posterior se hizo en las mismas condiciones

que las descritas en el apartado B.I1.6.2.

B.11.6.3.3. Estudio del efecto del doble RNAi de la TbPDF-1 y la MTF sobre la

supervivencia celular de Trypanosoma brucei

El estudio se realiz6 mediante un seguimiento del perfil de crecimiento de la
misma manera que en los casos anteriores del RNAi de la PDF-1 y PDF-2, el cual se

describe en detalle en el apartado B.I1.6.2.
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Tabla B.I1.4

Sitios de
Nombre Secuencia restriccion Utilidad
Clonacion de fragmento del
GAGGATCCAAGCTTAAGG| BamH1
5'RNAi PDF1 RNAI del gen TbPDF-1 en
AGCGTGTGGCA Hind 111
pGR19
Clonacioén de fragmento del
_ AACGGGCCCGTACTCGTC
3'RNAi1 PDF1 Apa 1 RNAI del gen TbPDF-1 en
CAAGCCACTAC
pGR19
Clonacioén de fragmento del
GAGGATCCAAGCTTATAT| BamH1
5'RNAi PDF2 RNAI del gen TbPDF-2 en
GCCTGGCAGCA Hind 111
pGR19
Clonacion de fragmento del
AACGGGCCCGTTGTAGTT
3'RNAi PDF2 Apa 1 RNAI del gen TbPDF-2 en
CTTCAAACGCA
pGR19
GCG GAT CCA AGCTTG | BamH1 Clonacioén de fragmento del
5’RNAi MTF
TTT CTG AGC CAC AC Hind 111  |RNAi del gen TOMTF en pGR12
AAC GGG CCC GCG ATG Clonacién de fragmento del
3’RNAi MTF Apa 1
TGA TCG ACT TGC GC RNAi del gen TOMTF en pGR12
CGC GGC CGC GCA ACA Clonacioén de la region UTR 5
5’UTR1 Not 1
CAACATTTTGTTTT de PDF-1
GCC TCG AGG GAG GGA Clonacion de la region UTR 3'
3’UTR1 Xho 1
AGG GAC ACG TAT GG de PDF-1
TGA GGC CTG CTT GCT Clonacion de la region UTR 5
5’UTR2 Stu 1
GTG CGT TTC TGT GT de PDF-2
GGC TAG CGC GGC CGC Clonacion de la region UTR 3'
3’UTR2 Not 1/Nhe 1
AAA ACC AAT AAATA de PDF-2
AAG CTT ATG TTA CGG Clonacion del gen PDF-1 en
ThCEPDF-1 5' Hind 111
CATTTG TTC CGA TG pGRI11
GGA TCC TTA GTG GCT Clonacion del gen PDF-1 en
ThCEPDF-1 3' BamH 1
CAG GCG AGC GTC pGRI11
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Nombre Secuencia Utilidad
VCAR GCA CTA GCC GTG TCA Secuenciacion de plasmidos
ACT CAC pGR19 y PGR12
CGA GAA GAC TGA AGT | Preparacion de sonda de DNA
PDF-1Snd 5’
ACT TGA TGG de PDF-1
GTG GCT CAG GCG AGC | Preparacion de sonda de DNA
PDF-1Snd 3~
GTC CTC de PDF-1
CGC ATT GAA AGT GCT | Preparacion de sonda de DNA
PDF-2Snd 5’
GCGTITG de PDF-2
CTA CTG AGG GGC GTT | Preparacion de sonda de DNA
PDF-2Snd 3’
ATCCTITC de PDF-2
GCG AGT GCC TAT TTG | Preparacion de sonda de DNA
MTFSnd 5'
GTA AGG TCCCTGTT de MTF
GGC GTT GAT GGT TGG | Preparacion de sonda de DNA
MTFSnd3'
ACT GAA GTA CTC AC de MTF
Comprobacion de reemplazo
CTA ACA TCG TAT GAG
UPS UTRS' alelico con blasticidina o
GCATTT TTC ATT AG
higromicina
Comprobacion de reemplazo
GGA TAG GCC GAC CGA
DWN UTR3' alelico con blasticidina o
TGA TCA ACA GTT TC
higromicina
BLAS' GCT ACA ATC AAC AGC | Comprobacion de reemplazo
ATC CCC ATCTCT GA alelico con blasticina
BLA3' TCA GAG ATG GGG ATG | Comprobacionde reemplazo
CTG TTG ATT GTA GC alelico con blasticidina
HYGS' GCG CGA TTG CTG ATC | Comprobacion de reemplazo
CCC ATG TGT ATC AC alelico con higromicina
HYG3' GTG ATA CAC ATG GGG | Comprobacion de reemplazo
ATC AGC AAT CGC GC alelico con higromicina
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B.I1.7. Doble reemplazo alélico condicionado del gen PDF-1 en la forma sanguinea

de Trypanosoma brucei

Para estudiar la esencialidad de la PDF-1 en la forma sanguinea de Trypanosoma
brucei, se llevo a cabo el reemplazo de los dos alelos del gen ThPDF-1 por los genes de
resistencia a blasticidina S transferasa (BSD) e higromicina fosfotransferasa (HYG).
Previo a los reemplazos alélicos secuenciales, se incorpor6 una copia ectopica del gen

PDF-1 bajo el control de un promotor inducible.

B.I1.7.1. Construccion de plasmidos para el doble reemplazo alélico condicionado

de PDF-1

Para la expresion de la copia ectdpica de ThPDF-1, en primer lugar se disefiaron
los oligonucledtidos para amplificar el marco de lectura abierto correspondiente al gen
TbPDF-1 (Tabla B.I1.4.) el cual fue clonado en un plasmido de expresion dentro de los
sitios Ndel y lo que permite la expresion regulada del gen correspondiente a partir del
promotor prociclina sensible a tetraciclina y con el gen de resistencia a puromicina N-
acetil transferasa (PAC) como farmaco de seleccion. El plasmido resultante fue llamado
pGR11/CE-TbPDF1 (Figura B.I1.2.C).

Para reemplazar uno de los dos alelos del gen 76PDF-1, las regiones 5’-UTR y
3’-UTR fueron clonadas consecutivamente en los sitios de restriccion del plasmido
pHD887 flanqueando en posicion 5’ y 3’ respectivamente el gen BSD de resistencia
dando lugar a la construccion pHD887-ThPDF1-KOI1B (Figura B.I1.2.B). Finalmente,
para reemplazar la segunda copia del alelo 7bPDF-1, el marcador de seleccion (HYG)
obtenido a partir del plasmido pGR19 por digestion con SnaBI fue subclonado en el
pHD887-TbPDF-1-KO1B digerido con SnaBl reemplazando el gen de resistencia BSD
y dando lugar a la construccion pHD887-TbPDF-1-KO2H (Figura B.I1.2.A).

En primer lugar un fragmento de 702 bp correspondiente a la posicion 69 y 771
de la region 5’-UTR (oligonucleotidos 5’UTR1 y 3°’UTR1) y un fragmento de 333 bp
correspondiente a la posicion 22 a 355 pb de la region 3’-UTR (oligonucledtidos
5’UTR2 y 3°’'UTR2) que flanquean el marco abierto de lectura del gen 7ThPDF-1 fueron
amplificados por PCR a partir de DNA gendémico de la cepa S16 de Trypanosoma
brucei. Los oligonucledtidos fueron disefiados usando la secuencia depositada en la

base de datos GeneDB y son indicados en la tabla B.IL.4.
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Figura B.I1.2. Plasmidos empleados para el doble reemplazo alélico condicionado de PDF-1.
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B.I1.8. Transfeccion estable por electroporacion

En el caso de las formas sanguinea de 7. brucei, cultivos in vitro de la linea
celular 7. brucei S16 se crecieron hasta una densidad celular de 1.5-
2.0 x 10° parésitos-mL™". El volumen necesario para recoger un numero total de 2.4 x
10" parésitos por transfeccion se centrifugé a 1000 x g durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, se retira el sobrenadante y las células se lavan
con 40 mL de tampoén de transfeccion Cytomix (Tabla B.I.1). Las células se recogen
mediante centrifugacion en las mismas condiciones y se resuspenden en el mismo
tampon a una concentracion de 6.0 x 107 parasitos-mL™". En el caso de los plasmidos
disefiados para generar el RNAi, el DNA plasmidico aislado mediante el kit Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) se digiridé con la enzima de
restriccion Not 1, se precipitd con etanol y finalmente se resuspendié en agua estéril a
una concentracién de 1 mg-mL™".

En el caso de los plasmidos utilizados para el doble reemplazo alélico, el
plasmido fue digerido con la enzima Notl, generando un fragmento que contiene el
marcador de seleccion flanqueado por las regiones UTR 5° y 3’ del gen que se desea
reemplazar. Este fragmento se purifico a partir de un gel de agarosa utilizando el kit
lllustra GFX™ PCR DNA and Band Purification (GE Healthcare) y se precipitd con
etanol y finalmente se resuspendi6 en agua estéril a una concentracién de 1 mg-mL™
Posteriormente, 2.4 x 107 parasitos se mezclaron con 10 pg del plasmido digerido y se
transfirieron a una cubeta de electroporacion Gene Pulser® Cuvette, 4mm gap (Bio-
Rad). Inmediatamente, se electroporaron en un sistema ECM 630 de BTX con las
siguientes condiciones: 1.7 KV, 25 Q y 25 uF. Después del pulso, las células se
transfirieron a un frasco de cultivo con 12 mL de medio de cultivo HMI-9 con
geneticina, se repartieron en una placa de 24 pocillos adicionando 0.5 mL en cada
pocillo y finalmente las células se dejan recuperar 18 horas en un incubador a 37°C con
CO,. Para realizar la seleccion de los clones, se adiciona 1.0 mL de medio de cultivo
HMI-9 con geneticina y con el antibidtico utilizado como marcador de seleccion.

En el caso de forma prociclica de 7. brucei, cultivos in vitro de la linea celular
T. brucei 449 se mantuvieron varios dias en fase logaritmica, recogiendo las células
para transfectar a una densidad celular de 4.0-8.0 x 10° parasitos-mL". El volumen

necesario para recoger un numero total de 2.0 x 10’ pardsitos por transfeccion se
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centrifugd a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C. A continuacidon, se retira el
sobrenadante y las células se lavan con 40 mL de tampon de transfeccion ZPFM frio
(Tabla B.I.3.). Las c¢lulas se recogen mediante centrifugacion y se resuspenden en el
mismo tampon a una concentraciéon de 4.0 x 107 parasitos-mL™". El DNA se prepar6 de
la misma manera que en el caso de 7. brucei S16. Posteriormente, 2.0 x 107 parasitos se
mezclaron con 10 pg del pldsmido digerido y se transfirieron a una cubeta fria de
electroporacion Model 620 Disposable Cuvettes Plus ™ 2 mm gap (BTX). La mezcla se
mantiene en hielo durante 5 minutos y a continuacién se electroporé en un sistema
ECM 630 de BTX con las siguientes condiciones: 1.6 KV, 25 Q0 y 25 pF. Después del
pulso, las células se transfirieron a un frasco de cultivo con 12 mL de medio de cultivo
SDM-79 con fleomicina y se incuban durante 18 horas en un incubador a 28°C. La
seleccion de clones se lleva a cabo con el antibidtico correspondiente al marcador de
seleccion del plasmido transfectado en placas de 24 pocillos, donde se colocan 0.5 mL
por pocillo (excepto en la primera fila) de medio condicional (medio donde han sido
crecidos parasitos a una densidad comprendida entre 7.0 y 9.0 x 10° parasitos-mL™). El
producto de la transfeccion se reparte a razoén de 1 mL en cada pocillo de la primera fila,

a partir del cual se haran diluciones 1:2 por columna hasta llegar a la tltima fila.

B.I1.8.1. Estudio del efecto del RNAi de la PDF-1 y PDF-2 sobre la proliferacion
celular

Para determinar el efecto del silenciamiento del gen de la PDF-1 y de la PDF-2
sobre la proliferacion celular se llevo a cabo un seguimiento de un cultivo de parésitos
donde se indujo el RNAi con doxiciclina y como control se utiliza un cultivo donde no
se induce el silenciamiento.

En el caso de cultivos de la forma sanguinea, tanto para la linea celular 7. brucei
S16 pGR19-PDF-1 asi como como 7. brucei SI6pGR19PDF-2, se inoculd un cultivo de
10 mL a una densidad celular de 3.0 x 10* paréasitos-mL", después se hicieron dos
alicuotas, y a una de ellas se anadié doxicilina como agente inductor del RNAi a una
concentracién de 1.0 pg-mL™. La densidad celular se midié cada 24 h utilizando un
contador de células ZI Coulter® Particle Counter. Para evitar que el cultivo supere la
fase logaritmica, cada 2 dias se diluyeron inoculandolos a la misma densidad inicial. De
esta manera se obtiene una curva de crecimiento frente al tiempo, pudiendo determinar

el efecto del RN A1 sobre la proliferacion celular.
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De la misma forma se estudio el efecto del RNAi en la forma prociclica pero en

este caso se partié de una densidad de 0.2 x 10° parésitos-mL™".
B.I11.8.2. Analisis por Northen blot

Las muestras correspondientes a 50x10° parasitos fueron recolectadas por
centrifugacion y el RNA total fue aislado usando TRIzol®. Para el estudio de Northen
blot, 10ng del RNA total fueron corridos en un gel de 1% de
agarosa/forlmaldehido/MOPS y transferido por capilaridad a una membrana de nylon
Nytran (Schleicher&Schuel). El RNA es fijado a la membrana usando un
transiluminador. Las sondas para el Northen blot fueron amplificadas por PCR y
marcadas con el sistema de deteccion y marcaje directo Gene Images AlkPhos (GE
Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Como control de carga se
utilizé la sonda SRP (Banda et al. 2001) y los analisis por densitometria de las sefiales

generadas por las sondas fueron realizados usando el programa 1D-manager (TDI).
B.11.8.3. Analisis por Southern blot

Para los estudios de Southern blot el DNA gendmico de 7. brucei (1 pg) fue
digerido con Sphl y los productos de digestion fueron separados en un gel de agarosa y
transferidos a una membrana Hybon-N (Amersham). La membrana fue hibridada toda la
noche a 42°C con la sonda marcada correspondiente a la region UTR 5° de la PDF-1. La
sonda unida fue detectada usando el sistema de deteccion y marcaje directo Genes

Images AlkPhos (GE Healthcare).
B.I1.9. Estudios de microscopia electrénica de transmision

Tanto la preparacion de las inclusiones como el montaje de los cortes sobre las
rejillas de niquel fueron realizados en el Servicio de Microscopia Electronica del Centro

de Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada. Las inclusiones se

prepararon a partir de 1-10 x 10’ células en la fase exponencial de la curva de
crecimiento, que fueron lavadas con tampén PBS 1X estéril (Tabla B.1.3) e incubadas a
4°C durante 2 h con fijador de Karnovsky (glutaraldehido tipo I 0.4 %, formaldehido
4 %, sacarosa 3.5 % y acido picrico 0.5 % en tampdn cacodilato 0.1 M, pH 7.4).
Posteriormente, se realizaron tres lavados de 20 min con tampoén cacodilato a 4°C. A

continuacion la muestra fue resuspendida en un volumen de 500 pl y transferida a un
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tubo de 1.5 mL. Los sitios carboxi-aldehido reactivos se bloquearon con glicina 0.1 M
en el mismo tampon durante 1 h. Se centrifugd, y se descartd el sobrenadante. La
muestra fue entonces deshidratada con concentraciones crecientes de etanol segun el
siguiente esquema:

Resuspension en etanol 50 %, 20 min, -20°C. Centrifugacion.

Resuspension en etanol 70 %, 20 min, -20°C. Centrifugacion.

Resuspension en etanol 90 %, 20 min, -20°C. Centrifugacion.

Resuspension en etanol 100 %, 20 min, -20°C (2 veces). Centrifugacion.

El material fue, posteriormente, transferido a un frasco de inclusion e infiltrado
en la resina de la siguiente forma:

Etanol-Resina LRWhite 25 %, 2 h, -20°C

Etanol-Resina LR White 50 %, 2 h, -20°C

Etanol-Resina LRWhite 75 %, 2 h, -20°C

Etanol-Resina LRWhite 100 %, 2 h, -20°C (2 veces)

Por tultimo, se transfirié el material a una cépsula de gelatina, se cubri6 con
resina y se dejo polimerizando durante 2 dias en camara UV a -20°C, y un dia a
temperatura ambiente.

Una vez obtenidos los bloques de inclusion se hicieron cortes semifinos de 1 um
de espesor que se tifieron con azul de toluidina al 2 % en borax al 1 % en placa caliente.
Dichas secciones se observaron en un microscopio Optico. Examinados los cortes
semifinos se procedid a la eleccion de la zona de interés para la posterior obtencion de
cortes ultrafinos de 500 A de espesor en un ultramicrotomo Ultracut R de Leica. Los

cortes se montaron sobre rejillas de niquel de malla 300.

B.II1. Determinacion del efecto combinado del RNAi y de los farmacos

oligomicina, terbinafina y ketoconazol sobre la proliferacion celular

El perfil de crecimiento de las diferentes las lineas celulares en presencia de
estos farmacos se determind para establecer el valor de ICso. Las concentraciones
utilizadas en los ensayos posteriores fueron seleccionadas en base a la determinacion de

la ICsp para cada uno de ellos, como se detalla en el apartado B.II.1.1.3.
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B.II1.1.1. Analisis mediante FACS y microscopia de fluorescencia de la funcion

mitocondrial en la forma prociclica y sanguinea de Trypanosoma brucei

El efecto de la deplecion de los niveles de PDF-1 y PDF-2 sobre el potencial de
membrana mitocondrial en Trypanosoma brucei se estudié mediante citometria de flujo,
empleando la sonda fluorescente Mitotracker Red CMXRos (Molecular Probes). Para
los estudios en la forma prociclica, las muestras correspondientes a 2.0 x 10° parésitos
se obtuvieron por centrifugacion a 7000 x g durante 1 min a temperatura ambiente y
fueron resuspendidas en medio SDM-79 con Mitotracker a una concentracion final de
luM durante 30 min a 28°C°. Posteriormente las células fueron centrifugadas y
resuspendidas en medio SDM-79 sin Mitotracker durante 30 min. Finalmente las células
son centrifugadas de nuevo y lavadas dos veces con PBS 1X. Para el estudio del efecto
de la deplecion de los niveles de PDF-1 en la forma sanguinea se procedié del mismo
modo que para la forma prociclica, pero las incubaciones se realizaron en medio HMI-9
a 37°C, al 5% CO, y a una concentracion de Mitotracker de 100 nM. A continuacion, la
citometria de flujo y el andlisis se llevé a cabo en un Becton Dickinson FACScan con el
programa BD CellQuest  Pro version 4.0.2. Para su visualizacion al microscopio, una
vez lavadas las células fueron fijadas en solucion PBS1X al 4% de paraformaldehido y
colocadas en un portaobjetos durante 20 min a temperatura ambiente, lavadas 6 veces
con PBS1X y finalmente se realizdé el montaje de las muestras tratadas con 3 ul de
Vectashield con DAPI cubriéndolas con cubreobjetos y sellando las preparaciones con
esmalte. Una vez seco el esmalte las muestras se conservaron protegidas de la luz y a
4°C hasta su observacion. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio Zeiss
Axiophot (Carl Zeiss, Inc.), utilizando el mismo tiempo de exposicion para todas las

muestras.

B.IV. Estudios sobre el metabolismo de lipidos de la forma prociclica de

Trypanosoma brucei

B.IV.1.1. Extraccion y cuantificacion de acidos grasos totales

Para la extraccion de acidos grasos totales se recogen 50x10° parésitos. Se lavan
dos veces con PBS 1X ( 7000 rpm 1 min). El “pellet” de células se resuspende en 1%
Triton X-100 en cloroformo puro y se solubiliza en un microhomogenizador. La

suspension resultante se centrifuga a 10 minutos a maxima velocidad. Se retira la fase
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organica y se deja secar a 50 °C para evaporar el cloroformo. Al final los lipidos quedan
suspendidos en un pequefio volumen que Triton X-100. La cuantificacion del contenido
de 4cidos grasos totales se llevo a cabo utilizando el Kit Biovision Free Fatty Acid
Quantification, empleando un espectrofluorometro SpectraMax® Gemini EM con los

valores de fluorescencia de Ex/Em= 535/590 nm en placas multipocillos.
B.IV.1.2. Marcaje metabélico con [*'H]mevalonato

Las muestras correspondientes a 5x10’ paréasitos se resuspendieron en medio
SDM-79 y fueron incubados con [*H]mevalonato (50pCi-mL™") durante dos horas a
28°C en agitacion. Tras la incubacion las células fueron centrifugadas y lavadas dos
veces con PBS1X y finalmente solubilizadas en 30 voliumenes de una mezcla

clorofomo:metanol en una proporcion 2:1 durante 120 hrs hasta el dia de su analisis.
B.IV.1.3. Separacion y caracterizacion de la fraccion de lipidos neutros

Los parésitos recolectados por centrifugacion a 2000 xg, se lavan 3 veces con
PBS 1X. Los lipidos totales de las células se extrajeron con 30 volumenes de una
solucion cloroformo:metanol 2:1 (v/v) durante un periodo mayor de 48 horas a 4°C.
Seguidamente las muestras fueron filtrados en papel Whatman #1Millipore Corp.,
Bedford, Mass y recogidas en un matraz de fondo redondo para luego ser secadas
parcialmente en un roto evaporador (Butch modelo RE111). Las muestras resultantes se
resuspenden en cloroformo para luego ser secadas en una atmdsfera de nitrogeno y
almacenados a —20°C hasta su posterior separacion en fraccion neutra y polar (Lorente
et al. 2004; Urbina et al. 1995).

Para la separacion de lipidos totales en una fraccidn neutra compuesta
principalmente por esteroles, y en otra fraccion polar compuesta mayoritariamente por
fosfolipidos, se utilizé cromatografia en acido silicico. El &cido silicico se activa durante
12 horas en una estufa a 100°C y se resuspende inmediatamente en cloroformo en una
proporcion 1:3 para un volumen de empaquetamiento de 3 mL aproximadamente. Las
columnas se lavan con 4 volumenes de cloroformo y posteriormente se afiaden cada una
de las muestras de lipidos totales. Para eluir los lipidos neutros se hacen pasar 4-5
volumenes de cloroformo y nuevamente son concentradas y secadas repitiendo los
pasos iniciales de deshidratacion en atmdsfera de nitrégeno para ser almacenadas a —20

°C hasta su posterior analisis por cromatografia en capa fina y cromatografia gas-
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liquido. Para eluir los lipidos polares se hacen pasar por la columna 8 volimenes de
cloroformo-metanol (v/v). Estas fracciones se concentran y se almacenan—20 °C.

Para el andlisis cualitativo inicial los lipidos neutros fueron separados por
cromatografia en capa fina (TLC). El desarrollo se realizé en una camara con atmdsfera
saturada dejando ascender la mezcla de solvente que conforma el eluyente (hexano 80:
éter etilico 20: acido acético:4. 2) La placa se reveld en una cdmara saturada con yodo
sublimado.

En el caso de lipidos procedentes de parasitos incubados con [*H]mevalonato,
las placas fueron divididas en diferentes regiones e identificadas en base a la posicion de
migracion del marcador correspondiente. Estas zonas fueron raspadas y suspendidos en
liquido de centelleo para cuantificar la radioactividad incorporada mediante un contador

de centelleo Beckman Coulter ™,

B.IV.1.4. Separacion, identificacion y cuantificacion de la fraccion de lipidos

neutros

La fraccion de lipidos neutros, fue primero analizada por cromatografia gas

liquido convencional (separacion isotérmica en una columna de vidrio de 4 m con 3%
OV-1 sobre chromosorb 100/200 mesh con nitrogeno como gas transportador a
24mL/min y un detector de ionizacion de llama).
Para andlisis cuantitativos y asignaciones estructurales, los lipidos neutros fueron
separados en una columna de alta resolucion (columna Ultra-2 de 25 m por 0.20 mm de
diametro interno, 5% fenil-metil-siloxano, 0.33-um pelicula de espesor) en un
cromatografo de gas Hewlett-Packard 6890 con un detector de masa HP5973A. Los
lipidos fueron inyectados en cloroformo y la columna se mantuvo a 50°C durante 1
minuto. Posteriormente la temperatura se aument6 hasta 270°C a una velocidad de 25°C
min-1 y finalmente a 300°C min-1. La temperatura del inyector fue de 250°C y el
detector se mantuvo a 280°C.

La identificacion del contenido de las muestras se realizd, tanto por la
comparacion del tiempo de retencion de los compuestos con los tiempos de retencion de
patrones, como por espectros de masa caracteristicos y comparando el patron de i6n
molecular del lipido problema con una base de datos de patrones con estructuras
conocidas. La cuantificacion de estos lipidos se hizo integrando el area bajo la curva de

cada pico en el cromatograma.
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B.IV.2. Tincion con rojo Nilo y Filipina

La células fueron recogidas por centrifugacion, lavadas tres veces con PBS1X,
resuspendidas a una densidad de 20.000 células/uL en paraformaldehido 4% en PBS1X
y colocadas en una ldmina cubierta con poli-L-lisina durante 20 minutos. Estas
preparaciones fueron lavadas una vez e incubadas por separado bien sea con rojo Nilo
Sug/mL en solucion de acetona o Filipina durante 30 minutos. Las laminas fueron
lavadas tres veces con PBS1X y montadas con Vectashield-DAPI en el caso de rojo
Nilo y Vectashield en el caso de Filipina. La adquisicion de imdgenes digitales fue

llevada a cabo con un microscopio Zeiss Axiophot (Carl Zeiss, INC).

&4



OBJETIVOS






OBJETIVOS

C. OBJETIVOS

Las enfermedades parasitarias constituyen en la actualidad un importante
problema de salud publica a nivel mundial. La pronunciada toxicidad, el elevado coste y
la aparicion de resistencia a los farmacos que actualmente se emplean para el
tratamiento ponen de manifiesto la urgente necesidad de desarrollar nuevos compuestos
mas eficaces. A pesar de su elevada incidencia e impacto econdmico y social y a la gran
cantidad de informacién generada sobre la bioquimica y la genética de los organismos
causantes el desarrollo de nuevos farmacos ha sido poco productivo.

T. brucei presenta un ciclo de vida digenético que esta asociado a cambios
drésticos a nivel morfolédgico, especialmente a nivel de orgdnulos, especificamente en la
mitocondria donde se refleja la modulacion del metabolismo energético. La forma
sanguinea del hospedador vertebrado, que es la forma clinicamente relevante, depende
de la funcion esencial que se desarrolla en la mitocondria. Dicha funcién es dependiente
de una proteina codificada en el genoma de este orgadnulo que requiere un
procesamiento post-traduccional en el cual debe estar implicada la péptido deformilasa
(PDF). Aunque la mitocondria ha perdido durante la evoluciéon muchas funciones, aun
mantiene caracteristicas como la formilacién de la metionina para la iniciacion de la
sintesis de proteinas organelares. Estas reacciones son esenciales en muchos
microorganismos y plantas y toda la maquinaria metabdlica necesaria para este
procesamiento estd presente en el genoma de eucariotas, incluidos Trypanosoma spp.
Estos procesos podrian constituir dianas para el disefio de firmacos con mecanismos de
accion novedosos.

Aunque el gen de la PDF estd presente en el genoma humano y parece ser
funcional, diversos estudios apuntan a que existen diferencias importantes entre la PDF
humana y la bacteriana. Esta posibilidad se podria extender al caso de las PDFs de
tripanosomatidos.

El objetivo por tanto de esta Tesis Doctoral ha sido profundizar en el papel
bioldgico de las PDFs en tripanosomatidos y avanzar en el conocimiento del
procesamiento post-traduccional de proteinas codificadas por el genoma mitocondrial

estableciendo el impacto que tiene la operatividad de este proceso en la supervivencia
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celular. En este trabajo, los estudios de esencialidad de genes por manipulacion genética
mediante RNAI se han llevado a cabo en Trypanosoma brucei, ya que las técnicas que
permiten aplicar esta metodologia estdn desarrollados en este organismo. En base a las
semejanzas bioquimicas de los distintos géneros de la familia Trypanosomatidae, estos
resultados se pueden extrapolar a otros miembros de esta familia.

Para cumplir con este propoésito, el desarrollo del trabajo se ha llevado a cabo

en base a los siguientes objetivos especificos:

1.- Aislamiento y caracterizacion de los genes PDF-1 y PDF-2 de Trypanosoma brucei,
Leishmania major y Trypanosoma cruzi.

2.- Establecimiento de un sistema de expresion de proteina recombinante soluble y
desarrollo de la metodologia para la obtencidn de proteina purificada a homogeneidad.
3.- Caracterizacion cinética de las PDFs de tripanosomatidos y estudio del efecto de
inhibidores potenciales sobre la actividad deformilasa.

4.- Estudios sobre los efectos en la modulacion de los niveles de expresion de PDF-1 y
PDF-2 sobre la supervivencia celular y el metabolismo mitocondrial tanto en la forma
prociclica como en la forma sanguinea de 7. brucei.

5.- Establecimiento de la localizacion subcelular de la PDF-1 y PDF-2 en Trypanosoma
brucei.

8.- Determinar las repercusiones que tiene la deplecion de los niveles de PDF-1 y PDF2
sobre otros procesos bioquimicos esenciales para la supervivencia celular.

9.- Evaluar los efectos de la modulacion de la formilacion y la deformilacion sobre la

viabilidad celular.
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D. RESULTADOS

D.I. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL GEN DE LA PEPTIDO
DEFORMILASA 1Y 2 DE Trypanosoma brucei 'y Trypanosoma cruzi

D.I.1. Aislamiento de los genes PDF-1 y PDF-2 de Trypanosoma brucei y

Trypanosoma cruzi

Las secuencias codificantes de la PDFs de Trypanosoma brucei fueron obtenidas
mediante una busqueda en la base de datos GeneDB (www.genedb.org) utilizando la
secuencia de la PDF de Escherichia coli. Se identificaron dos genes que codifican
péptido deformilasas putativas: Tb11.01.6120 de 783 pb y Tb09.211.0190 de 1101 pb
las cuales fueron designadas en este trabajo como PDF-1 y PDF-2 respectivamente. En
el caso de Trypanosoma cruzi la misma estrategia de busqueda permitid detectar 4
homologos de la PDF bacteriana: Tc00.1047053506871.100, Tc00.1047053507509.50
que en este estudio fueron asignadas como PDF-1 que constituyen una secuencia de 783
pb de longitud mientras que Tc00.1047053510579.20 y Tc00.1047053510241.120
fueron asignadas como PDF-2 y tienen una secuencia codificante de 1101 pb de
longitud.

La secuencia codificante de PDF-1 y PDF-2 de Trypanosoma brucei y
Trypanosoma cruzi fueron amplificadas mediante PCR a partir de DNA gendmico de la
linea celular 7. brucei 449 y de T. cruzi cepa Y, respectivamente.

Para la expresion de las proteinas de Trypanosoma cruzi se utilizaron
oligonucleétidos disefiados a partir de la secuencia del gen correspondiente depositada
en la base de datos y sintetizados en los Servicios Técnicos del Instituto de Parasitologia
y Biomedicina “Lopez Neyra”. En los extremos 5’ de los oligonucledtidos se
introdujeron los sitios de restriccion Ndel (TcPDF1 5°) y BamHI (TcPDF1 3°), para
TcPDF-1 y Ndel (TcPDF2 5°) y BamHI (TcPDF2 3°), para TcPDF-2 para su posterior
clonacion en el sistema de expresion pET. Los productos de amplificacion por PCR de
783 y 1101 pares de base se purificaron y fueron analizados en geles de agarosa al 1%.

(Figura D.I.1.).
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Cada fragmento obtenido del tamafo esperado fue clonado en el vector pGEM-
T® (Promega) para dar los plasmidos pGEM-TcPDF-1 y pGEM-TcPDF-2
respectivamente. Esta construccion se utilizd para comprobar por secuenciacion el

fragmento de DNA amplificado, utilizando los oligonucleotidos T7 y SP6.

2000pb m—

1353ph m—

1078pb m— 1101pb
872ph m— 783pb

603pb m—

Figura D.I.1. Electroforesis en agarosa 1%. 1) Marcadores de DNA. 2) Sonda homéloga amplificada
por PCR a partir de DNA gendmico de 7. cruzi, utilizando el par de oligonucledtidos 7cPDF1-5°,
TcPDF1-3 " para TcPDF-1 y TcPDF2-5°, TcPDF2-3" para TcPDF-2 (Tabla B.IL.3.).

D.IL. EXPRESION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES PDF-1 Y PDF-2
DE Trypanosoma cruzi EN EL SISTEMA HETEROLOGO E. coli

D.IL.1. Construccion del sistema de expresion para TcPDF-1y TcPDF-2

Los primeros intentos de expresion 7cPDF-1 y T7cPDF-2 consistian en el
disefio de plasmidos que contenian la secuencia completa de cada proteina. Sin
embargo, con estas versiones no fue posible obtener proteina soluble. Por consiguiente,
se diseflaron truncamientos sistematizados del extremo amino terminal teniendo en
cuenta la secuencia de la PDF de E. coli (figura D.II.1.) que carece de las extensiones

N- y C-terminal que presentan las proteinas de 7. cruzi. La region N-terminal de PDF de

92



RESULTADOS

eucariotas esta asociada con la localizacion subcelular de la proteina y es normalmente
procesada, por lo que los truncamientos sistematicos en otras PDFs eucariotas han
permitido optimizar los niveles de produccion de proteinas en sistemas de expresion
bacterianos, manteniéndose los residuos criticos para la actividad.

Concretamente se hicieron las construcciones presentadas en la figura D.II.1.
que presentan truncamientos de 37 y 61 aminoacidos del extremo amino de la PDF-1 y

PDF-2 respectivamente.
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Figura D.IL.1. Alineamientos de la PDF-1 y PDF-2 de Trypanosoma cruzi junto con la PDF de E.
coli. Los truncamientos se disefiaron teniendo en cuenta las regiones conservadas entre la PDF
bacteriana y la PDF de Trypanosoma cruzi. En el recuadro se indica la zona seleccionada para el

truncamiento de la region amino terminal con la que se obtuvo proteina soluble.

El sistema elegido para la expresion de las proteinas fue el vector pET el cual
esta basado en la transcripcion de genes por parte de la enzima T7 RNA polimerasa e
incorpora una secuencia de 6 histidinas que facilita la purificacién de la proteina por

cromatografia de afinidad a metal. La secuencia del gen que codifica la proteina de

93



RESULTADOS

interés es clonada a continuacion de la secuencia promotora de la enzima T7 RNA
polimerasa y ésta construccion es utilizada para transformar cepas de E. coli que
contienen en su genoma una copia del gen que codifica ésta enzima. La transcripcion
del gen de la T7 RNA polimerasa es inducible por IPTG, ya que en estas células se
encuentra reprimida por medio de la secuencia reguladora /ac. La adicion de IPTG
permite el inicio de la transcripcion y la posterior expresion de la enzima T7 RNA
polimerasa, la cual inicia a su vez la transcripcion del gen de interés.

Para desarrollar un sistema de expresion se emple6 el vector pET22-b(+) de la
seriec pET de Novagen, en el que se introdujeron las secuencias codificantes
correspondientes a las versiones truncadas de 7cPDF-1 y TcPDF-2 con el fin de obtener
proteina recombinante soluble (figura D.IL.2.).

En primer lugar, los plasmidos pGEMT-A377cPDF-1 y pGEMT-A617cPDF-2
fueron digeridos con las enzimas de restriccion Nde I y BamH 1, liberandose el
fragmento correspondiente al gen A377cPDF-1 y A617cPDF-2, respectivamente. A
continuacion el inserto liberado se clond en el vector pET22b(+), previamente digerido
con las mismas endonucleasas y desfosforilado con fosfatasa alcalina. Los plasmidos
resultantes  denominados A37TcPDF-1-pET22b(+) y  A61TcPDF-2-pET22b(+)
respectivamente, fueron propagados en E. coli XLI1Blue y secuenciados con los

oligonucleotidos T7 promotor y T7 terminador para descartar errores.

BamHI BamHI

T*A AB1TcPDF-2 "‘*L A37TcPDF-1

| -
N Naell \ Nde |
promotor T7 \

A61TcPDF-2-pET22b+
(6099pb)

A37TcPDF-1-pET22b+
(6081pb)

\ \

Figura D.I1.2. Plasmido de expresion A377cPDF-1-pET22b+ y A617cPDF-2-pET22b+.
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Para sobreexpresar la proteina recombinante se transformaron diferentes cepas
de bacterias E. coli BL21 (DE3), con la finalidad de determinar la cepa donde los
niveles de expresion de proteina soluble fuesen Optimos. Estas cepas contienen una
copia lisogénica del gen que codifica para la T7 RNA polimerasa y cuya expresion se
encuentra bajo el control del promotor T7/ac, con el plasmido pET22b(+). La induccion
de la expresion de AN377cPDF-1 y de AN617cPDF-2 se llevo a cabo con IPTG a una
concentracion final de 1 mM a diferentes temperaturas y se recogieron muestras a
distintos tiempos. La cepa elegida para la expresion de AN377cPDF-1 fue la E. coli
BL21 (DE3) pLysS. Esta cepa presentaba mayores niveles de expresion de proteina
soluble que alcanzaron un méaximo cuando la induccién se mantenia durante 18 horas a
22°C (Figura D.I1.3.). En el caso de AN617cPDF-2 la cepa elegida fue la E. coli BL21
(DE3). En las condiciones experimentales ensayadas se observé un mdximo de

sobreexpresion a las cinco horas de induccion a 37°C (figura D.11.4.).

- & ¥ ¥ T

Figura D.IL.3. Sobreexpresion de la proteina AN377cPDF-1 en E. coli BL21 (DE3) pLysS. La induccién
se llevd a cabo a 22°C durante 18 horas con IPTG 1 mM. Gel SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de

Coomassie-R250 correspondiente a extractos de E. coli BL21 (DE3) pLysS que contienen el plasmido de

expresion A37TcPDF-1-pET22b(+). (1) Marcadores de peso molecular; (2) extractos solubles de bacterias

sin inducir; (3) extractos solubles de bacterias inducidas con IPTG durante 18 horas; (4) cuerpos de

inclusion obtenidos a partir de extractos de E. coli sin inducir; (5) cuerpos de inclusion obtenidos a partir de

extractos de E. coli inducidos durante 18 horas. La proteina A377cPDF-1 sobreexpresada migra con un

tamafio aproximado de 30 kDa y aparece sefialada con una flecha.
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Figura D.I1.4. Sobreexpresion de la proteina AN617cPDF-2 en E. coli BL21 (DE3). La induccion se
llevé a cabo a 37°C durante 5 horas con IPTG 1 mM. Gel SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de
Coomassie-R250 correspondiente a extractos de E.coli BL21 (DE3) que contienen el plasmido de
expresion A61TcPDF-2-pET22b+. (1) Marcadores de peso molecular; (2) extractos solubles de
bacterias sin inducir; (3) extractos solubles de bacterias inducidas con IPTG durante 5 horas, (4)
cuerpos de inclusion obtenidos a partir de extractos de E. coli sin inducir (5) cuerpos de inclusion a
partir de extractos de E. coli inducidos. La proteina A617cPDF-2 sobreexpresada migra con un tamafio

aproximado de 45 kDa y aparece sefialada con una flecha.

D.III. PURIFICACION Y CARACTERIZACION CINETICA DE LA PDF-1 Y
PDF-2 DE Trypanosoma cruzi

D.IIIL.1. Purificacion de la proteina recombinante AN377¢cPDF-1

La purificacion de la enzima se llevo a cabo a partir de extractos de células E.
coli BL21(DE3) pLysS (Stratagene) transformadas con el pldsmido A377cPDF-1-
pET22b(+) inducidas durante 18 horas con 1 mM de IPTG como se indica en el
apartado de materiales y métodos y se realizd en un solo paso buscando minimizar la
manipulacion de la proteina teniendo en cuenta la conocida inestabilidad de esta clase
de metaloproteasas. Se utilizé un gradiente escalonado entre 50 mM y 1 M de imidazol.
Entre 50 mM y 120 mM de imidazol eluyen gran parte de las proteinas inespecificas,
mientras que entre 150-170 mM eluye la A377cPDF-1 practicamente libre de proteinas
contaminantes (figura D.II1.1.).

Las fracciones con una alta concentracion de A377cPDF-1 se unieron y la

mezcla final se concentrd y se cambi6 al tampon Hepes 50 mM, pH 7.4.

96



RESULTADOS

KDa
971 e—

66.2 — . - el

45.0 w—

1.0 == - d(— A37TcPDF-1

21.5 w—

Figura D.IIL1. Purificacién de la PDF-1 recombinante de 7. cruzi sobreexpresada en E. coli BL21
pLysS (DE3). SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie-R250. 1) Marcadores de peso molecular,
2) extracto soluble de bacterias BL21(DE3) pET22b(+)A377cPDF-1 inducido con 1 mM de IPTG durante
18 horas; 3) fraccion obtenida entre 50-100 mM de imidazol; 4) fraccion obtenida entre 150-170 mM de

imidazol de la cromatografia de afinidad a niquel en un sistema de cromatografia liquida de alta resolucion.

D.IIL.2. Determinacion de la masa molecular de la PDF-1 nativa de Trypanosoma

cruzi
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Figura D.IIL.2. Espectro de masa de la PDF-1 de Trypanosoma cruzi recombinante, truncada en

37 aminoacidos en el extremo amino terminal.

La determinacién de la masa molecular de la PDF-1 de Trypanosoma cruzi se

llevé a cabo mediante andlisis de espectrometria de masa, usando MALDI-MS
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generandose también la huella peptidica. Esta informacion se utilizo para una busqueda
rigurosa en la base de datos (www.matrixscience.com).

Los resultados de espectrometria de masa identificaron una proteina que
corresponde a la péptido deformilasa de Trypanosoma cruzi que en este estudio hemos
denominado PDF-1. Las determinaciones de masa molecular identifican la proteina con
una fiabilidad del 87% ajustandose al tamafio tedrico esperado (28.037 kDa) y a la masa
molecular deducida en los andlisis de expresion y purificacion en este estudio (entre 29
y 30 kDa).

Hay que destacar que hay una ligera diferencia entre el valor tedrico y el valor
de las masa molecular obtenido en el analisis de masa molecular experimental (figura
D.II1.2.) donde se visualizan diferentes picos con masas entre 28.713 a 28.188 kDa. Esta
discrepancia puede deberse a varios factores, que pueden estar asociados a la identidad
del cofactor metalico nativo, debido a que en la muestra analizada, la proteina puede
estar unida a diferentes cofactores metalicos incorporados durante su sobreexpresion en
el sistema bacteriano durante la purificacion en la columna de niquel. La presencia de
un segundo pico definido, con una masa que representa aproximadamente el doble de la
masa de la proteina nativa, puede ser un indicativo de que la PDF-1 de T. cruzi adopta
una conformacion dimérica. Esta observacion estaria de acuerdo con lo observado para
otras PDFs eucariotas estudiadas hasta la fecha, (a excepcion de la PDF de Plasmodium

que es un mondmero) que adoptan este tipo de estructura cuaternaria.

D.II1.3. Determinacion cuantitativa de la actividad 7¢PDF-1

La determinacion de la actividad deformilasa asi como la caracterizacion
cinética de la proteina recombinante 7cPDF-1, se llevo a cabo mediante el método
espectrofotométrico descrito por Lazennec y colaboradores (Lazennec and Meinnel
1997) inicialmente disefiado para el estudio de la PDF de E. coli. Consiste en la
determinacion de la variacion de absorbancia a 340 nm debido a la produccion de
NADH que tiene lugar por la reaccion de la formiato deshidrogenasa en presencia de -
NAD que oxida el formiato liberado, producto de la actividad de la PDF-1 sobre el
sustrato empleado que en este caso es el formil-metionil-alanil-serina (f-MAS). Este
sustrato ha sido disefiado teniendo en cuenta el extremo amino de proteinas codificadas

en el genoma de E. coli.
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D.II1.4. Determinacion de Km, V. y k.o para el F-MAS.

Se han establecido en primer lugar las condiciones Optimas para la
determinacion de la actividad deformilasa de la PDF-1 de Trypanosoma cruzi. Asi, la
reaccion se ha llevado a cabo en presencia de KH,PO4 50 mM, pH 7.5, NAD' 12 mM, a
37°C. Cuando se analizd el efecto de la concentracion de sustrato se observo que la
actividad deformilasa fue significativa a partir de 20 mM del sustrato f-MAS y aumento
hasta alcanzar un méaximo a 35 mM de sustrato. En cuanto a la concentracion de
enzima, la actividad fue lineal hasta 40 pg (figura D.IIL.3.). Teniendo en cuenta estas
observaciones para los estudios posteriores se utilizaron las siguientes condiciones de
ensayo: 37°C, KH,PO4 50 mM, pH 7.5, NAD" 12 mM, f-MAS 20 mM, 20 png de
TcPDF-1 en un volumen final de 200 pl.
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Figura D.II1.3. Representacion grafica de la velocidad de deformilacion a concentraciones crecientes

de la PDF-1 recombinante de Trypanosoma cruzi.

El ajuste de los valores de actividad obtenidos a distintas concentraciones de

sustrato muestran que la PDF-1 de T. cruzi presenta un comportamiento sigmoidal, lo
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que sugiere un fendmeno de cooperatividad positiva (figura D.II1.4.). Este tipo de

comportamiento cinético se puede ajustar a la ecuacion de Hill,

Log(v/Vmax) = nlog[S]- nlogK,,

en donde n representa el coeficiente de Hill e indica la cooperatividad del sistema,
midiendo la estequiometria aparente del proceso de unidon en el punto de mayor
cooperatividad. Cuanto mas alto es el valor de n, mayor es el grado de cooperatividad.
Si n= 1, no hay cooperatividad; si n>1, hay cooperatividad positiva; si n<l, hay
cooperatividad negativa. Para hacer el ajuste de la ecuacion de Hill se utilizo el
programa Sigma Plot® 8, y se obtuvo un coeficiente de Hill de 7,06 lo que indica que

existe cooperatividad positiva.

250
Vmax = 200 nm/NADH/min/mg
200 - Km= 22378 + 0,6331 mM
nh= 7,0655 <+ 1,1504
o 2_
=
E
I
g 100 -
=
2
g 50 -
0 u

0 10 20 30
[F-MAS mM]

Figura D.I11.4. Calculo del valor de K,,, V.. y coeficiente de Hill (nh). La representacion de los distintos

valores de Vo frente a las concentraciones de F-MAS se ajustan a una curva sigmoidal y a partir del ajuste
con la ecuacion de Hill empleando el programa Sigma Plot® 8, se obtiene el valor de K,,,, V,,.0, y €l grado

de cooperatividad de Hill.
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La PDF-1 de Trypanosoma cruzi presenta un valor de K, para el f-MAS de
22.37 mM y una ¥V, de 200 nmol/NADH/min/mg. A partir de este valor se obtuvo un
valor de k.= 0.093 s™! y una constante de especificidad (k../Ky) de 4.17 Y

Una caracteristica general de las PDFs eucariotas es un valor de K,
relativamente alto frente al sustrato bacteriano f-MAS. Es de suponer que los sustratos
potenciales de las PDF-1 de 7. cruzi y de las PDFs eucariotas en general son las
proteinas codificadas por el genoma mitocondrial. En el caso de tripanosomatidos estas
proteinas se caracterizan por su alta hidrofobicidad, especialmente en su extremo amino
(figura D.IIL.5.). En este estudio se intentd determinar la actividad deformilasa frente a
este tipo de sustratos, empleando los tripéptidos formilados disefiados teniendo en
cuenta los tres primeros aminoacidos de proteinas codificadas por el kinetoplasto. Uno
de ellos fue el formil-metionil-leucil-fenilalanina (f-MLF). Sin embargo, las dificultades
en su solubilizacion, ain empleando concentraciones bajas de detergente,

imposibilitaron determinar la actividad deformilasa.

Proteina Gen Extremo amino terminal
NADH Deshidrogenasa ND5 MFLIFFLFFI
ATPasa subunidad 6 A6, MURF 4 MFLFFCDLFW
NADH Deshidrogenasa 7 ND7, MURF3 ML FLVVFLHL
Proteina ribosomal S12 CR6,RPS12 MW FLYGCCLR
CR4 G4 MY SLWY I LLL

Figura D.IILS. Secuencia parcial del extremo amino de algunas proteinas codificadas por el genoma
mitocondrial de Trypanosoma. En la figura se muestran los diez primeros aminoacidos de la proteinas
NADH deshidrogenasa 5 y 7, que forma parte de la cadena respiratoria, la proteina ribosomal S12 que esta
asociada a la maquinaria traduccional de la mitocondria, la proteina mitocondrial CR4 y la ATP6, que forma
parte del Fo del complejo de la ATP sintetasa mitocondrial. Los péptidos para el ensayo de la PDF consisten

en di- o tri-péptidos basados en los primeros aminoacidos de la secuencia N-terminal.

101



RESULTADOS

El analisis del comportamiento cinético de la PDF-1 frente al f-MAS puso de
manifiesto una significativa inhibicién por exceso de sustrato a concentraciones por

encima de 35 mM (figura D.I1L.6.).
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Figura D.II1.6. Inhibicién por exceso de sustrato de PDF-1. La actividad deformilasa de PDF-1 es
inhibida a concentraciones altas del sustrato f-MAS bajo condiciones de ensayo estandar (37°C, KH,PO, 50

mM, pH 7.5, NAD" 12 mM, £-MAS 0-40 mM).
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D.IILS. Efecto de la fuerza ionica y del ion divalente: activacion e inhibicion por

cofactores metalicos

El efecto de la fuerza idnica fue estudiado mediante la determinacion de la
actividad de PDF-1 de T. cruzi en presencia de concentraciones crecientes de KCl (entre
0.1 y 1 M). En este estudio se observo un aumento de la actividad hasta alcanzar un
maximo a 0.5M. Por encima de esta concentraciéon la actividad se mantiene sin

incrementos significativos (figura D.II1.7.).
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Figura D.IIL.7. Efecto de la fuerza ionica sobre la actividad deformilasa de la PDF-1 de 7. cruzi. El
valor de 100% actividad relativa fue asignada al valor inicial obtenido en el ensayo estandar (37°C,

KH,PO, 50 mM, pH 7.5, NAD" 12 mM, f-MAS 20 mM).

Considerando que las PDFs dependen de la presencia de un cation divalente
para su actividad, se evaluaron los efectos de diferentes cationes a concentraciones
finales entre 0.1 y 100 uM sobre la actividad deformilasa de la PDF-1 de 7. cruzi, tras la
incubacién de la enzima 5 minutos en presencia del cofactor metalico correspondiente.
La actividad no experimenté cambios significativos en presencia de Mg”™ o Mn*",
mientras que con cobalto a concentraciones de 100 uM se observa una ligera
disminucién de la actividad. En el caso del niquel, se observa una reduccién importante
en la actividad deformilasa a las distintas concentraciones ensayadas, mientras que con

el cobre se registrd un ligero incremento de la actividad a 50 y 100 uM (figura D.IIL8.).
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Figura D.IIL8. Efecto de diferentes cationes divalentes sobre la actividad deformilasa de 1a PDF-1
de 7. cruzi. A) Efecto del Cu*', Ni*', Mn?*, Co*" y Mg*" sobre la actividad de T¢PDF-1 en un rango de
concentracion final entre 10 y 100 uM. B) Efecto comparativo de los diferentes cationes divalentes a 100
puM. El valor de 100% de actividad relativa fue asignado al valor inicial obtenido en el ensayo estandar
(37°C, KH,PO4 50 mM, pH 7.5, NAD" 12 mM, f-MAS 20 mM). Los cationes utilizados corresponden a

las sales correspondientes en forma de cloruros.
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D.II1.6. Efecto de agentes quelantes de iones sobre la actividad de la PDF-1 de

Trypanosoma cruzi

Teniendo en cuenta la dependencia de cation metalico, se estudio el efecto de
los agentes quelantes EDTA y 1,10 fenantrolina sobre la actividad deformilasa. Antes
de la medicion de la actividad, la enzima fue preincubada durante 5 minutos en
presencia del agente quelante a concentraciones entre 1 y 20 pM. Se considerd
inicialmente que estos agentes podrian influir indirectamente en la actividad
deformilasa.

Sorprendentemente, a concentraciones crecientes de EDTA se observa un
aumento significativo en la actividad de la PDF-1 de 7. cruzi (figura D.IIL9.).
Resultados parecidos fueron obtenidos para la 1,10 fenantrolina que fue ensayada a
concentraciones entre 1 y 5 mM. Asi la actividad deformilasa aumenta hasta 6 veces en
relacion al valor obtenido sin 1,10 fenantrolina (figura D.II1.10.). A efectos
comparativos se estudié el impacto de estos agentes quelantes sobre la PDF de E. coli.
En este caso mientras que el EDTA no afecta a la PDF de E. coli, la actividad de la PDF
bacteriana es inhibida en su totalidad a 5 mM de 1,10 fenantrolina (figura D.III1.10.).
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Figura D.IIL9. Efecto del EDTA sobre la actividad deformilasa de la PDF-1 de 7. cruzi. El valor de
100% actividad relativa fue asignada al valor inicial obtenido en el ensayo estandar (37°C, KH,PO,4 50

mM, pH 7.5, NAD" 12 mM, f-MAS 20 mM).
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Figura D.II1.10. Efecto de la 1,10-fenantrolina sobre la actividad deformilasa de la PDF de E.
coli 'y 1a PDF-1 de T. cruzi. El valor de 100% actividad relativa fue asignada al valor inicial obtenido

en el ensayo estandar (37°C, KH,PO4 50 mM, pH 7.5, NAD" 12 mM, f-MAS 20 mM).

D.I11.7. Efecto de inhibidores de metaloproteasas sobre la actividad de la PDF-1 de

Trypanosoma cruzi

La presencia de un dominio de unién a metal estrictamente conservado en
todas las PDFs estudiadas hasta la fecha, que también esta presente en metaloproteasas
de zinc, las cuales comparten un mecanismo catalitico similar al de las PDFs, sugiere
que inhibidores conocidos de metaloproteasas podrian tener un efecto sobe las PDFs en
general. Por ello se estudio la accion de algunos inhibidores conocidos de
aminopetidasas frente a la PDF de 7. cruzi. Se emplearon compuestos como el CL-
82198 que es mas selectivo frente a un tipo particular de metaloproteasas y el

CP101537, otro inhibidor de metaloproteasas que actualmente es un candidato para
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ensayos clinicos como antimicrobianos y para terapias de infecciéon de miocardio.
También se analizo la bestatina, un compuesto de origen microbiano que es un potente
inhibidor de algunas aminopeptidasas que ha sido ampliamente usado para estudiar el
papel fisioloégico de algunas exopeptidasas en la regulacion del sistema inmune de
mamiferos y, en el desarrollo de tumores (Scornik and Botbol 2001), (figura D.III.11.).
Estos compuestos fueron estudiados a distintas concentraciones hasta 100 uM, no

observandose inhibicion de la actividad deformilasa de Trypanosoma cruzi ni de la PDF

O CH,
NH/ + CH,
H CH,
N
OH H
CP-101537
NH, O CH,
0] 0]
QV[\K\N CH, @
H / N/\/
OH H
o]
Bestatina CL-82198
Figura D.III.11. Estructura de 3 inhibidores comerciales de metaloproteasas empleados en este
estudio.
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Figura D.II1.12. Efecto de la bestatina, CL-82198 y CP-1015371 sobre la actividad de la PDF-1 de T.
cruzi. El estudio se llevo a cabo en un intervalo de concentracion entre 10 y 100 pM. El valor de 100%

actividad relativa fue asignada al valor inicial obtenido en el ensayo estandar sin farmaco.

107



RESULTADOS

120

100 -

80 -

60 -

40 -

% Actividad relativa

20 -

0 - T T
Sin inhibidor Bestatina CL-82198 CP-1015371
10uM 100 M 100 pM

Figura D.III.13. Efecto de la bestatina, CL-82198 y CP-1015371 sobre la actividad de la PDF de
E.coli. El valor de 100% de actividad relativa fue asignado al valor inicial obtenido en el ensayo estandar

sin farmaco.

D.IIL.8. Efecto de la actinonina sobre la actividad de la PDF-1 de Trypanosoma

cruzi

La actinonina es un agente antibacteriano que presenta un grupo hidroxamato y
que se ha reconocido como un potente inhibidor de la PDF bacteriana. Su
descubrimiento ha sido clave para el desarrollo de nuevos inhibidores mas potentes y
selectivos frente a las PDFs bacterianas (Aubart and Zalacain 2006). También ha
demostrado ser muy activo como agente antiproliferativo en plantas, Plasmodium
falciparum y en lineas tumorales humanas (Coustou et al. 2003), su actividad esta
asociada a una inhibicion de la péptido deformilasa.

En este estudio se analizo el efecto de la actinonina frente a la PDF de
Escherichia coli y la PDF-1 de Trypanosoma cruzi a concentraciones hasta 1 uM. Los
resultados muestran que a 100 nM hay una inhibiciéon de aproximadamente el 50% de la

PDF de E. coli, mientras que concentraciones de hasta 1 uM, que inhiben casi en su
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totalidad a la PDF bacteriana, no afectan a la PDF-1 de Trypanosoma cruzi (figura

D.IL1L.).
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Figura D.II1.14. Efecto comparativo de la actinonina sobre la actividad deformilasa de la
PDF de E. coli y 1a PDF-1 de T. cruzi. El valor de 100% de actividad fue asignada al valor inicial

obtenido en el ensayo estandar para cada enzima en ausencia de fairmaco.
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D.IV. LOCALIZACION INTRACELULAR DE PDF-1 Y PDF-2 DE T rypanosoma

brucei

D.IV.1. Obtencion de anticuerpos policlonales frente a la PDF-1 y PDF-2 de
T. cruzi.

La disponibilidad de proteina recombinante purificada a homogeneidad
permitio la obtencion de anticuerpos policlonales especificos frente a la PDF-1 y PDF-2
de T. cruzi. La alta homologia de secuencia entre las PDFs de tripanosomatidos llevo a
plantear la posibilidad de extender la utilidad de estos anticuerpos al estudio de la
localizacion subcelular y de la modulacion de la expresion en la forma prociclica de 7.

brucei mediante silenciamiento génico del gen PDF-1 y el gen PDF-2.

D.IV.1.1. Estudio de la especificidad del anticuerpo anti-7cPDF-2 y anti-TcPDF-1

mediante Western blot

En primer lugar se determiné el grado de especificidad de los anticuerpos
policlonales frente a las proteinas 7cPDF-1 y TcPDF-2, para lo cual se realizaron
Western blots con la proteina recombinante pura de 7. cruzi y extractos de parasitos de
la forma prociclica de 7. brucei y de la forma epimastigote de 7. cruzi. Como control se
utilizo6 el suero pre-inmune. A su vez se realizd un ensayo de saturacion del anticuerpo
con la proteina recombinante pura correspondiente, previo a la inmunodeteccion.

La obtencién de extractos totales de parésitos se detalla en materiales y
métodos. Se utilizaron 2.5 x 10° células por cada muestra y 10 ng de proteina
recombinante.

El ensayo de saturacion para los anticuerpos anti-7cPDF-1 y anti-TcPDF-2 se
llevo a cabo mediante la incubacion previa de 30 ug del respectivo suero anti-7cPDF
con 10 pg de la proteina recombinante pura correspondiente durante al menos 12 horas
a 4°C en solucion de bloqueo de proteinas (leche desnatada 5% (p/v), Tween® 20 0.1 %
en PBS 1X). A continuacién se centrifugé la solucion a 16000 x g durante 15 minutos a

4 °C y el sobrenadante se utilizo para llevar a cabo la inmunodeteccion.
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Figura D.IV.1. Especificidad del anticuerpo anti-7cPDF-1. Inmunodeteccién de suero TcPDF-1. La
dilucién de anticuerpo fue de 1:2000. Los extractos de parasitos se prepararon con 2.5 x 10° células. Carril
1: 10 ng de A377cPDF-1 recombinante purificada, carril 2: extractos totales de parasitos de la forma
prociclica de T. brucei, carril 3: extractos totales de la forma epimastigote de 7. cruzi. A) Incubacion con
suero preinmune, B) incubacion con suero anti-7cPDF-1 y C) incubacion con suero anti-7cPDF-1 incubado

previamente con proteina recombinante.

Suero pre-inmune Suero anti-TcPDF-2

A B C

Figura D.IV.2. Especificidad del anticuerpo anti-7cPDF-2. Inmunodeteccion de suero 7cPDF-2. La
dilucién de anticuerpo utilizada fue de 1:5000. Los extractos de parasitos se prepararon con 2.5 x 10°
células. Carril 1: 10 ng de A617cPDF-2 recombinante purificada, carril 2: extractos totales de parasitos de la
forma prociclica de 7. brucei, carril 3: extractos totales de la forma epimastigote de 7. cruzi. A) Incubacion
con suero preinmune, B) incubacidén con suero anti-7cPDF-2 y C) incubacion con suero anti-7cPDF-2

incubado previamente con proteina recombinante.
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En las figuras D.IV.1. y D.IV.2. puede observarse que el anticuerpo generado
frente a la PDF-1 de T. cruzi reconoce en extractos de Trypanosoma brucei una banda
por encima de 31 kDa, que corresponde al tamafio esperado mientras que en extractos
de Trypanosoma cruzi esta banda estd por encima de 45 kDa y difiere del tamafio
esperado segun la base de datos (29.4 kDa para la PDF-1 de 7. cruzi). Sin embargo, al
incubar el suero anti-7cPDF-1 con proteina PDF-1 recombinante, este pierde la
capacidad de reconocer ambas bandas, lo que sugiere un reconocimiento especifico.
Puede ser que el caracter altamente hidrofobico de la PDF-1 de 7. cruzi puede conducir
a una migracion aberrante. Esta migracion andmala de proteinas mitocondriales se debe
a fenomenos de agregacion y se ha descrito previamente para proteinas mitocondriales
de protozoarios tripanosomatidos (Horvath et al. 2000).

En el caso del anticuerpo generado frente a la PDF-2 de Trypanosoma cruzi,
reconoce tanto en extractos de 7. brucei como en extractos de 7. cruzi una banda del
tamafio aproximado al esperado segun el peso teorico de la proteina de PDF-2 de T.
brucei (42.1 kDa) y de T. cruzi (41.7 kDa). Cuando se lleva a cabo la inmunodeteccion
tras el ensayo de saturacion con la proteina recombinante PDF-2 de Trypanosoma cruzi,

ambas bandas desaparecen (figura D.IV.2.)

D.IV.1.2. Estudios de inmunofluorescencia

Se llevaron a cabo estudios de inmunofluorescencia indirecta para determinar
la localizacion celular de la PDF-1 y PDF-2 de 7. brucei. Para ello se siguid el
protocolo descrito en materiales y métodos ensayando diluciones de 1:500 y 1:1000 del
anticuerpo policlonal anti-7cPDF-1 y del anticuerpo policlonal anti-7cPDF-2
respectivamente. Como anticuerpo secundario se utilizd el anti-IgG de conejo
conjugado con fluoresceina a una dilucion de 1:500. Las preparaciones se visualizaron
en un microscopio Zeiss Axiophot de fluorescencia y en la figura D.IV.3. se muestran
las fotografias obtenidas para cada anticuerpo. Estas imagenes fueron procesadas
empleando el programa “Huygens deconvolution”. La proteina colocaliza con la sonda
especifica Mitotracker frecuentemente usada para estudios de metabolismo mitocondrial
y como marcador de localizacion de este orgadnulo en Trypanosoma brucei (Brown et al.
2006). La tincién con DAPI, un colorante fluorescente que se une a cadenas de DNA,
identifica tanto el DNA nuclear como el kinetoplasto (DNA mitocondrial). Como se

puede observar en la figura D.IV.3., al igual que en células de mamifero, Plasmodium
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spp y plantas, tanto la PDF-2 como la PDF-1 de T. brucei presentan una clara

localizacion mitocondrial.

A sl Anti-PDF-1 Mitotracker Overlay

CIDICO Anti-PDF-2 Mitotracker

Figura D.IV.3. Inmunofluorescencia de formas prociclicas de 7. brucei de la cepa salvaje (7. brucei
449). Localizacion intracelular de A) PDF1 y B) PDF2. En la figura se observan células visualizadas por
contraste interdiferencial (DIC); anti-7cPDF-1 y anti-TcPDF-2 marcado con fluoresceina (FITC);

fluorescencia correspondiente a Mitotracker y superposicion de fluorescencia de fluoresceina y Mitotracker.

D.V.PAPEL DE LA PDF-1 Y PDF-2 DE Trypanosoma brucei EN LA
PROLIFERACION CELULAR

Con el fin de establecer el papel de la PDF-1 y PDF-2 en la proliferacion de las
formas prociclica y sanguinea de Trypanosoma brucei y de este modo determinar su
importancia en el metabolismo celular y su potencial terapéutico, se utilizé la estrategia
de RNAIi para producir el silenciamiento génico tanto de PDF-1 como de PDF-2 y
estudiar las consecuencias de la deplecion de los niveles de cada enzima sobre la
proliferacion y algunos aspectos del metabolismo celular. EIl RNA de doble cadena que
desencadena la degradacion de RNA mensajero se generdé mediante la estrategia de

produccion de una estructura tallo-lazo o “stuffer”.
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D.V.1. Construccion de plasmidos para el silenciamiento génico mediante RNAi de
PDF-1y PDF-2

En el caso de la estrategia de estructura tallo-lazo, un fragmento de 415 pares
de bases, correspondiente a la posicion 68 y 483, y un fragmento de 791 pares de bases
correspondiente a la posicion 226-1017 de las secuencias codificantes de la PDF-1 y
PDF-2 respectivamente, se clonaron en ambos sentidos separados por una secuencia de
DNA denominada “stuffer” en el vector pGR19 para dar los plasmidos pGR19-RNAi-
PDF-1 y pGR19-RNAIi-PDF-2 (figura D.V.1.). En estos vectores la transcripcion tiene
lugar a partir del promotor PARP, y al clonar las cadenas en sentido opuesto se genera
un RNA de doble cadena unido por la secuencia del “stuffer”, adoptando la estructura
final de tallo-lazo. Estos vectores presentan operadores de tetraciclina, lo que hace que
la transcripcion sea inducible por tetraciclina o por un derivado como la doxiciclina, y
permite controlar el inicio del fendmeno de silenciamiento. Por otra parte presentan la
secuencia del espaciador ribosomal de DNA, la cual permite la integracion en una
region del genoma del parasito que no sufre transcripcion. Debido a esto, la integracion

de estos vectores tiene lugar de manera estable por un proceso de recombinacion.

Notl
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Figura D.V.1. Plasmidos de transfeccion pGR19-RNAi-PDF-1 y pGR19-RNAi-PDF-2 para el

silenciamiento de los genes de la PDF-1 y PDF-2, respectivamente, de 7. brucei.
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D.V.2. Transfeccion de 7. brucei

La transfeccion de células de 7. brucei se realizd6 mediante electroporacion
siguiendo las condiciones descritas en materiales y métodos en 7. brucei 449 (forma
prociclica). La seleccion de los clones se realizo por dilucion limite, dependiendo del

farmaco utilizado, del marcador de resistencia a antibidtico presente en cada plasmido.

D.V.3. Estudio del efecto del RNAi de PDF1 y PDF2 sobre la proliferacion celular

En primer lugar, para verificar la presencia de PDF-1 y PDF-2 se estudiaron los
niveles de RNAm presentes tanto en la forma prociclica como en la forma sanguinea de
T. brucei por analisis de Northen blot. En la figura D.V.2. se muestra el resultado y
pone de manifiesto diferencias en los niveles de RNA mensajero entre las distintas
formas del ciclo de vida para cada una de estas proteinas. En el caso de la PDF-1 los
niveles de RNAm parecen ser ligeramente inferiores en la forma sanguinea en
comparacion a la forma prociclica. Sin embargo en el caso de la PDF-2, la forma
sanguinea parece tener niveles cercanos al 50% en relacion a la forma prociclica. Sin
embargo, tanto en la forma prociclica como en la forma sanguinea los niveles de RNAm

de PDF-2 son hasta 8 y 6 mas bajos que los de PDF-1 respectivamente.
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Figura D.V.2. Niveles de RNAm para
los genes PDF-1 y PDF-2 en las
PDF - et
distintas formas del ciclo de vida de 7.
brucei.
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D.V.3.1. La deplecion de PDF-1 y PDF-2 genera alteraciones de la proliferacion de

las formas prociclicas de Trypanosoma brucei

Para estudiar el efecto del silenciamiento del gen de la PDF-1 y PDF-2 sobre la
proliferacion celular se realiz6 la induccion del RNAi con doxiciclina utilizando las
respectivas construcciones y en las distintas lineas celulares.

Los resultados del perfil de crecimiento de las lineas celulares en medio de
cultivo SDM-79 suplementado con 10 % de suero bovino fetal inactivado (SBF) estan
recogido en las figuras D.V.3. y D.V.4. Tanto en la linea celular donde se ha inducido el
fenomeno de RNAi1 de PDF-1 como en la linea celular donde se ha inducido el RNAi de
PDF-2 se observa una disminucion significativa en la proliferacion celular a partir del
cuarto dia post-induccion.

Para los cultivos control e inducidos se analizaron los niveles de RNAm a los
dias 2 y 4 post-induccion mientras que los niveles de proteina se determinaron al octavo
dia de Ila induccion utilizando el anticuerpo anti-7cPDF-2 y anti-TcPDF-1
respectivamente (figuras D.V.3. y D.V.4.).
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Figura D.V.3. Efecto del RNAi sobre el crecimiento celular y niveles de PDF-1 de T. brucei
449/pGR19-RNAi-PDF-1. A) Curvas de crecimiento de 7. brucei 449/pGR19-RNAi-PDF-1 en SDM-79
con 10 % de SBF, en ausencia (®) o en presencia (©) de doxiciclina. B) Niveles d¢ RNAm de PDF-1
determinados mediante Northen blot en presencia o ausencia de 1 pg-mL™ de doxiciclina a los 8 dias de
induccion. C) Niveles de PDF-1 intracelular determinados mediante Western blot de extractos de 2.5 x 10°

parésitos cultivados en presencia o ausencia de 1 pg-mL™" de doxiciclina a los 8 dias de induccion.
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Figura D.V.4. Efecto del RNAi sobre el crecimiento celular y niveles de PDF-2 de T. brucei 449/
PGR19-RNAIi-PDF-2. A) Curvas de crecimiento de 7. brucei 449/pGR19-RNAi-PDF-2 en SDM-79
con 10 % de SBF, en ausencia (@) o en presencia (©) de doxiciclina. B) Niveles de RNAm de PDF-2
determinados mediante Northen blot en presencia o ausencia de 1 pg-mL™" de doxiciclina a los 8 dias
de induccion. C) Niveles de PDF-2 intracelular determinados mediante Western blot de extractos de
2.5 x 10° parasitos cultivados en presencia o ausencia de 1 pg-mL" de doxiciclina a los 8 dias de

induccion.

D.V.4. Consecuencias de la deplecion de 76PDF-1 y ThPDF-2 sobre la funcion

mitocondrial

La actividad péptido deformilasa ha sido asociada al procesamiento post-
traduccional de proteinas nacientes una vez que la metionina inicial emerge del
ribosoma. En eucariotas la determinacion de la localizacion intracelular de esta enzima
ha establecido que es mitocondrial en mamiferos (Coustou et al. 2003; Serero et al.
2003) y plantas (aunque también contienen una PDF en plastidios) (Fieulaine et al.
2005) mientras que se encuentra en el apicoplasto en Plasmodium spp (Bracchi-Ricard
et al. 2001). Estas observaciones sugieren que la PDF podria estar asociada al
procesamiento de proteinas codificada por los genomas en organulos.

En el caso de la mitocondria, algunas de estas proteinas son componentes
esenciales de la cadena respiratoria y especialmente del complejo de la ATP sintetasa
que cataliza la sintesis de ATP y genera la fuerza proton motriz necesaria para que tenga
lugar el importe al organulo de gran parte de metabolitos y proteinas codificados en el
nucleo(Boelens and Gualerzi 2002) (Schnaufer et al. 2005; Schneider et al. 2008). Es
posible que la pérdida de viabilidad observada tras la deplecion de PDF-1 y PDF-2, en
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parte, pueda deberse a una alteracion de la funcion mitocondrial tras la induccion del
RNAI. Para determinar posible alteraciones en el potencial de membrana mitocondrial
se realizaron experimentos empleando tincién con Mitotracker, una sonda utilizada para
la visualizacion de la mitocondria.

La eficiencia de la tincion con Mitotracker depende de la presencia de un
potencial de membrana estable. Se llevaron a cabo analisis tanto con microscopia de
fluorescencia como con citometria de flujo. Los ensayos se realizaron con la linea
celular de la forma prociclica 7. brucei 449/pGR19PDF-1y T. brucei 449/pGR19PDF-2
al octavo dia de induccion donde se alcanza el punto de maximo fenotipo de pérdida de
viabilidad.

En ambos casos tanto para la induccion de la interferencia de PDF-1 como de
PDF-2 se puede observar una reduccion de la intensidad de fluorescencia debido a la
incorporaciéon de Mitotracker, siendo este mds significativo en el caso de PDF-1.
Estudios de microscopia de fluorescencia pusieron de manifiesto también un descenso
en la intensidad de fluorescencia en parésitos donde se ha inhibido la expresiéon de PDF-
1 y PDF-2. Estas observaciones indican una alteracion del potencial de membrana

mitocondrial (figura D.V.5.).
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Figura D.V.5. Analisis por citometria de flujo del efecto de la interferencia de PDF-1 y PDF-2 en la forma
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prociclica de 7. brucei sobre el potencial de membrana mitocondrial. Los parasitos fueron incubados con
MitoTracker Red CMXRos (Molecular Probes. A) Intensidad de fluorescencia relativa de parasitos donde se
ha inducido la deplecion de PDF-1. B) Intensidad de fluorescencia relativa de parasitos donde se ha inducido la

deplecion de PDF-2. Los analisis se llevaron a cabo al octavo dia de induccion de la interferencia.
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D.V.5. Una reduccion de los niveles de PDF-1 y PDF-2 producen alteraciones en la

ultraestructura celular en la forma prociclica de Trypanosoma brucei

En tripanosomatidos, el potencial de membrana mitocondrial juega un papel
fundamental en el metabolismo del organulo, canalizando la translocacion de iones y
metabolitos del citoplasma a la mitocondria. (Schneider et al. 2008). Las alteraciones en
el potencial de membrana mitocondrial, ademas de repercutir en el metabolismo celular
pueden estar acompanadas de posibles cambios morfoldgicos. Para evaluar cambios en
la morfologia se procedio al analisis de las formas prociclicas de 7. brucei en las cuales
se ha inducido el fendmeno de interferencia para PDF-1 y PDF-2, mediante microscopia
electrénica de transmision.

En la figura D.V.6. puede apreciarse el aspecto tipico de la mitocondria de las
células control, caracterizada por una forma tubular generalmente alargada y ramificada
que se extiende a lo largo del eje longitudinal de la célula y donde la matriz exhibe una
apariencia electrodensa que contrasta con el resto de componentes celulares. Sin
embargo en las células donde se ha inducido el fendémeno de RNAI, tanto de PDF-1
como de PDF-2 , la mitocondria pierde su apariencia electrodensa y presenta ademas
importantes modificaciones en la morfologia, especialmente a nivel de la membrana
interna la cual parece plegarse hacia la matriz formando estructuras complejas (Figura
D.V.6.). También se observa una distension de la membrana mitocondrial que aparece,
en algunos casos, rodeando vesiculas translucidas y que, a diferencia de las células
control, estdn presentes en mayor numero y tamafio. Finalmente se observa un elevado

numero de vesiculas electrodensas que parecen corresponder a particulas lipidicas.
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Figura D.V.6. Microscopia electrénica de transmision de las formas prociclicas de 7. brucei tras 8
dias de induccion de la interferencia de PDF-1 y PDF-2. A) Células control donde no se ha inducido
el fenomeno de RNAI. B),C),D) Células donde se ha inducido la interferencia de la expresion de PDF-
1. E), F) Células donde se ha inducido la interferencia de la expresion de PDF-2. M: mitocondria, N:

nucleo, V: inclusiones citoplasmaticas.
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D.VI. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE PDF-1 Y PDF-2 SOBRE EL
METABOLISMO LIPiDICO

Las imagenes de microscopia electronica sugieren una profunda alteracion de
estructuras de membrana y una modificacion de la homeostasis lipidica. En una primera
aproximacion para el andlisis de la naturaleza de las vesiculas electrodensas observadas
en las células donde se ha inducido el RNAI tanto para PDF-1 como para PDF-2 se
realizaron estudios de tincion con rojo Nilo. Este compuesto constituye una excelente
sonda para la deteccion de inclusiones lipidicas por microscopia de fluorescencia y
citometria de flujo (Greenspan et al. 1985). En la figura D.VI.1. puede observarse el
patron de distribucion de rojo Nilo el cual tiene un elevado niimero de vesiculas en las
células inducidas lo que confirma el caracter lipidico de las mismas.

Del mismo modo se hicieron estudios con el antibidtico poliénico Filipina el
cual se asocia de manera especifica con esteroles y analogos emitiendo una sefial visible
por microscopio de fluorescencia (Robinson and Karnovsky 1980). En las figura
D.VI.2. se puede observar que al inducir la interferencia de PDF-1 y PDF-2 se produce
un cambio en la distribucion de la sonda Filipina apreciandose en algunos casos
pequeiias agrupaciones a lo largo de la membrana flagelar en relacion a los parasitos
control donde la fluorescencia parece seguir un patréon mas uniforme. Estos resultados
confirman una profunda perturbacion de la homeostasis de lipidos en estas lineas
celulares.

Alteraciones morfologicas a nivel de la mitocondria asi como estructuras
lipidicas similares han sido observadas en Trypanosoma cruzi y Leishmania spp en
estudios con inhibidores de la biosintesis de esteroles donde vienen acompafiadas de
perturbaciones del trafico vesicular asi como fenémenos de autofagia. Estas alteraciones
se han vinculado a la estrecha relacion que existe entre el metabolismo mitocondrial y la
homeostasis de lipidos. La membrana mitocondrial de tripanosomatidos contiene
cantidades significativas de esteroles enddgenos y exdgenos que serian esenciales para
el mantenimiento de la funcionalidad y estructura de la membrana mitocondrial,
especialmente la membrana interna (Rodrigues et al. 2001; Rodrigues et al. 2002).
Vesiculas similares también han sido observadas en levaduras donde aparentemente
cumplen papeles de almacenamiento de triacilgliceroles y esteres de colesterol (Wagner
et al. 2009) los cuales son movilizados cuando se requieren por parte del metabolismo

celular.
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A DIC M Rojo Nilo/DAPI

B DIC Rojo Nilo/DAPI

C DIC Rojo Nilo/DAPI

Figura D.VL1. Tincién con rojo Nilo de células de la forma prociclica de Trypanosoma brucei.
A) Parasitos control donde no se ha inducido el fenomeno de RNAi. B) Parasitos donde se ha inducido el
silenciamiento de la expresion de PDF-1. C) Parasitos donde se ha inducido el silenciamiento de la expresion

de PDF-2.
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Filipina (B/N)

Filipina Filipina (B/N)

S Filipina Filipina (B/N)

"

Figura D.VL.2. Patron de tincion de la forma prociclica de Trypanosoma brucei con la sonda especifica
para esteroles Filipina. A) Formas prociclicas de la linea celular control Tb449 donde no se ha inducido el
fenémeno de RNAI. B) Formas prociclicas donde se ha inducido la deplecion de PDF-1. C) Formas prociclicas
donde se ha inducido la deplecion de PDF-2. En la segunda columna se observa la fluorescencia debida a

Filipina en blanco y negro.
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D.VI.1. Cuantificacion del contenido de acidos grasos totales en parasitos donde se

han deplecionado los niveles de PDF-1 y PDF-2

La acumulacién de vesiculas lipidicas observada en las imagenes de la tincion
con rojo Nilo asi como también en las de microscopio electrénica, pudieran ser un
indicativo de alteraciones en el metabolismo de 4cidos grasos producto del dafio
morfologico a nivel mitocondrial que pudiera estar perturbando la incorporacion de
acidos grasos al proceso de B-oxidacion el cual es un proceso central en el metabolismo
energético de células eucariotas y algunas bacterias con la consecuente acumulacion a
nivel citoplasmdtico. Para confirmar la posible acumulaciéon de 4cidos grasos en
parésitos donde se ha inducido o no la interferencia de PDF-1 y PDF-2, se procedi6 a
extraer y cuantificar el contenido de acidos grasos totales en estas lineas celulares. Los
resultados en la figura VI.3. parecen indicar que contrario a lo esperado se observa una
ligera disminucion en el contenido de acidos grasos totales en la linea donde se ha
inducido la interferencia de PDF-1 en relacién a los parasitos sin inducir. Esta
disminucién en el contenido de 4cidos grasos es menos aparente en la linea donde se ha
inducido la interferencia de PDF-2 .

A
120

I DOX-
I DOX+

40 -

% Acidos grasos totales
[=2]
o

20 -

Tb449/RNAI-PDF-1 Tb449/RNAI-PDF-2

Figura D.VL3. Contenido de acidos grasos totales en parasitos de la forma prociclica de 7. brucei

donde se ha inducido la interferencia de la expresion de PDF-1 y PDF-2
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D.VI.2. La inhibicion de la expresion de ThPDF1 produce alteraciones en la

composicion de esteroles

Los lipidos totales de las formas prociclicas fueron extraidos y separados en
lipidos polares y la fraccion neutra. Esta ultima, compuesta principalmente por
esteroles, fue analizada por cromatografia gas-liquido acoplado a espectrometria de
masas. Como se observa en la tabla D.VI1.4a., la reduccion en los niveles de ThPDF-1 da
lugar a una modificacion significativa del perfil de esteroles; principalmente tiene lugar
la total desaparicion de ergosterol y de precursores como colesta 5,7,24 trien-ol
presentes en cantidades significativas en la linea parental y que han sido reemplazados
por el colesterol como esterol mayoritario.

Estudios de marcaje metabolico usando *H-mevalonato confirman que la
sintesis de esteroles esta bloqueada en algin punto de la ruta metabdlica (figura D.VLS5.)
ya que se puede apreciar una menor incorporacion en la zona correspondiente al
producto final, en este caso ergosterol, en las células donde se ha silenciado la expresion
de PDF-1 en relacion al control sin inducir.

Estudios realizados en nuestro laboratorio han contribuido a determinar la
compartamentalizacion celular de la ruta de biosintesis de isoprenoides y esteroles. Las
enzimas 3-hidroxi-3-metil-glutaril Coenzima A sintasa (HMGCo0AS) y 3-hidroxi-3-
metil-glutaril Coenzima A reductasa (HMGCoAR), que participan en la producciéon de
mevalonato, un precursor esencial de isoprenoides y esteroles, presentan una
localizacion mitocondrial (Carrero-Lerida et al. 2009; Pena-Diaz et al. 2004).

Es posible que las alteraciones en la morfologia y funcion mitocondrial puedan
repercutir sobre las etapas tempranas de la biosintesis lo que tendria un impacto sobre la
sintesis endogena. Dado que se requiere la sintesis endégena para la correcta
proliferacion celular en formas prociclicas, se ha analizado el efecto de la terbinafina,
un inhibidor de la escualeno epoxidasa y del ketoconazol, un inhibidor de la esterol 14-a
desmetilasa sobre la linea celular RNAi/PDF-1 de la forma prociclica de 7. brucei que
presenta alteraciones en la composicion y biosintesis de esteroles enddgenos (Mercer
1993). Las figuras D.VI.6. y D.VL.7. recogen el efecto de ambos farmacos. Un analisis
comparado de las distintas lineas celulares muestra que las células deficientes en PDF-1

presentan una cierta hipersensibilidad a terbinafina y a ketoconazol.
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Figura D.VI.6. A) Efecto antiproliferativo de terbiafina y B) ketoconazol
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Figura D.VL.7. Efecto antiproliferativo de la terbinafina (A) y del ketoconazol (B) en la lineas celular de

la forma prociclica de 7. brucei donde se han deplecionado los niveles de PDF-1. A) Analisis del

porcentaje de proliferacion de la linea celular Tb449/RNAiPDF-1 en presencia de 1 pg/mL de doxiciclina (e),

10 uM de terbinafina (©), y después de la adicion simultdnea de terbinafina y doxiciclina 1 pg/mL (V). B)

Analisis del porcentaje de proliferacion de la linea celular Tb449/RNAi PDF-1 presencia de 1 pg/mL de

doxiciclina (e), 10 uM de ketoconazol (0), y despues de la adicién simultanea de ketoconazol y doxiciclina 1

pg/mL (V).
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Estruct lecul Tiempo de Tb449 Tbh449 Tb449
structura mofecuiar retencién RNAiIPDF1 | RNAiPDF1
-DOX +DOX
21.7 75.18 90.5 95.5
Colesterol
HO
N\
24.31 7.95 N.D N.D.
HO Ergosterol
24-metil-5,7,22-colesta-trien-3R-ol
16.07 2.38 35 4.46
Escualeno
23.14 12.8 6 N.D.
HO Colesta-5,7,24-trien-3B-ol
22.7 1.7 N.D N.D
HO Colesta-8,24-dien-3R3-ol

Figura D.VI1.4a. Efecto de la interferencia de la expresion de PDF-1 sobre la composicion de esteroles libres
de las formas prociclicas de T. brucei (Tb449) cultivados en medio SDM-79 suplementado con suero bovino
fetal al 10% en fase exponencial. Los esteroles fueron separados de los lipidos polares por cromatografia en acido

silicico y analizados cuantitativamente por cromatografia gas liquido acoplado a un espectrometro de masas. Los

resultados estan expresados como porcentajes de masa relativos.
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Estruct lecul Tiempo de Tb449 Tbh449 Tb449
structura mofecuiar retencién RNAiIPDF2 | RNAiPDF2
-DOX +DOX
21.7 75.18 74.6 72.18
Colesterol
HO
N\
24.31 7.95 10.7 10.9
HO Ergosterol
24-metil-5,7,22-colesta-trien-3R-ol
16.07 2.38 2.79 2.27
Escualeno
23.14 12.8 8.9 8.5
HO Colesta-5,7,24-trien-3B-ol
22.7 1.7 2.9 1.9

Colesta-8,24-dien-3B-ol

Figura D.V1.4b. Efecto de la interferencia de la expresién de PDF-2 sobre la composicion de esteroles libres

de las formas prociclicas de T. brucei (Tb449) cultivados en medio SDM-79 suplementado con suero bovino

fetal al 10% en fase exponencial. Los esteroles fueron separados de los lipidos polares por cromatografia en acido

silicico y analizados cuantitativamente por cromatografia gas liquido acoplado a un espectrometro de masas. Los

resultados estan expresados como porcentajes de masa relativos.
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Figura D.VLS5. Efecto de la interferencia de la expresion de PDF1 y PDF2 sobre los niveles de lipidos
neutros en la forma prociclica de Trypanosoma brucei. Tanto las células control (Tb449) como las
lineas celulares RNA PDF-1 y RNAi PDF-2 fueron incubadas en presencia de *H-mevalonolactona y
se analizé el contenido de lipidos neutros. A) Cromatografia de capa fina (TLC) donde se visualizan
los perfiles de lipidos neutros de las lineas celulares con tinciéon con yodo sublimado. La placa fue
dividida en diferentes regiones. La zona 3 corresponde a desmosterol, ergosterol y colesterol y la zona
4) al lanosterol. B) y C) Las diferentes zonas de la placa fueron extraidas y cuantificadas en un

contador de centelleo LS 6500 (Beckman Coulter ™)
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Del mismo modo se analizaron por Western blot los niveles de diferentes enzimas
involucradas en la biosintesis de esteroles en tripanosomatidos con anticuerpos
generados en nuestro laboratorio. En primer lugar se analizaron los niveles de la HMG-
CoA reductasa (Pena-Diaz et al. 2004) y HMGCoA sintetasa, (Carrero-Lerida et al.
2009) ambas de localizacion mitocondrial, mevalonato kinasa (MK) de localizacion
glicosomal (Carrero-Lerida et al. 2009), la esterol metil transferasa (SMT) y la
escualeno epoxidasa (SQE) las cuales se localizan en el reticulo endoplasmatico (Perez-
Moreno, 2010).

Como se observa en la figura D.VIL.8. el andlisis por Western blot y el
correspondiente andlisis por densitometria indican diferencias en la expresion de estas
enzimas. En el caso de la mevalonato kinasa parece haber un aumento en su expresion
en el caso de células donde se ha inducido la interferencia de PDF-1 y PDF-2 en
relacion al control sin inducir. En el caso de la HMGCoAS por el contrario, hay una
disminucion en los niveles en células donde se ha silenciado la expresion de PDF-1.
Esta observacion fue confirmada por estudios de inmunoflorescencia indirecta
utilizando el anti-HMGCoAS de localizacion mitocondrial que revela diferencias entre
las células control y las inducidas, siendo evidente una diferencia en la intensidad de la
sefal asi como también en el patron de distribucion del anticuerpo en las células donde
se ha inducido el RNAi de PDF-1 y PDF-2 en relacion a las células control (figura
D.VL.9.).

En células eucariotas se han establecido posibles interacciones estructurales y
funcionales a nivel de sefializacion celular y metabolismo entre la mitocondria y el
reticulo endoplasmatico (Pizzo and Pozzan 2007). Es posible que las drésticas
alteraciones observadas a nivel de la morfologia mitocondrial en las células donde se ha
hecho efectivo el silenciamiento de la expresion de PDF-1 y PDF-2 puedan extenderse a
estructuras de membrana como el reticulo endoplasmatico. Igualmente la aparicion de
vesiculas lipidicas podria ser producto de la acumulacion de productos metabdlicos
sintetizados en el reticulo como fosfolipidos que no logran ser incorporados a la
membrana mitocondrial (Vance 1990). Para ello se realizaron estudios de
inmunofluorescencias con un anticuerpo frente a la BiP, una proteina soluble presente
en el lumen del reticulo endoplasmatico, que esta altamente conservada en eucariotas, y

se emplea de manera habitual como marcador del reticulo endoplasmatico de 7. brucei

(Bangs et al. 1996).
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Figura D.VL8. Analisis de los niveles de expresion de enzimas involucradas en la biosintesis
de esteroles en tripanosomatidos. Extractos totales de parasitos fueron preparados a partir de
cultivos de la forma prociclica de Trypanosoma brucei donde se ha inducido el fendmeno de RNAi
de PDF-1 y PDF-2. Cada carril contiene 2.5x10° parasitos. HMGCoAR (Pena-Diaz et al. 2004) y
HMGCoAS, localizacion mitocondrial (Carrero-Lerida et al. 2009), mevalonato kinasa (MK)
localizacion glicosomal (Carrero-Lerida et al. 2009), esterol metil transferasa (SMT) y escualeno

epoxidasa (EPO) localizadas en el reticulo endoplasmatico (Pérez-Moreno, 2010).
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Mitotracker Anti-HMG-CoAS

Mitotracker Anti-HMG-CoAS

Figura D.V1.9. Inmunofluorescencias de formas prociclicas de 7. brucei. Patron de distribucion de la
proteina HMGCoA sintasa de localizacion mitocondrial. 1) 76449, 2) Th449/RNAiPDF-1 en presencia de
doxiciclina y 3) Th449/RNAi PDF-2 en presencia de doxiciclina.
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En la figura D.VI.10. se presentan preparaciones de células donde se ha
inducido el fenomeno de RNAI frente a PDF-1 y PDF-2 no apreciandose alteraciones
evidentes en el patron de distribuciéon del anticuerpo ni en la intensidad de la

fluorescencia con respecto a células control.

Mitotracker Anti-bip

Mitotracker Anti-bip

Mitotracker Anti-bip

Figura D.VL.10. Inmunofluorescencia de formas prociclicas de 7. brucei. Patron de distribucion de la
proteina BiP localizada en el reticulo endoplasmatico. A) 7h449, B) Th449/RNAiPDF-1 en presencia de
doxiciclina y C) Th449/RNAi PDF-2 en presencia de doxiciclina.
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D.VII. EFECTO DE LA DEPLECION DE LA ACTIVIDAD PDF-1 SOBRE LA
SENSIBILIDAD A OLIGOMICINA

La oligomicina pertenece a una familia de antibidticos producidos por
Streptomyces spp que presenta una toxicidad selectiva frente a organismos aerdbicos
bloqueando la respiracion acoplada a la fosforilacion oxidativa a través de la inhibicion
de la ATP sintetasa. Se asocia especificamente con el componente Fo (Lardy 1980) el
cual, ademés de estar compuesto por proteinas codificas en el nucleo, contiene una
subunidad conocida como ATP6 que es codificada por el genoma mitocondrial en
Trypanosoma spp. Estas proteinas deben ser sintetizadas con un grupo formilo en la
primera metionina de la cadena naciente y por lo tanto requieren para su funcionalidad
biologica la escision del grupo formilo a través de la actividad deformilasa. Es
concebible que en células donde se ha silenciado la expresion de la PDF-1, la subunidad
ATP6 no puede ser procesada ni incorporarse adecuadamente durante el ensamblaje de
la ATP sintetasa. Teniendo esto en cuenta se ha estudiado la sensibilidad de células
donde se ha inducido el RNAi de PDF-1 a la oligomicina.

En la figura D.VIL.1. se presentan los efectos antiproliferativos de la

oligomicina en la linea celular 76449 de la forma prociclica de Trypanosoma brucei.
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Figura D.VIIL.1. A) Efecto antiproliferativo de oligomicina en la linea celular Th449 de la forma prociclica
de Trypanosoma brucei. A) Analisis del porcentaje de inhibicion. B) Estimacion de la 1Cs para los estudios de

hipersensibilidad. El valor obtenido para la forma prociclica fue de 6.8 ng/ml.
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Como puede observarse en la figura D.VIL.2.B, la linea celular donde se ha silenciado la
expresion de PDF-2 no presenta diferencias en la sensibilidad a oligomicina en
comparacion con la linea parental 75449. Sin embargo la linea 7h449RNAi-PDF-1,
incluso en ausencia de induccion, parece ser hipersensible a oligomicina con respecto a
la linea celular control. Esta observacion junto con los resultados anteriores sugiere que
la deplecion de tanto PDF-1 como PDF-2 alteran la funcion mitocondrial, pero solo

PDF-1 parece estar asociado a la actividad del complejo de la ATP sintetasa.
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Figura D.VIL.2. Efecto de la oligomicina sobre la proliferacion celular en lineas celulares de la
forma prociclica de Trypanosoma brucei donde se ha silenciado la expresion de PDF-1 y de PDF-2.
A) Porcentaje de proliferacion de la linea celular 76449/RNAi-PDF-1 en presencia de oligomicina
(5ng/ml) con respecto al control sin farmaco. B) Porcentaje de proliferacion la linea celular 76449/RNAi-

PDF-2 en presencia de oligomicina con respecto al control sin farmaco.

Teniendo en cuenta que el incremento en la sensibilidad a oligomicina podria
ser consecuencia de una alteracion en los niveles del complejo de la ATP sintetasa, se
realizaron estudios de microscopia de fluorescencia empleando un anticuerpo especifico
frente al componente F1 de la ATP sintetasa mitocondrial ya que no hay anticuerpos
disponibles frente al componente Fo (Brown et al. 2001). Este componente esta
conformado mayoritariamente por dos subunidades: la cadena o y la cadena B. El
analisis por inmunoflorescencia se puede observar diferencias en cuanto a la intensidad
de la sefial y a la distribucion del anticuerpo en las células donde se ha silenciado PDF-1

y PDF-2 en relacion a la linea parental (figura VIIL.3.)
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Anti-F1ATPasa

A Mitotracker

B Mitotracker [ Anti-F1ATPasall Merge

C Mitotracker BAnti-F1ATPasa

Figura D.VIL3. Niveles intracelulares del componente F1 del complejo ATP sintetasa mitocondrial
determinados mediante. A) Tb449 B) Tb449/RNAi-PDF-1 en presencia de doxiciclina. C) Tb449/RNAi-

PDF-2 en presencia de doxiciclina.
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D.VIII. ANALISIS DE LOS REQUERIMIENTOS DE ACTIVIDAD METIONIL-
TRNA-TRANSFORMILASA (MTF), EN Trypanosoma brucei

Estudios en Saccharomyces cerevisiae han puesto de manifiesto que en
ausencia de PDF, es la formilacion de metionina-tRNA lo que puede resultar perjudicial
dado el caracter toxico de un exceso de proteinas fomiladas. Asi a diferencia de plantas
y mamiferos, no existen homologos de PDF en el genoma de levaduras. Sin embargo
presentan un gen que codifica para la metionil-tRNA-transformilasa (MTF), la enzima
que cataliza la incorporacion covalente de un grupo formilo a la tRNA-metionina previo
a su incorporacion a la proteina naciente y que esta localizada en la mitocondria. En
estos organismos la sintesis de proteinas bajo ciertas condiciones puede ser operativa
sin transformilacion (Blanquet et al. 2000). Transfectantes de S. cerevisiae que
sobreexpresan la MTF de E. coli, presentan un fenotipo de crecimiento deficiente lo que
parece ser debido a un exceso de proteinas formiladas que resultan toxicas y a un
bloqueo de las modificaciones post-traduccionales necesarias para que la proteina
alcance su madurez bioldgica. Estos efectos son revertidos cuando estas cepas son
transfectadas con un plasmido que sobreexpresa la PDF de E.coli (Ramesh et al. 2002)
presumiblemente gracias a una eficiente deformilacion de proteinas formiladas.

Teniendo en cuenta esta observacion, se procedi6 a estudiar la posible
reversion de los efectos antiproliferativos de la interferencia de PDF-1, transfectando la
linea celular 76449/RNAiPDF-1 de la forma prociclica con un plasmido inducible para
el silenciamiento de la expresion por RNAi de MTF, considerando que es posible que
en ausencia de transformilacion, la ausencia de actividad deformilasa pudiera ser menos
citotoxica y habria una reduccion de la pérdida de viabilidad de las células donde se ha

silenciado la expresion de PDF-1.
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D.VIIIL.1. Construccion de plasmidos para el silenciamiento génico mediante RNAi

de la MTF de Trypanosoma brucei

Para el silenciamiento del gen MTF, en primer lugar se clondé en ambos
sentidos un fragmento de 566 pares de bases correspondiente a la posicion 47 a 613 de
la secuencia codificante de la MTF separados por una secuencia de DNA “stuffer” en el
vector pGR19 para dar el plasmido pGR19-MTF. Para realizar el doble silenciamiento
junto con el gen PDF-1, se generd un segundo plasmido a partir del pGR19-MTF, tras
la insercion de un fragmento que contiene la secuencia utilizada para silenciar el gen
MTF obtenida al partir del plasmido pGR19-MTF en el plasmido pGR12, el cual
presenta un marcador de seleccion para blasticidina, obteniéndose la construccion
pGR12-MTF.

El procedimiento de construccion de ambos plasmidos se describe con detalle
en el apartado de Materiales y Métodos. En la figura D.VIII.1 se muestra el esquema de
ambos plasmidos sefialando las caracteristicas mas destacadas, asi como los sitios de

clonacidn utilizados.
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Figura D.VIIL.1. Plismidos de transfeccion pGR12-MTF y pGR19-MTF para generar el

silenciamiento del gen MTF de T. brucei.

La transfeccion de células de Trypanosoma brucei se realizd6 mediante
electroporacion. El plasmido pGR19-MTF se utilizo para transfectar la linea celular 7.

brucei 449 (forma prociclica), y el plasmido pGR12-MTF para transfectar la linea T.

139



Parasitos x10%/ml

RESULTADOS

brucei 449 pGR19-PDF-1 (forma prociclica). La seleccion de los clones se realizd por
dilucion limite.

Una vez obtenidos los clones fueron almacenados a -80°C durante un corto
periodo de tiempo y en nitrégeno liquido durante largos periodos de tiempo hasta su

utilizacion para llevar a cabo los diferentes estudios.

D.VIIIL.1.2. Estudio del efecto del RNAi de la MTF y del doble RNAi de la PDF-1y

MTF sobre la proliferacion celular

En primer lugar se estudio el efecto sobre la proliferacion celular del
silenciamiento del gen MTF. Para ello se indujo el fenémeno del RNAi con doxiciclina
con ambas construcciones y en las distintas lineas celulares de la forma prociclica
generadas en la primera parte de este trabajo y que corresponden a 76449/RNAi-PDF-1

asi como también en la linea parental 75449.

D.VIII.1.3. Silenciamiento del gen de la MTF

Se estudi6 el efecto del RNA de interferencia de la linea celular 7. brucei 449
pGR12-MTF en el medio de cultivo SDM-79 suplementado con un 10 % de suero
bovino fetal inactivado (SBF). La expresion de RNA de doble cadena no produjo

alteraciones en el crecimiento celular a lo largo del periodo estudiado (figura D.VIIL.2.)
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Figura D.VIIL2. Efecto del RNAi sobre el
crecimiento celular y niveles de RNA mensajero
del gen MTF de T. brucei 449 pGR12-MTF. A)
Curva de crecimiento de 7. brucei 449 pGR12-MTF.
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D.VIII.1.4. Efecto del doble silenciamiento mediante RNAi de los genes de la PDF-
1y MTF de T. brucei

A continuacion se analizo el efecto del RNA de interferencia en la linea celular
T. brucei 449 pGR19-12-RNAi-PDF-1/MTF. La induccion del doble RNAi revierte
significativamente el fenotipo de pérdida de viabilidad existente en el caso del gen
PDF-1 en el medio de cultivo SDM-79 cuando se compara con la linea celular donde

solo se ha silenciado el gen PDF-1 (figura D.VIIL3.)
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Figura D.VIIL.3. Efecto del doble RNAIi sobre el crecimiento celular y niveles de RNA mensajero del
gen MTF A) Curva de proliferacion de 7. brucei 449/pGR19-RNAi-PDF-1 y pGR19-12-RNAi-PDF-
1/MTF. B) Analisis del porcentaje de proliferacion obtenido en las lineas celulares 7h449/pGR19-RNAi-
PDF1 y TH449/pGR19-12-RNAi-PDF1/MTF donde se ha inducido la doble interferencia con respecto al

crecimiento obtenido en ausencia de doxiciclina .
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D.IX. Papel biologico de la péptido deformilasa en las formas sanguineas

A pesar de la baja actividad mitocondrial en formas sanguineas, existen unos
requerimientos minimos para la viabilidad celular como la existencia de un complejo
FoF1 ATP sintetasa funcional. Teniendo esto en cuenta, se analizé el papel de las PDFs
en formas sanguineas. En las figuras D.IX.1. y D.IX.2. se muestran los perfiles de
crecimiento de las lineas celulares de la forma sanguinea, 7bS16/pGR19-RNAi-PDF-1
y TbS16/PGR19-RNAi-PDF-2 en las cuales se ha inducido el silenciamiento de la
expresion de PDF-1 y PDF-2 respectivamente. En ambas lineas celulares la induccion
del RNA de interferencia no produjo efectos importantes en la proliferacion, ya que no
se aprecian diferencias significativas entre el cultivo inducido y no inducido.

Se analizaron asimismo los niveles de RNAm en los puntos correspondientes al
dia 2 y 4 de induccion mediante la técnica de Northen blot. Para la verificacion de la
interferencia de la expresion de PDF-1 y PDF-2 se utiliz6 una regién de la secuencia
codificante de la PDF-1 tal y como se hizo en los estudios en la forma prociclica. Del
mismo modo se procedid para la PDF-2. Como se puede ver en las figuras D.IX.1. y
D.IX.2., tras la adicion de doxiciclina se produce una disminucion en los niveles de
RNAm de PDF-1 del 71% y 48 % a las 48 y 96 horas respectivamente, en tanto que el

silenciamiento de PDF-2 produce una disminucién en los niveles de RNAm del orden

A B

3,0

Dia 2 4
DOX - + - +

8 5 88 | PDF-1

2,5 1

2,0 1

1,5 -
SRP

1,0

Parasitos x10%/ml

0,5 -

0,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (horas)
D.IX.1. Efecto del RNAi sobre la proliferaciéon celular y los niveles de RNAm del gen PDF-1.
A) Curva de proliferacion de la linea celular 7. brucei S16/pGR19-RNAi-PDF-1 en HMI-9 suplementado
con 10 % de SBF, en ausencia (®) o en presencia (o) de doxiciclina. B) Niveles de RNAm del gen PDF-1

en ausencia o presencia de doxicilina, determinados por Northern blot y normalizados con la sonda SRP.
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Figura D.IX.2. Efecto del RNAi sobre la proliferacion celular y los niveles de RNAm del gen PDF-
1. A) Curva de crecimiento de la linea celular 7. brucei S16 pGR19-RNAi-PDF-2 en HMI-9
suplementado con 10 % de SBF, en ausencia (®) o en presencia (©) de doxiciclina. B) Niveles de RNAm
del gen PDF-2 en ausencia o presencia de doxicilina, determinados por Northern blot y normalizados

con la sonda SRP.

En definitiva, si bien no se observan diferencias en el perfil de crecimiento en
células sanguineas, hay que tener en cuenta que la eficiencia de la deplecion mediada
por RNAI fue baja y no se puedo eliminar el mensajero en condiciones de incubacion
prolongandas con doxiciclina. Es posible que bajo estas condiciones, existan niveles
bajos de PDF-1 y PDF-2 que sean suficientes para mantener la viabilidad celular. En
relacion a los estudios de Western blot no fue posible detectar niveles significativos de

PDF-1 y PDF-2 en ninguna de las lineas estudiadas.

D.X. Estudios de doble reemplazo alélico de PDF-1 en la forma sanguinea de

Trypanosoma brucei

Con el fin de determinar de forma inequivoca el papel de las PDFs en las
formas sanguineas que constituyen la forma clinicamente relevante y dado que los
estudios de interferencia no han sido concluyentes, se procedio a utilizar estrategias
experimentales adicionales disefiadas para reemplazar el gen de la PDF-1 de forma

directa o bien de manera condicionada en una linea celular que haya incorporado la
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capacidad de expresar una copia ectopica de PDF-1 bajo el control de un promotor
inducible.

Trypanosoma brucei es predominantemente diploide, por ello la inactivacion
de un gen requiere el reemplazamiento secuencial de cada uno de los alelos. Datos del
proyecto genoma de 7. brucei, asi como analisis de Southern blot demuestran que el gen
de ThPDF-1 es disémico estd presente en una sola copia en el cromosoma numero 11 y
codifica una proteina con una masa predicha de 29.64 kDa y un PI de 7.53. Se procedi6
a la preparacion de dos construcciones para el reemplazamiento alélico de la secuencia

completa de PDF-1 (Figura D.X.1.).
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Figura D.X.1. Plasmidos de transfeccion para generar el reemplazo alélico condicionado de
PDF1 en la forma sanguinea de 7. brucei. A) Plasmido para el reemplazo de PDF-1 con el marcador
de resistencia al antibiotico blasticidina; B) Construccion que contiene el marcador de resistencia al
antibiotico higromicina; C) Plasmido que permite la expresion de una copia ectdpica inducible por

doxiclina de ThPDF-1.
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Uno de ellos contiene el marcador de seleccion de la blasticidina S deaminasa
(BSD) y otro el de la higromicina fosfotransferasa (HYG). En ambos casos la expresion
se basa en el empleo de la actividad transcripcional enddgena del locus 76PDF-1. Las
construcciones empleadas para cada paso de reemplazamiento génico contienen las
secuencias flanqueantes UTR 5’ y 3° del gen PDF-1 en donde el ORF ha sido
reemplazado por el correspondiente marcador de seleccion (Figura D.X.1.) El
procedimiento para la construccion de los vectores para el reemplazo alélico estd
descrito en la seccion de Materiales y Métodos.

Para el reemplazamiento del primer alelo de 7HPDF-1 se obtuvieron dos lineas
celulares: una que porta el marcador BSD y otra con la construccion que contenia el
marcador de higromicina. Ambas lineas resultaron viables y aunque presentaban una
tasa proliferativa ligeramente inferior a la de la cepa 76S16, no exhibian cambios

aparentes a nivel morfolégico.
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A continuacion se procedid a la transfeccion con la segunda construccion para
reemplazar directamente el segundo alelo. Los clones obtenidos en cada paso de
transfeccion fueron comprobados por PCR con oligonucleotidos especificos para cada
caso, tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos y en la figura
D.X.2. se muestran los productos de PCR junto con un esquema donde se representa el
tamafio esperado para cada caso.

Sin embargo, tras repetidos intentos de transfeccion no fue posible obtener
clones viables donde se hubiera producido el doble reemplazamiento alélico de PDF-1.
Este resultado sugiere que la PDF-1 es esencial.

Para genes esenciales debe ser posible obtener lineas celulares donde se ha
efectuado el doble reemplazamiento en presencia de una copia ectopica. Se procedid por
tanto a generar un doble “knock-out” condicionado. Asi se gener6 una linea celular que
expresa una copia ectopica inducible de PDF-1 mediante la transfeccion con el plasmido
pGR11-CE-TPPDF-1 diseiiado para expresar una copia del gen bajo el control del
promotor de prociclina y utilizando la puromicina N-acetil transferasa (PAC) como
marcador de seleccion. Esta linea celular fue viable y sin cambios aparentes en la

viabilidad y morfologia en presencia o ausencia de doxiciclina (Figura D.X.3.).
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Figura D.X.3. Analisis de la linea celular 76S16 que sobreexpresa una copia ectopica inducible de
PDF-1. A) Curva de proliferacion de la linea celular parental 7. brucei S16(e).7hS16 transfectado con
el plasmido pGR11-ThPDF-1 sin doxiciclina (0).75S16 transfectado con el plasmido pGR11-76PDF-1
con doxiciclina (V). B) Niveles de RNA mensajero del gen de la PDF-1 correspondientes a la copia
endogena y a la copia ectdpica inducida, determinados por Northern blot y normalizados con la sonda

SRP. Carril 1: T. brucei S16CE PDF-1 sin doxiclina, carril 2: T. brucei SI6CEPDF-1 con doxiclina.
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En la figura D.X.4 se observa el perfil de crecimiento de la linea celular
TbS16KO1CEPDF-1 que corresponde a la linea que expresa la copia ectopica inducible
de PDF-1 a la cual se le ha reemplazado el primer alelo de PDF-1. Se observa una
disminucién en la proliferacioén en relacion a la linea parental 7hS16 pero sin cambios
aparentes de morfologia. Una vez obtenida esta linea celular se procedid a realizar las

transfecciones para el reemplazo secuencial del segundo alelo del gen 7hPDF-1.

A B
3.5 1 2 3
—v— TbS16
30 - y —®— TbS16KO1CEPDF-1 DOX- DOX -
it O TbS16KO1CEPDF-1 DOX+
/]
2,5 - S Copia ectépica “
E . v PDF-1
= i / . .
5 20 /o o Copia endogena | &g . 4
x
2 15+
o - . SRP
5 10
C
0,5
1353 pb
0,0 1078 pb mm

0 50 100 150 200 250

Tiempo (horas)

Figura D.X.4. Analisis de la linea celular 7hS16KO1CE. Esta linea celular sobreexpresa una copia
ectopica inducible de PDF-1 y se le ha reemplazado uno de los alelos del gen PDF-1. A) Curva de
proliferacion de la linea celular parental 7. brucei S16(e), ThS16KO1CEPDF-1 sin doxiciclina (o),
TbS16KO1CEPDF-1 con doxiciclina (V). B) Niveles de RNA mensajero del gen de la PDF-I
correspondientes a la copia enddgena y a la copia ectdpica inducida, determinados por Northern blot y
normalizados con la sonda SRP. Carril 1: T. brucei S16, carril 2: T. brucei SI6KOICEPDF-1 sin
doxiclina., carril 3: 7. brucei SIGKO1CEPDF-1 con doxiclina. C) Comprobacién por PCR de la linea
celular 7hS16CE transfectada con el plasmido pHD887-TbPDF-1-KO-HIG.

Los analisis de Southern blot y Northen blot (Figura D.X.5.) asi como las
comprobaciones por PCR (Figura D.X.6.) demuestran que cada una de las
construcciones se ha incorporado en el locus correcto y que no han ocurrido otros
eventos de integracion, confirmando que las copias endogenas de THPDF-1 han sido
completamente eliminadas. Sin embargo, después de sucesivas transfecciones no fue
posible obtener un clon donde la expresion de la copia ectdpica de PDF-1 estuviese

completamente reprimida en ausencia de doxiciclina (figura D.X.5).
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Figura D.X.5. Analisis del clon donde se ha efectuado el doble reemplazo alélico de 7ThPDF-1 en la

forma sanguinea de Trypanosoma brucei de PDF-1. 1) Southern blot. El DNA gendmico fue aislado
de A) ThS16 , B) ThS16 PDF-1KO1 y C) ThPDF-1 KO2, digerido con la enzima Sp/ 1, separado en un

gel de agarosa, transferido a una membrana de nylon e incubado con una sonda especifica de la region

de la UTRS’de la PDF-1 (amarillo). El tamafio esperado para cada fragmento estd indicado en el

esquema. 2) Niveles de RNAm del gen de la PDF-1 correspondientes a la copia endogena y a la copia

ectopica inducida por doxiciclina, determinados por Northern blot y normalizados con la sonda SRP.

Carril 1, T. brucei S16; 2y 3, T. brucei S16 KO2 PDF1CE sin inducir e inducido respectivamente.
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Como puede verse en la figura D.X.7. la linea celular correspondiente al doble
reemplazo alélico condicionado de PDF-1 presenta una drastica reducciéon de la
proliferacién en comparacion con la linea parental. La inducciéon con doxiciclina de la
copia ectdpica solo permite una pequefia recuperacion del fenotipo de crecimiento
defectivo observado en ausencia de doxiciclina. En definitiva, no fue posible modular el

fenotipo de crecimiento defectivo con la expresion de la copia ectopica.

2300 pb =
2000 pb ==

1353 pb ==
1078 pb =
872 pb ==

Figura D.X.6. Comprobaciéon por PCR del doble reemplazo alelico de PDF-1 . A) Comprobacién de
la transfeccion con el plasmido pHD887-TbPDF-1-KO-BLA. B) Comprobacion de la transfeccion
transfectado con el plasmido pHD887-TbPDF-1-KO-HIG. Para cada caso se presenta un esquema grafico
del tamaifio esperado de los productos de amplificacion por PCR (Figura D.X.2. Panel B y C).
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Figura D.X.7. Efecto del doble reemplazo alélico condicionado sobre la proliferacion celular y los
niveles de RNA mensajero del gen PDF-1 en T. brucei S16. A) Curva de proliferacion de la linea
celular 76S16 frente a la linea que contiene el doble reemplazo alélico de PDF1KO2/CE-PDF-1 en
presencia o ausencia de doxiclina; B) Porcentaje de proliferacion comparativo de la linea celular 76S16

KO2/CE-PDF-1 en presencia o ausencia de doxiclina frente a la linea parental 75S16.
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D.XI. Células deficientes en PDF-1 presentan alteraciones en el potencial de

membrana mitocondrial y son hipersensibles a oligomicina

La forma sanguinea de Trypanosoma brucei se caracteriza por presentar un
metabolismo mitocondrial reducido en relacion a la forma prociclica donde procesos
como la cadena respiratoria y el ciclo de Krebs no son operativos (Schnaufer et al.
2002). Por otra parte, se ha descrito que el complejo de la ATP sintetasa funciona de
manera reversa, hidrolizando ATP para generar un gradiente transmembrana el cual es
necesario para el importe de iones y metabolitos esenciales para la funcionalidad del
organulo(Schnaufer et al. 2005). El gen ATP6 codifica para una de las subunidades del
componente Fo y es el tnico gen codificado por el kinetoplasto que se expresa en esta
forma del ciclo de vida y se ha demostrado que es esencial tanto en tripanosomatidos,
como en células de mamiferos y levaduras (Schnaufer et al. 2005; Zikova et al. 2009).
En plantas esta subunidad requiere modificaciones post-traduccionales y probablemente
debe ser sintetizada con un grupo formilo el cual debe ser retirado para que puedan
tener lugar los procesos involucrados en la maduracion de la proteina (Giglione and
Meinnel 2001). En células deficientes en PDF-1 es posible que esta subunidad no sea
procesada adecuadamente y se incorpore al complejo de manera defectuosa o bien se
acumule en su forma formilada.

Un ensamblaje defectuoso de la ATP sintetasa puede dar lugar a deficiencias en
el potencial de membrana mitocondrial y posiblemente hipersensibilidad a inhibidores
de la ATP sintetasa. Para estudiar esta posibilidad se realizaron analisis de citometria de
flujo con la sonda dependiente de potencial transmembrana mitotracker y estudios de
microscopia de fluorescencia.

Como se observa en la figura D.XI.1. y D.XI.2., la linea celular donde se ha
realizado el doble reemplazo alélico de PDF-1 presenta una alteracion de la tincion con
mitotracker asi como cambios en la morfologia mitocondrial pudiéndose detectar una
alteracion en el patron de tincion con mitotracker en relacion a la linea parental 75S16.
Asi, la mitocondria aparece fragmentada y en algunos casos se observan células que

presentan una menor intensidad de fluorescencia.
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Mitotracker/DAPI

Mitotracker/DAPI

Mitotracker/DAPI

Figura D.XI.1.Microscopia de fluorescencia de parasitos incubados con Mitotracker Red CMXRos

(Molecular Probes. A) 76516, B) TbS16KO2CEPDF-1 DOX-, C) 7ThS16KO2CEPDF-1 DOX+.
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Figura D.XIL2. Analisis mediante
citometria de flujo del efecto del doble
reemplazo alélico de PDF-1 en la
forma sanguinea de 7. brucei sobre el
potencial de membrana mitocondrial.
Los parasitos fueron incubados con
Mitotracker Red CMXRos (Molecular
Probes). A) Intensidad de fluorescencia
correspondiente a la linea celular 76S16
y TbS16KO2CEPDF-1 DOX-.

B) Intensidad de  fluorescencia
correspondiente a la linea celular 76S16

y ThS16KO2CEPDF-1 DOX+.
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RESULTADOS

El conjunto de resultados obtenidos con las lineas doble “knock out” de PDF-1
conducen a pensar que existen alteraciones en el potencial de membrana mitocondrial
que podrian derivar de alteraciones de la ATP sintetasa. La oligomicina es un inhibidor
especifico del complejo ATP sintetasa que reconoce exclusivamente el componente Fo.

Se procedié a determinar los valores de ICsy para la oligomicina en la forma
sanguinea de 7. brucei (figura D.XI1.3.). Como se puede observar en las figura D.XI.4,
la linea deficiente en PDF-1 generadas en este estudio y que corresponde al doble
“knock out” condicionado exhibe una hipersensibilidad a la oligomicina, aunque esta
hipersensibilidad se observa en ausencia o presencia de doxiciclina. Esto sugiere
nuevamente que la induccion con doxiciclina no permite aumentar los niveles de PDF-1

y recuperar el fenotipo observado en el doble “knock out”.
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Figura D.XI.3. Efecto antiproliferativo de oligomicina en la forma sanguinea de Trypanosoma
brucei. A) Analisis del porcentaje de inhibicion de la proliferacion. B) Determinacion del ICs, para los
estudios de hipersensibilidad. El valor obtenido de I1Csy mediante un ajuste sigmoidal a los valores de

porcentaje de inhibicion fue de 196 ng/ml.
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D.XII. Efecto de la actinonina en la forma prociclica y sanguinea de Trypanosoma

brucei

En este trabajo se estudiaron los efectos de la actinonina, un agente
antimicrobiano el cual es un inhibidor de la PDF bacteriana. Este compuesto ha
demostrado ser activo en plantas, P. falciparum y en lineas tumorales humanas. En
todos los casos los efectos antiproliferativos han sido relacionados con una inhibicién
de la péptido deformilasa. Sin embargo, en este estudio se observd que a
concentraciones tan altas como 100 uM no tiene ningun efecto en la forma prociclica de
Trypanosoma brucei mientras que en la forma sanguinea esta dosis solo afecta

ligeramente la proliferacion (figura XII.1.).
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Figura D.XII.1. Efecto de la actinonina en la forma sanguinea y prociclica de Trypanosoma brucei.

El porcentaje de proliferacion en ausencia de farmaco corresponde al 100% .
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E. DISCUSION

La evolucion de la mitocondria a partir de bacterias y células ancestrales que
establecieron una simbiosis intracelular ha estado asociada a la consecuente pérdida de
muchos genes, eliminando posiblemente, procesos redundantes que en principio habian
contribuido al establecimiento de la simbiosis.

Sin embargo, a pesar de la reduccion de diversas funciones, los organulos
eucariotas en general, conservan propiedades caracteristicas de su ancestro bacteriano
tales como la formilacion de tRNAM® y la deformilacion de péptidos nacientes, que son
fundamentales para la traduccion y la biogénesis organelar y que forman parte de los
procesos de escision de metionina en posicion N-terminal (NME). Estos procesos
determinan la madurez biologica de la proteina y debido a que son esenciales en
eubacterias, recientemente han recibido mucho interés como diana terapéutica para el
desarrollo de agentes antimicrobianos (Giglione and Meinnel 2001).

Estos mecanismos de procesamiento que parecen ser operativos también en
organulos eucariotas, presentan diferencias significativas entre los distintos grupos del
reino animal. Asi, se ha sugerido que esta aplicacion quimioterapéutica pueda
extenderse a parasitos protozoarios de relevancia biomédica tales como Plasmodium spp
y Trypanosoma spp, causantes de enfermedades que suponen en la actualidad un serio
problema tanto sanitario como socioecondémico en todo el mundo.

La escision de la metionina N-terminal es un mecanismo esencial en todos los
organismos (Chang et al. 1989; Solbiati et al. 1999). El grupo N-formilo que modifica la
primera metionina de todas las proteinas sintetizadas en procariotas y organulos de
eucariotas, generalmente no es retenido y es escindido de la proteina madura como parte
de modificaciones post-traduccionales y de procesos asociados a la regulacion de la vida
media de la proteina(Varshavsky 1996).

En esta ruta estan involucradas dos familias de enzimas: las péptido
deformilasas (PDF) y las aminopeptidasas (MAP). La PDF retira todos los grupos
formilo y desenmascara el grupo amino de la primera metionina lo cual es un requisito

para el reconocimiento y la actividad de las MAPs (Solbiati et al. 1999).
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Inicialmente se pensaba que la PDF era una enzima exclusivamente
procaridtica, y por lo tanto ausente en mamiferos, lo que la postul6 como un blanco
bioquimico novedoso y prometedor para el disefio de antibidticos especificos y
selectivos sin toxicidad aparente en humanos.

Aunque gran parte del trabajo inicial de la caracterizacion de la PDF estuvo
enfocado en la PDF de E. coli, posteriormente hubo un enorme interés en esta enzima
como blanco para desarrollar terapias frente a patdgenos y se estudiaron las de Bacillus
stearothermophilus (Dardel et al. 1998), Staphylococcus aureus (Chen et al. 2000),
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae (Margolis et al. 2001) Leptospira
interrogans (Besteiro et al. 2002) y Mycobacterium tuberculosis (Cynamon et al. 2004).

A lo largo de los ultimos afios se han desarrollado numerosos inhibidores que
han demostrado ser muy activos in vitro frente a muchos de estos patdégenos lo que ha
conducido a especular que estas moléculas podian ser usadas como antibidticos de
amplio espectro frente a una variedad de enfermedades infecciosas (Giglione et al.
2000). Sin embargo, el desarrollo de farmacos especificos frente a la PDF bacteriana
encontré un potencial obstaculo. La disponibilidad de secuencias gendémicas completas
de eucariotas ha revelado la presencia de homologos de PDF en parasitos, plantas y
mamiferos (Giglione et al. 2000) y estudios recientes han demostrado que las PDFs
eucaridticas son activas in vitro € in vivo (Bracchi-Ricard et al. 2001; Serero et al. 2003
Dirk et al. 2001; Nguyen et al. 2003; Coustou et al. 2003) sugiriendo que la formilacién
y deformilacion de proteinas nacientes son procesos evolutivamente conservados y que
pueden ser importantes en mitocondria y cloroplastos de organismos eucaridticos,
aunque su papel en mamiferos ha estado sujeto a un intenso debate (Cynamon et al.
2004; Nguyen et al. 2003).

Estudios de cristalografia, alineamientos de secuencias de aminodcidos y
algunos parametros fisiologicos como la identidad del cofactor metalico y la
localizacion celular de las distintas PDFs (Giglione et al. 2000; Guilloteau et al. 2002)
han conducido a establecer una clasificacion que, a pesar de no cubrir el amplio
espectro de PDFs, ha permitido establecer algunas caracteristicas distintivas entre PDFs
eucarioticas y procaridticas. En base a esto se han definido tres tipos:

Las PDFs tipo 1 que se encuentran en bacterias y tienen ortélogos presentes en
muchos eucariotas, las PDFs tipo 2 que estan restringidas a bacterias y las PDFs tipo 3

que incluyen a las PDFs de archaebacterias y las PDFs de tripanosomatidos.
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E.I. Anadlisis comparativo de las secuencia de proteinas de las PDFs de

tripanosomatidos

Un andlisis filogenético basado en alineamientos de los tres motivos
conservados de las PDFs eucaridticas y procarioticas ha sugerido que las PDFs
tripanosomales estan mas estrechamente vinculadas a las PDFs de archaeabacterias
(Giglione and Meinnel 2001) y estos grupos son tan diferentes del resto de PDFs como
para clasificarlas en un grupo separado al cual se ha denominado PDF tipo 3 (Boularot
et al. 2004). Sin embargo, las archaeabacterias no usan formil-metionina para iniciar la
sintesis de proteinas, asi que se desconoce que tipo de reaccion catalizan los ortélogos
de PDF en estos organismos. Parasitos tripanosomatidos presentan dos ortdlogos de
PDF en su genoma a los cuales se ha referido en este trabajo como PDF-1 y PDF-2.

Por otra parte, la PDF-1 de 7. cruzi, la cual se ha definido como una enzima de
tipo 3, en este estudio se ha demostrado que presenta actividad deformilasa y comparte
algunas caracteristicas con la PDF bacteriana..

Alineamientos de las secuencias correspondientes a la PDF-1 de Trypanosoma
cruzi, Leishmania major y Trypanosoma brucei, revelan que esta proteina estd muy
conservada dentro de este grupo de tripanosomatidos. La misma afirmacién es valida
para las PDF-2. Sin embargo, a pesar del grado de conservacion que existe al comparar
las PDF-1 con las PDF-2 tripanosomales, son evidentes algunas diferencias a nivel de la
secuencia de aminoacidos especificamente en los tres motivos caracteristicos de las
PDFs y en los dominios amino y carboxilo terminal.

En el caso de la PDF-2, el dominio amino terminal es mucho mas largo que en
PDF-1 y esto es mas evidente en la PDF-2 de L. major. Del mismo modo todas las PDF-
2 tripanosomales presentan una insercion interna de 16 aminodcidos, asi como otra
insercion de 11 aminoacidos en el extremo carboxilo, las cuales estin ausentes en las
PDF-1. Otra diferencia evidente en las PDFs de tripanosomatidos es que en todas las
PDF-2 el dominio C-terminal es mucho mas extenso que en las PDF-1.

El motivo 1 definido como GIGLAATQ en E.coli estda muy conservado dentro
de las PDF-1 de tripanosomatidos (CXSFSAPK) donde X es un aminoacido no polar,
concretamente isoleucina (I) en 7. cruzi y T. brucei y leucina (L) en L. major. En el caso
de la PDF-2 este dominio también estd conservado en tripanosomatidos
(YPSX;X;APXj3 ) donde X; es un aminoacido no polar, leucina (L) en 7. cruzi y T.

brucei y metionina (M) en L. major, X, es un aminoacido polar con un grupo R sin
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carga, cisteina (C) en T. cruzi y T. brucei y serina (S) en L. major y X3 corresponde a
glutamina (Q) en L. major y T. brucei y lisina (K) en 7. cruzi. Este motivo difiere
significativamente del motivo 1 presente en la PDF-1 (figura E.I.1.).

En el caso del motivo 2 el cual se define como EGCLS en E. coli,
tripanosomatidos estd conformado por ENCIS en todas las PDF-1 y EPCAS en todas las
PDF-2, sin embargo, nuevamente existen diferencias dentro de este motivo entre PDF-1
y PDF-2. El motivo 3 estd muy conservado entre las PDF-1 y PDF-2 tripanosomales
(XHELDHL) donde X es un aminoacido con un grupo alifatico, metionina (M) en la

PDF-1 y leucina (L) en la PDF-2 de tripanosomatidos.
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Figura E.L.1. Alineamientos de las secuencias de PDF-1 y PDF-2 de tripanosomatidos. En la figura
aparecen sefialados cada uno de los tres dominios tipicos de esta familia de metaloproteasas. Del mismo

modo se indican los dominios amino y carboxilo terminal presentes en las PDFs de tripanosomatidos.
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E.I1. Analisis comparativos de secuencias de PDFs eucariotas y procariotas

Un andlisis comparativo de las secuencias de las PDF-1 y PDF-2 de
tripanosomatidos obtenidas en este estudio con miembros de las PDF bacterianas, asi
como otras PDFs eucaridticas ha permitido detectar algunas caracteristicas en comun,
asi como también diferencias importantes a nivel de los motivos conservados de esta
familia de metaloproteasas (figura E.1.2.).

Ortologos de las PDFs eucariotas poseen un dominio N-terminal que esta
involucrado en la localizacion subcelular, que en el caso de humanos es mitocondrial
mientras que en plantas presenta una localizacion dual tanto en la mitocondria como en
plastidios (figura E.I.2.). En parésitos del orden apicomplexa esta extension N-terminal
esta asociada a la localizacion en el apicoplasto (Giglione and Meinnel 2001; Bracchi-
Ricard et al. 2001; Giglione and Meinnel 2001; Serero et al. 2003). En la mayoria de los
casos una parte de este dominio es procesado y escindido una vez que la proteina
alcanza su destino final intracelular.

En la PDF humana la region N-terminal parece adoptar una conformacion que
estabiliza el sitio activo y forma parte de la actividad deformilasa (Serero et al. 2003).
Algunos residuos cercanos al N-terminal podrian estar participando en estabilizar a la
proteina, posiblemente facilitando la adaptacion a los metales disponibles o al elevado
ambiente oxidativo del orgénulo. Las PDFs de plantas contienen una insercion
caracteristica que parece estar involucrada en la modulacion del acceso del sustrato al
sitio catalitico de la enzima (Fieulaine et al. 2005; Meinnel et al. 1996). Esta insercion
también estd presente en la PDF humana y en las PDF-2 tripanosomales, pero ausente
en el resto de PDFs (figura E.1.2.).

El plegamiento de la region C-terminal de cada tipo de PDF es una propiedad
distintiva que conducen a una conformacion caracteristica y esta diferencia no afecta el
plegamiento del sitio activo (Fieulaine et al. 2005; Meinnel et al. 1996). Sin embargo,
tanto la PDF-1 como la PDF-2 de tripanosomatidos, a diferencia del resto de PDFs
analizadas, contienen un extenso dominio C-terminal el cual es mucho mas evidente en
las PDF-2 y su funcion queda por establecer. Es posible que estas extensiones estén
implicadas en procesos de interaccion proteina-proteina o que contribuyan a la

estabilizacion de la estructura cuaternaria.
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Figura E.L.2. Alineamientos de las secuencias de PDFs eucaridticas y procarioticas. En la figura
aparecen sefialados los tres dominios tipicos de esta familia de metaloproteasas. Del mismo modo se

indican los dominios amino y carboxilo terminal presentes en la PDF eucarioticas.

La estructura tridimensional de diversas PDFs ha sido obtenida, demostrando

que en procariotas la unidad funcional de la enzima es un homodimero a excepcion de
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L. interrogans que al igual que las PDF de plantas y mamiferos forma dimeros aunque
se desconoce el significado fisiologico de esta conformacion (Escobar-Alvarez et al.
2009). Estos estudios han permitido identificar a nivel tridimensional la posicion de los
tres motivos caracteristicos de estas proteinas asi como el papel de los residuos del sitio
activo implicados en catalisis ademas de proponer un mecanismo para la reaccion de
deformilacion.

El motivo 1, el cual es GIGLAATQ en E.coli, y CVGLSAPQ en Homo
sapiens, exhibe sustituciones sistematicas en tripanosomatidos (YPSMSAPQ en las
PDF-2 y CXSFSAPK en las PDF-1). El motivo 2 (EGCLS en E. coli, y EGCES en
Homo sapiens) presenta también algunos cambios importantes. La leucina (L) presente
en la PDF bacteriana, es uno de los aminoécidos criticos para la actividad catalitica de la
enzima y estd involucrado en interacciones hidrofobicas con la cadena lateral P, del
sustrato (Becker et al. 1998). Este aminoacido ha sido reemplazado por acido glutamico
en la PDF humana (E) y se ha especulado que esta mutacion justifica la baja actividad
de la enzima humana hasta el punto de que algunos autores piensan que solo se trata de
un vestigio evolutivo sin funcion aparente (Lee et al. 2004; Nguyen et al. 2003). Al
reemplazar el 4cido glutdmico por leucina la enzima humana se hace tan activa como su
ortdlogo bacteriano y al reemplazar la leucina por glutdmico en la PDF bacteriana, la
enzima se vuelve practicamente inactiva (Nguyen et al. 2003). Esta baja actividad unido
a que algunos inhibidores experimentales de la PDF que parecian activos frente a la
enzima recombinante no tenian efecto sobre células humanas en cultivo, hizo pensar
que en mitocondrias humanas no se produce deformilacion (Nguyen et al. 2003).

Sin embargo, otros estudios mas recientes contradicen esta hipdtesis y plantean
la posibilidad de que esos inhibidores no eran activos in vivo debido a que no logran
atravesar la barrera de la membrana mitocondrial y que el sustrato utilizado en los
ensayos enzimaticos no era el adecuado. Lee et al, empleando sustratos disefiados en
base a proteinas mitocondriales humanas, demostraron que la enzima humana era
mucho més activa y que derivados de la actinonina presentaban potentes efectos
antiproliferativos frente a 16 lineas tumorales. Esto sugiere que la deformilasa humana
es funcional y que podria ser un blanco bioquimico novedosos para el disefio de
antitumorales en base a la dependencia de un metabolismo energético mitocondrial
activo por parte de ciertos tipos de tumores (Lee et al. 2004).

En el caso de PDF de tripanosoméatidos el dominio 2 estd conformado por la

secuencia ENCIS en PDF-1 y EPCAS en PDF-2, y en ambos casos la leucina ha sido
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reemplazada por isoleucina (I) en la PDF-1 y por alanina en la PDF-2. Sin embargo, en
ambos casos la sustitucion ha sido por un aminoacido apolar del mismo tipo que la
leucina, mientras que la sustitucion en la PDF humana ha sido por un aminoécido
cargado negativamente (E) (figura E.I1.2.)

El motivo 3 (QHEMDHL) en E. coli, el cual es critico para la coordinacion del
metal y activacion del sustrato, estd bastante conservado entre todas las PDFs
analizadas.

En el caso de las PDFs de tripanosomatidos este motivo esta conformado por la
secuencia XHELDHL donde X es un aminoécido alifatico, siendo metionina (Met) en la
PDF-1 y leucina (Leu) en la PDF-2.

El ciclo catalitico propuesto para la péptido deformilasa (Becker et al. 1998) es
similar al descrito para otras metalopeptidasas de zinc tales como termolisina (Meinnel
et al. 1996) y carboxipeptidasa A (Leopoldini et al. 2006) (figura E.I.3.).

El paso 1 representa el estado inicial de la PDF asociado a su cofactor metalico
y a dos moléculas de agua. En el paso 2, el péptido formilado se asocia a la enzima
reemplazando la molécula de agua (W2) uniéndose al metal a través del oxigeno
carbonilo del formilo, dando lugar a un complejo enzima sustrato. El grupo carbonilo es
polarizado por puentes de hidrégeno entre el grupo amida de la leucina del motivo 2 y la
cadena lateral de la segunda glicina (50 en la PDF de E. coli) del motivo 1 mientras que
el grupo NHR en el sustrato interactiia con el oxigeno carbonilo de la primera glicina
del motivo 1 (45 en la PDF de E. coli), esto promueve el ataque nucleofilico del
hidroxido del agua unido al metal sobre el carbono del grupo formilo, lo cual conduce a
un intermediario tetrahedral.

En el paso 3 el proton resultante es entonces transferido al amida del amino
terminal del péptido con la ayuda de la glutamina del motivo 3, la protonacion del grupo
amida determina la escision del enlace C-N, el formato aparece unido al metal y el N-
terminal amino libre esta vinculado a la glutamina y a la Gly 45 por un enlace de
hidrogeno (paso 4). En el paso 5 la reaccidon procede hacia la disociacion del péptido, el
cual deja un complejo activado enzima-formiato.

El ciclo de la reaccion se completa con la liberacion de formiato y la uniéon de

dos moléculas de agua W1 y W2 al cofactor metalico (Becker et al. 1998).
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Figura E.I.3. Mecanismo de reaccion propuesto para la péptido deformilasa (Becker et al.

1998).

La presencia de dos ortdlogos de PDFs en tripanosomatidos, hace pensar que
los procesos fisiologicos en los que participan estas proteinas pueden ser fundamentales
en el metabolismo de estos organismos. Dada la fuerte homologia del dominio catalitico
con otras PDFs bien caracterizadas (Giglione and Meinnel 2001) y el hecho de que en
este estudio se ha demostrado que tanto PDF-1 como PDF-2 son esenciales para la
supervivencia celular, todo apunta a que probablemente ambas proteinas tengan

actividad deformilasa. Algunas bacterias contienen dos copias del gen def. En el caso de
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S. aureus s6lo una es funcional, mientras que la otra presenta algunas desviaciones en
las secuencias de los motivos cataliticamente importantes y se ha demostrado que no es
activa. En el caso de Bacilus subtilis también estan presentes dos copias del gen def,
ambas son funcionales y la presencia de al menos una hace prescindible la otra copia.
Este no es el caso de tripanosomatidos, ya que el efecto deletereo de la deplecion de
PDF-1 no puede ser compensado por la presencia de PDF-2, y del mismo modo los
efectos antiproliferativos producto de la deplecion de PDF-2 no son contrarrestados por
la presencia de PDF-1.

Recientemente se ha sugerido que PDF-1 y PDF-2 pueden tener funciones
solapantes. Asi PDF-1 puede estar deformilando todas la proteinas sintetizadas en la
mitocondria, aunque algunas de manera poco eficaz y PDF-2 puede ser mas selectiva y
solo deformila proteinas que son reconocidas ineficientemente por PDF-1 (Bouzaidi-
Tiali et al. 2007).

En el caso de plantas también existen dos ortdlogos de PDF (Giglione et al.
2000). Una estd esencialmente localizada en la mitocondria (PDF1A) mientras que la
otra (PDF1B) se localiza en plastidios y mitocondrias. A diferencia de PDF1A, PDF1B
es esencial para la funcion de cloroplastos (Giglione and Meinnel 2001). Sin embargo,
las dos proteinas son funcionalmente redundantes. La sobreexpresion de PDFIA
compensa parcialmente la ausencia de PDF1B y la sobreexpresion de PDF1A puede
complementar la ausencia de PDF1B (Giglione et al. 2003). Los tripanosomatidos estan
estrechamente relacionados con los euglenoides, muchos de los cuales tienen plastidios.
Un namero de genes que codifican homologos de proteinas encontradas en cloroplastos
han sido encontrados en el genoma de 7. brucei (Hannaert et al. 2003). Asi se ha
sugerido que 7. brucei puede tener un plastidio el cual se ha perdido secundariamente
(Serero et al. 2003). Es probable, por lo tanto, que una de las dos PDFs tripanosomales
represente un remanente evolutivo de una PDF que originalmente estaba localizado en
el plastidio. Sin embargo, aunque la historia evolutiva de una de las PDFs
tripanosomales puede estar vinculada al plastidio, esta claro que actualmente ambas
proteinas tienen una funcién mitocondrial. En este trabajo aunque se obtuvo la PDF-2
de T. cruzi en forma soluble, no fue posible purificarla a homogeneidad, ni detectar
actividad deformilasa.

Ortologos de PDF han sido identificados y caracterizados en P. falciparum
(Giglione et al. 2000; Bracchi-Ricard et al. 2001). Se ha demostrado que inhibidores de

la PDF interfieren con el crecimiento del estadio intraeritrocitico de este parasito
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(Bracchi-Ricard et al. 2001). Basado en estas observaciones se ha propuesto que la PDF
plasmodial puede ser explotada como un nuevo blanco para farmacos antimalaricos
(Giglione and Meinnel 2001; Giglione et al. 2000).

El trabajo desarrollado en esta tesis se ha planteado con el fin de estudiar el
papel de las PDFs de 7. brucei en la proliferacion y sus repercusiones en el
metabolismo celular asi como caracterizar su actividad enzimatica. Las importantes
diferencias entre las PDFs a nivel estructural, asi como el caracter esencial de la ruta en
la cual estan involucradas, pueden constituir un punto de partida para el desarrollo de

una terapia novedosa frente a enfermedades parasitarias.

E.I11. Expresion, purificacion y caracterizacion de la proteina recombinante de

Trypanosoma cruzi

La pauta abierta de lectura del gen 7cPDF-I codifica una proteina de 260
aminoacidos, con una masa molecular teérica de 29.5 kDa y un punto isoeléctrico
teorico de 8.15. En el caso de 7cPDF-2 el gen correspondiente codifica una proteina de
366 aminoacidos, con una masa molecular tedrica de 42.1 kDa y un punto isoeléctrico
de 5.37. Como se ha mencionado previamente, la secuencia primaria de PDF-1 esta
muy conservada entre los miembros de la familia Trypanosomatidae y esta afirmacion
se puede extender a la PDF-2.

Alineamientos de diferentes PDFs permiten identificar una larga extension N-
terminal presentes en todas las PDFs eucariotas pero ausente en las PDFs bacterianas
(figura E.I.2.). Los primeros intentos de expresion de la forma nativa de PDF-1 y PDF-2
de tripanosomatidos en forma soluble en sistemas heterdlogos de E. coli fueron
infructuosos. Estudios realizados con otras PDFs eucariotas, que describen las
dificultades en obtener proteina nativa soluble, justifican esta observacion por el
caracter hidrofobico de la extensa region N-terminal que posiblemente conduce a la
acumulacién en cuerpos de inclusion en los sistemas de expresion bacteriano. Teniendo
en cuenta que la proteina que se localiza en la mitocondria de plantas y en humanos es
de menor longitud y que la mayoria de las proteinas mitocondriales sufren un
procesamiento de su extremo amino tras su interiorizaciéon, se han realizado
truncamientos sistematicos en la region N-terminal, sin comprometer los residuos

importantes para la actividad enzimatica. Esta estrategia ha permitido expresar otras
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PDFs en forma soluble y activa en cantidades (Bracchi-Ricard et al. 2001; Fieulaine et
al. 2005; Giglione et al. 2000; Serero et al. 2003).

Inicialmente se abordd la caracterizacion de la PDF-1 y la PDF-2 de T. cruzi,
T. brucei y L. major. Por ello se disefio una estrategia basada en la obtencion de
proteinas truncadas como se ha mencionado previamente. En el caso de la PDF-1y
PDF-2 de L. major bajo diferentes condiciones experimentales, no fue posible obtener
proteinas en forma soluble. Del mismo modo se procedié con las PDFs de 7. brucei y
en este caso se obtuvieron truncamientos con los cuales se pudo expresar proteina en
forma soluble, eliminando 10, 33 o 35 aminoacidos, aunque la purificacion fue dificil de
optimizar para obtener un alto rendimiento de proteina. Se centro el estudio en la PDF-1
y PDF-2 de T. cruzi donde fue posible obtener proteina soluble y en el caso de la PDF-1
la proteina fue purificada con un alto grado de pureza (Figura E.1.4.).

Los andlisis de las secuencias de las PDFs de tripanosoméatidos mencionados al
inicio de este apartado, permiten establecer un alto grado de conservacion entre las
PDF-1 y las PDF-2 de tripanosomatidos y ello conducen a pensar que algunas de las
conclusiones derivadas de los estudios realizados con las enzimas recombinantes de 7.

cruzi pueden ser validas también para las PDF-1 y PDF-2 de T. brucei y L. major.
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Figura E.1.4. Diagrama esquematico de los truncamientos disefiados para la obtencion de
proteina soluble en el caso de la PDF-1y PDF-2 de: A) Leishmania major, B) Trypanosoma

brucei, Trypanosoma cruzi.
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Los truncamientos fueron disefiados considerando la posicion de los dominios
conservados y la posicion de los tres primeros aminoacidos de la PDF bacteriana que
son esenciales para la actividad (Meinnel et al. 1996). De esta manera se ha procedido a
la eliminacion de los 37 primeros aminoéacidos de la PDF-1 de 7. cruzi lo que di6 lugar
a una enzima soluble y activa. En el caso de la PDF-2 de 7. cruzi fue necesario la
eliminacion de 61 aminoacidos del extremo amino para producir proteina soluble

(figura E.I4.).

E.I11.1. Caracterizacion cinética de la PDF-1 de Trypanosoma cruzi

Las PDFs de eucariotas y procariotas tienen un papel fundamental en la célula
escindiendo el grupo formilo presente en la metionina del polipéptido naciente, un
requisito fundamental para el posterior reconocimiento de enzimas procesadoras como
las aminopeptidasas, las cuales son incapaces de reconocer péptidos formilados, que

ademas de ser toxicos parra el organismo, no alcanzan su madurez biologica final.

E.I11.2. La PDF-1 de Trypanosoma cruzi es activa frente a un péptido formilado: el

formil-metionil-alanil-serina (f-MAS) como sustrato

Una de las caracteristicas mas destacables de las PDF eucariotas es que
presentan valores muy altos de K, para el f-MAS en relacion a su homologo bacteriana.
Este sustrato ha sido disefiado teniendo en cuenta un amplio espectro de péptidos
bacterianos, ya que el ensayo enzimatico original fue planteado para el estudio de la
PDF de E. coli y esta basado en el acoplamiento de la produccion de formiato a la
reaccion de la formiato deshidrogenasa que reduce NAD' con el consecuente
incremento de absorbancia.

Dependiendo de las condiciones de purificacion y el cofactor metalico
asociado, la K, de la PDF de E. coli varia pero es de aproximadamente 4 mM para el f-
MAS (Dardel et al. 1998; Meinnel and Blanquet 1995; Meinnel and Blanquet 1995). La
PDF humana presenta una K,, para este sustrato de 11 mM.

En el caso de la PDF-1 de T. cruzi la K,, determinada fue de 22.4 mM para el
sustrato f-MAS, siendo mas alta que la observada para otras PDFs como la bacteriana y

la PDF humana. El valor de K., obtenido para la PDF-1 de 7. cruzi fue de 0,093 St y la
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constante de especificidad (K../K,,) es de 4.17 M!S, Este ultimo valor es més bajo que
el de la PDF de E. coli, y la PDF de eucariotas como la de P. falciparum, pero
comparable a la PDF de humanos y a la PDF-1 de 7. brucei (Bouzaidi-Tiali et al.
2007)(tabla E.I.1.). De hecho, la PDF-1 de T. cruzi presenta una mayor actividad frente
a este sustrato que la PDF humana.

La baja actividad de la enzima de 7. cruzi puede ser debido a factores como la
identidad del cofactor metalico presente en el sitio activo, ya que durante el proceso de
expresion en el sistema bacteriano pueden incorporase otros cationes divalentes de
identidad desconocida que pueden afectar a la actividad. El cofactor metalico también
puede intercambiarse o perderse durante el paso de purificacion en la columna de
afinidad a niquel.

La identidad del sustrato es determinante en la eficiencia catalitica de las PDFs.

El sustrato empleado en este estudio (f-MAS) estd basado en proteinas
bacterianas y difiere mucho de la secuencia amino terminal de proteinas codificadas por
el genoma mitocondrial, los cuales deben ser los sustratos fisiologicos de las PDFs
eucarioticas. En los estudios con la PDF humana empleando sustratos basados en
proteinas codificadas por el genoma mitocondrial, la actividad catalitica observada fue

mas alta que la observada empleando el sustrato f-MAS (tabla E.I.1.)(Lee et al. 2004).

Enzima Organismo Sustrato K, (MM) K, (S-1) Kc../Kn, (M'/S™) Referencia
Co-TcPDF-1 T.cruzi f-MAS 224 0,093 417 Rodrigues-Poveda, Tesis doctoral 2010
Zn-TbPDF-1 T. brucei f-MX 1 0,008 8 Bouzaidi-Tiali y col. 2007

Co-HsPDF  H. sapiens f-MAS 1 0,0081 0,74 Lee y col. 2004
Co-HsPDF  H. sapiens f-MAHA 1,7 0,016 9,2 Lee y col. 2005
Co-HsPDF  H. sapiens f-MTMH 0,45 0,0024 54 Lee y col. 2006
Ni-PfPDF  P. falciparum f-ML-pNA 0,2 0,00274 13700 Bracchi-Ricard y col. 2001
Fe-EcPDF E.coli fML-pNA 0,02 70 3,5 x10° Rajagopalan y col 2000
Co-EcPDF E. coli f-ML-pNA 0,018 19,1 1,1 x10° Rajagopalan y col 2001
Ni-EcPDF E.coli f-MAS 3,9 210 54000 Ragusa y col 1998

Xindica que el peptido esta compuesto de una mezcla equimolar de 19 aminoacidos inusuales.

Tabla E.I.1. Comparacion de los parametros cinéticos de la PDF de T. cruzi, H. sapiens y E. coli

frente a diferentes sustratos.
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En el presente trabajo no fue posible estudiar la actividad deformilasa de la
PDF-1 de T. cruzi frente a sustratos disefiados en base a proteinas codificadas por el
genoma mitocondrial, ya que en el caso de tripanosomadtidos este tipo de sustrato
presentan un alto grado de hidrofobicidad lo que dificulta su solubilizacion. En este
estudio se intentd determinar la actividad de PDF-1 frente al sustrato Formil-metionil-
leucil-fenilalanina (f-MLF), sin embargo, aun empleando concentraciones bajas de
detergente no fue posible su solubilizacion.

A diferencia de plantas donde se han realizado estudios mas detallados de los
procesos de modificaciones post-traduccionales en organulos, ain no existe evidencia
de que en la mitocondria de tripanosomatidos la deformilacion sea operativa. So6lo dos
proteinas sintetizadas en la mitocondria han sido secuenciadas directamente, una es la
citocromo b y la otra es la subunidad I de la citocromo oxidasa. Cada una de estas
proteinas debe ser tratada con HCI previo a su secuenciacion, debido a que su extremo
amino esta bloqueado, lo que sugiere que contienen una formil-metionina sin procesar.
Se desconoce si este es el caso para el resto de las proteinas codificadas por el genoma
organelar y quizas también es valido para la mitocondria de humanos (Serero et al.
2003).

Por otro lado, la PDF-1 de 7. cruzi comparte algunas caracteristicas cinéticas
con la PDF bacteriana. Asi presentan inhibicion por sustrato. En el caso de la PDF de E.
coli por encima de 4 mM hay una reduccion importante de la actividad (Meinnel and
Blanquet 1995) mientras que con la PDF-1 de 7. cruzi el mismo fenémeno se observa a
partir de 35 mM. Del mismo modo ambas enzimas parecen mas activas en presencia de
KCly presentan un maximo a 0.5M.

En general los valores de K, altos observados para las PDFs eucariotas pueden
deberse a una menor capacidad de discriminacion de sustrato ya que hipotéticamente
pueden reconocer y actuar sobre diferentes péptidos formilados en su primera
metionina. Esta clase de enzimas probablemente han evolucionado ‘“sacrificando” una
mayor velocidad de catélisis por la capacidad de reconocer una mayor variedad de

sustratos.

E.II1.3. Requerimiento de iones divalentes

Todas las PDFs descritas hasta la fecha presentan una dependencia de

cofactores metalicos divalentes, que parecen regular su actividad.

172



DISCUSION

En el caso de la PDF de E. coli, el cofactor metalico nativo es el hierro, sin
embargo esta forma es muy inestable debido a la sensibilidad al oxigeno ambiental. (Hu
et al. 1998). Inicialmente la caracterizacion del gen de la deformilasa de E. coli
(Meinnel and Blanquet 1993; Meinnel and Blanquet 1995) revel6 la presencia de un
motivo tipico de unién a zinc, HEXXH (donde X puede ser cualquier aminoacido). Este
motivo esta estrictamente conservado en todas las PDFs secuenciadas hasta la fecha. La
enzima purificada contenia aproximadamente un i6n metalico por mondmero.

Diversos estudios con proteinas obtenidas mediante cromatografia de filtracion
en gel, intercambio anionico y cromatografia de interaccion hidrofobica parecian indicar
que la PDF de E. coli pertenecia a la superfamilia de hidrolasas de zinc (Meinnel and
Blanquet 1993; Meinnel and Blanquet 1995). Sin embargo, la mayoria de estas
preparaciones exhibian una actividad hidrolitica baja frente al sustrato f-MAS. En
estudios donde la enzima presentaba una mayor capacidad catalitica se determin6 que la
PDF purificada contenia zinc y cantidades variables de otros metales (Fe*", Co*" o Cu*")
postulando que otro metal ademas del zinc, podia ser el responsable de esta elevada
actividad (Leopoldini et al. 2006).

En definitiva el reemplazamiento del ién Fe** por Ni**, Co*" y Zn*" (Chan et al.
1997; Becker et al. 1998) ha permitido obtener formas estables de la PDF bacteriana y
el zinc constituye el idbn menos eficiente (Meinnel and Blanquet 1995). Esto contrasta
con la PDF de Arabidopsis thaliana la cual contiene zinc en su forma nativa, (Fieulaine
et al. 2005) mientras que la identidad del cation metalico de la PDF de humanos no se
conoce con exactitud, pero las preparaciones obtenidas solo son activas en presencia de
cobalto (Escobar-Alvarez et al. 2009). En el presente trabajo la enzima de 7. cruzi se ha
purificado tras inducir el sistema de expresion en un medio de cultivo suplementado con
cloruro de cobalto. Posteriormente, para estudiar las preferencias de la PDF-1 de T.
cruzi, en cuanto a la identidad de catién divalente, se realizaron ensayos en presencia de
cantidades crecientes de sales de cobalto, cobre, magnesio, manganeso y niquel. Los
resultados demuestran que a diferencia de la PDF bacteriana, el niquel inhibe la
actividad deformilasa de la PDF-1 de 7. cruzi. Este resultado contrasta también con la
PDF de P. falciparum la cual es mas activa con niquel como cofactor metalico (Bracchi-
Ricard et al. 2001), mientras que el cobalto s6lo a concentraciones altas disminuye
ligeramente la actividad. En el caso del Mg®" y Mn®" no se observan efectos sobre las
propiedades cataliticas de la PDF-1. Finalmente tras la incubacién con Cu®" se observo

un incremento significativo de la actividad.
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No parece claro cual puede ser la causa de los cambios observados en la
actividad deformilasa bacteriana de los distintas formas de la enzima asociadas a
diferentes cationes metélicos, ya que los cuatro complejos asociados bien sea con Fe®”,
Zn*", Co*" y /o Ni*" presentan la mismas caracteristicas estructurales y parametros
termodinamicos comparativamente similares, por lo que se ha postulado que
posiblemente las diferencias en la actividad de PDF no estan determinadas estrictamente
por la identidad del metal sino mas bien por factores asociados a las condiciones
técnicas experimentales de la purificacion de PDF de los diferentes estudios (Leopoldini
et al. 2006).

Estudios de mutagénesis dirigida (Meinnel and Blanquet 1995) y cristalografia
(Boyer 1997) junto con espectroscopia de resonancia magnética nuclear revelan que el
16n metalico presenta una coordinacion tetrahedral. En el caso de la PDF de E.coli los
ligandos son el &tomo de azufre de la cisteina 90, el atomo de nitrogeno de las histidinas
136 y 132 y el atomo de oxigeno de una molécula de agua. Por otra parte el glutamato
133 del motivo 3 (HEXXH) no se une al metal sino que participa en la catalisis. De
hecho, mutaciones en este residuo dan lugar a una proteina cataliticamente inactiva

(Leopoldini et al. 2006).

E.I11.4. Sensibilidad a inhibidores de metaloproteasas

La actinonina ha sido reconocida desde 1960 como un agente antibacteriano
moderado pero no fue hasta el afio 2000 cuando se describid6 como un inhibidor de la
PDF bacteriana, aunque nunca ha sido desarrollado como agente terapéutico debido a la
ausencia de eficacia in vivo, posiblemente debido a su inestabilidad (Gordon et al. 1962;
Broughton et al. 1975).

Ahora se sabe que la actinonina es un compuesto que contiene un grupo
hidroxamato, el cual es esencial para su actividad antibacteriana y forma parte de la
estructura de algunos inhibidores de metalohidrolasas (Broughton et al. 1975). Otros
compuestos que contienen este grupo son inhibidores muy potentes de diversas
metaloproteasas (Rasmussen and McCann 1997; Whittaker and Brown 1998; Toba et al.
1999). Aunque en la literatura se describen diferentes grupos quelantes, el hidroxamato
permanece como uno de los mas activos y muchos inhibidores de metaloproteasas
actualmente en ensayos clinicos, son compuestos basados en este grupo funcional (Toba

et al. 1999).
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Otros inhibidores de la PDF que contienen grupos similares capaces de
asociarse al cofactor metdlico han sido reportados (Hao et al. 1999; Hu et al. 1998);
(Meinnel et al. 1999; Durand et al. 1999). Estos inhibidores son menos activos que la
actinonina (Hu et al. 1998; Meinnel et al. 1999; Durand et al. 1999).

La actividad de la actinonina frente a la PDF bacteriana fue un descubrimiento
clave para el desarrollo de nuevos inhibidores mas potentes y selectivos. La PDF
bacteriana presenta un Ki de 0.3 pM para la actinonina (Chen et al. 2000), mientras que
para la PDF de P. falciparum se ha determinado una ICsy de 2.5 uM (Bracchi-Ricard et
al. 2001) y ha demostrado ser potente como agente antiproliferativo tanto frente a la
cepa salvaje como en una cepa multiresistente, con valores de ICso de 3 y 3.6 uM
respectivamente (Wiesner et al. 2001). Para la PDF de A. thaliana se alcanza una
completa inhibicién con 20 uM. En el caso de la PDF humana, el ICs, frente a la
actinonina es de 43 nM mientras que la actinonina y derivados han demostrado ser muy
efectivos como agentes antitumorales tanto in vitro como in vivo (Coustou et al. 2003).

En esta trabajo de tesis se estudiaron los efectos de la actinonina frente a la
PDF-1 de T. cruzi, asi como también los posibles efectos antiproliferativos de la
actinonina sobre la linea 76449 que corresponde a la forma prociclica y la linea 76S16
que corresponde a la forma sanguinea de 7. brucei. En el caso de la enzima PDF-1 de T.
cruzi, concentraciones tan altas como 10 uM no parecen afectar a la actividad
enzimadtica, mientras que en las formas en cultivo tanto en la prociclica como en la
sanguinea, dosis de 100 uM no producen efectos visibles sobre la proliferacion celular.
En definitiva, la actinonina no es un inhibidor de la PDF de Trypanosoma, ni inhibe su
crecimiento. Estas observaciones apuntan a que existen diferencias importantes entre la
PDF humana y la de protozoarios que pueden ser explotables desde un punto de vista
quimioterapeutico para el disefio de inhibidores mas potentes y selectivos frente a estos
agentes patdgenos.

Teniendo en cuenta el hecho de que PDF-1 es una metaloproteasa en esta tesis
se han probado algunos inhibidores genéricos de metaloproteasas. Como se ha
mencionado, la dependencia sobre el cofactor metalico parece ser similar al resto de las
PDFs descritas. Es de destacar que determinados inhibidores de metaloproteasas actiian
como agentes quelantes, con lo que resulta también de interés estudiar el efecto de estos
compuestos asi como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), un conocido quelante
de iones metalicos. Tanto el EDTA como la 1,10 fenantrolina, que preferencialmente

captan iones niquel, producen un incremento importante en la actividad de PDF-1 de T.
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cruzi, siendo mas significativo en el caso de la fenantrolina. Esta observacion en
principio contradictoria ha sido previamente observada en E. coli. El efecto activador se
basa en la quelacion de iones metalicos presentes en las preparaciones de enzima
purificada que actiian inhibiendo la actividad. Es de destacar que en nuestro caso la
purificacion se realiza en una columna de afinidad a niquel y es posible que la proteina
retenga algo de este cation metalico durante su aislamiento. Por otra parte sabemos que
el cobalto a concentraciones altas también afecta la actividad y este i6n se encuentra en
el medio de cultivo bacteriano durante la sobreexpresion de la PDF-1 de 7. cruzi.

En definitiva, los resultados obtenidos con los diferentes agentes quelantes son
algo contradictorios, pero parecen sugerir la presencia de iones metéalicos que son
deletéreos para la actividad y que son eliminados tras la incubacion con estos
compuestos.

En contraste con la PDF-1 de T. cruzi, todas las PDF bacterianas son sensibles
a 1,10mM fenantrolina a concentraciones de 5 mM. Finalmente inhibidores de
metaloproteasa como la bestatina, el cual es selectivo y no afecta a aminopeptidasas, el
CL-82198 que es mas selectivo frente a un tipo particular de metaloproteasa y el
CP101537 otro inhibidor de metaloproteasas, que actualmente es un candidato para
ensayos clinicos como antimicrobiano a concentraciones de hasta 100 uM no tienen
ningun efecto sobre la actividad enzimatica de la PDF bacteriana ni sobre la PDF de

Trypanosoma.
E.IV. Localizacion intracelular

Considerando que la sintesis de proteinas en organulos comienza con una
metionina formulada y que esta modificacion estd ausente en la sintesis citosolica y por
otra parte que la mitocondria contiene un genoma propio que codifica proteinas
especificas, es de esperar que las PDFs eucaridticas en general se localicen en
organulos.

De acuerdo con esta observacion las PDFs en eucariotas estarian asociadas a la
deformilacion de proteinas que tiene lugar en la mitocondria, lo que ha sido
recientemente confirmado tanto en plantas como en humanos (Bracchi-Ricard et al.
2001; Giglione et al. 2000; Serero et al. 2003; Fieulaine et al. 2005). Una excepcion es
Plasmodium donde la PDF se localiza en el apicoplasto (Bracchi-Ricard et al. 2001) y
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A. thaliana que se localiza tanto en mitocondria como en cloroplastos (Fieulaine et al.
2005).

Los resultados obtenidos en este estudio a partir de datos de
inmunofluorescencia con el anticuerpo frente a 7cPDF-1 y el anticuerpo frente a
TcPDF-2 en la forma prociclica de 7. brucei, revelaron una clara localizacion
mitocondrial. Esta observacion estd de acuerdo con la idea de que estas proteinas estan
asociadas al procesamiento post-traduccional de proteinas codificadas por el
kinetoplasto y que forman parte de los diversos complejos involucrados en la
fosforilaciéon oxidativa, con lo que la PDF tendria un papel fundamental en el

mantenimiento de la funcién mitocondrial.

E.V. PDF-1 y PDF-2 son necesarias para la proliferacion celular en la forma

prociclica de Trypanosoma brucei

Con el fin de profundizar en el papel de las PDFs en tripanosomatidos y
determinar las consecuencias de la deplecion en los niveles de estas proteinas sobre la
viabilidad celular, se han generado lineas de 7. brucei donde se han modulado los
niveles de expresion de PDF-1 y PDF-2 mediante la utilizacion de RNA de
interferencia.

El RNA de interferencia (RNA1) es un proceso natural de silenciamiento
génico descubierto en Caenorhabditis elegans como una respuesta a la presencia de
RNA de doble cadena. Este fenomeno ha sido descrito posteriormente en muchos
organismos tales como células de mamifero y plantas. El proceso de RNAIi y sus rutas
relacionadas no so6lo esta implicado en la respuesta a 4cidos nucleicos tanto exdgenos
como endogenos que pueden ser patogénicos para la célula, sino que también esta
involucrado en procesos celulares basicos, tales como regulacion de genes y formacion
de heterocromatina (Volpe et al. 2002) y su mantenimiento (Lippman et al. 2003),
metilacion de DNA e histonas (Zilberman et al. 2003), eliminacion de DNA (Mochizuki
et al. 2002), silenciamiento de promotores (Mette et al. 2000) y control del desarrollo
(Han et al. 2001; Lau et al. 2001).

En T. brucei fue descrito por primera vez por Ngo et al. en 1998,
proporcionando una herramienta muy poderosa para llevar a cabo andlisis de funcion de
genes y determinar la esencialidad de esos genes para este parasito y, en general en una

gran variedad de organismos.
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El mecanismo general por el que tiene lugar el silenciamiento comienza por el
reconocimiento de RNAs de doble cadena por una enzima denominada Dicer, la cual
procesa dicho RNA en pequefios fragmentos del orden de 21-22 nucledtidos
denominados pequefios RNAs de interferencia (siRNA). A continuacion estos siRNAs
son incorporados a un complejo formado por varios componentes denominado complejo
de silenciamiento inducido por RNA (RISC). En este complejo se produce el
reconocimiento especifico del RNAm diana mediante las cadenas complementarias de
los diferentes siRNAs desencadenando un proceso de degradacion de dicho RNAm,
impidiendo por tanto la traduccion a proteina (Hannon 2002).

Uno de los problemas principales de esta técnica es que en muchos casos no se
puede alcanzar una degradacion del 100 % del RNAm, y por lo tanto los niveles de
proteina nunca pueden ser abolidos completamente.

Como la cantidad requerida por la célula de una proteina particular difiere de
una proteina a otra, la ausencia de fenotipo de crecimiento tras la induccion del RNAi
no prueba que la proteina no sea esencial para la viabilidad de la célula. Ademas, ain
después de apreciarse un fenotipo claro de inhibicion de la proliferacion tras varios dias
post-induccion, los cultivos pueden recuperar un crecimiento normal. Esta pérdida del
efecto del silenciamiento puede ocurrir por mutaciones en los promotores utilizados
para generar el RNA de doble cadena o en los operadores de tetraciclina, por la pérdida
de los insertos de RNAI, por defectos en la maquinaria del RNAi, o por fenomenos
epigenéticos (Motyka and Englund 2004).

Sin embargo, la modulacién de los niveles de proteina por RNAIi resulta de
gran utilidad para el estudio de genes esenciales ya que se puede estudiar el fenotipo
resultante de una deplecion de los niveles de una enzima que tiene funciones criticas en
el metabolismo celular estableciendo su funcion a partir de las deficiencias observadas.
Tal es el caso de las PDFs que han sido descritas como proteinas esenciales en todos los
organismos estudiados hasta la fecha.

Para el analisis de la funcion del gen PDF-1 y PDF-2 en T. brucei se utilizo la
estrategia de estructura tallo-lazo o “stuffer” y se estudio el efecto en las dos formas en
cultivo, sanguineas y prociclicas de 7. brucei. Cuando el silenciamiento se llevo a cabo
en la forma prociclica, la induccion del fendmeno produjo una significativa inhibicion
de la proliferacion, mostrando una correlacion proporcional entre los niveles de RNAm
tanto para PDF-1 como PDF-2 y la disminucion de la proliferacion. Los resultados

obtenidos con los estudios de RNAI en la forma prociclica estarian de acuerdo con el
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hecho de que tanto PDF-1 como PDF-2 son proteinas esenciales para la viabilidad

celular.

E.V.1. La interferencia de la expresion de PDF-1 y PDF-2 produce alteraciones en
el potencial de membrana mitocondrial en la forma prociclica de Trypanosoma

brucei

La forma prociclica de 7. brucei se caracteriza por presentar una mitocondria
muy desarrollada, larga y ramificada, con multiples crestas, enzimas del ciclo de Krebs,
y niveles abundantes del complejo F1Fo-ATP sintetasa. Posee también una cadena
respiratoria completa que oxida los equivalentes reducidos generados por el
metabolismo de aminoéacidos y la via glicolitica (Besteiro et al. 2005). Contienen 4
complejos que donan electrones al pool de ubiquinona, el complejo I compuesto por
NADH:ubiquinona oxidoreductasas y una enzima insensible a rotenona, (Fang et al.
2001; Fang and Beattie 2003), el complejo II compuesto por una succinato
deshidrogenasa y glicerol 3-fosfato deshidrogenasa y los complejos III y IV que son
similares a los de la cadena respiratoria cldsica (van Hellemond et al. 2005).

El metabolismo mitocondrial de esta forma del ciclo de vida depende de la
degradacion de piruvato a acetato y de la degradacion de aminodcidos a succinato o
acetato. Ambas vias cataliticas producen ATP por fosforilacion a nivel de sustrato.

Sin embargo, estas vias también producen grandes cantidades de NADH, el
cual debe ser reoxidado por la NADH:fumarato reductasa o por la NADH:ubiquinona
reductasa y la subsecuente actividad de la cadena respiratoria, la cual es esencial en este
estadio del ciclo de vida (van Weelden et al. 2003; Coustou et al. 2003).

En humanos al igual que en tripanosomadtidos, el genoma mitocondrial es
pequeio y codifica solo 13 proteinas, asi que las mas de 1000 proteinas que constituyen
la mitocondria son sintetizadas en los ribosomas citosolicos y son conducidas a la
mitocondria posttraduccionalmente (Hoogenraad et al. 2002).

La informacion de localizacion mitocondrial es codificada en residuos
hidrofébicos y basicos presentes a menudo en el N-terminal en forma de una hélice
anfipatica basica referida como una presecuencia de 30-50 residuos de largo y que son
proteoliticamente escindidas por peptidasas una vez que alcanzan su destino final dentro

de la mitocondria.
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En humanos todos los tRNA son codificados en la mitocondria mientras que en
Trypanosoma spp son codificados en el nicleo y deben ser importados desde el citosol
al igual que gran parte de la maquinaria de traduccion. Del mismo modo, a diferencia
del la mitocondria humana, los genes mitocondriales en tripanosomatidos requieren un
procesamiento extensivo conocido como edicidon de RNA y la mayor parte de la
maquinaria involucrada en este proceso es codificada en el nucleo.

En todos los sistemas in vitro el importe de proteinas y tRNA requiere ATP
externo y probablemente interno asi como también del gradiente electroquimico de
protones generado por la cadena respiratoria.

El genoma mitocondrial de 7. brucei codifica 13 proteinas de identidad
conocida: el citocromo b del complejo bel-(CYB), las subunidades I-I1I de la citocromo
¢ oxidasa (COI-III), seis subunidades de la dinucle6tido adenina nicotinamida reducida
NADH deshidrogenasa (ND1,4,7-9), una proteina ribosomal, la subunidad 6 del
complejo F1Fo-ATPasa (A6) asi como 2 RNA ribosomales, ademas de 5 marcos
abiertos de lectura que codifican proteinas de identidad desconocida, pero que se
presume que son componentes de la NADH dehidrogenasa (figura E.I.5.). Homologos
de plantas de estas proteinas han demostrado requerir procesamiento post-traduccional a
diferentes niveles, desde la sola escisiéon del grupo formilo, hasta un procesamiento
extensivo que incluye la deformilacion y la escision de aminoacidos del extremo N-

terminal (Giglione and Meinnel 2001).
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Subunidades codificadas por el genoma mitocodnrial Fliijoxiaifirotones

Figura E.L.5. Representacion esquemaitica del nimero y ubicacion de las subunidades y componentes de
la cadena respiratoria codificadas por el DNA mitocondrial. El estado del sistema que se muestra en la
figura es solo ilustrativo ya que estas condiciones cambian drasticamente en la forma sanguinea y estan
sujetos a variaciones que dependen del tipo de medio de cultivo y de la cepa en la forma prociclica de

Trypanosoma brucei.

Todas las proteinas codificadas en el kinetoplasto deben ser sintetizadas con un
grupo formilo en su primera metionina y por lo tanto son sustratos potenciales tanto de
PDF-1 como de PDF-2 con lo cual requeririan la actividad deformilasa para su posterior
maduracion biologica.

Es de esperar por tanto que un bloqueo en la actividad de PDF debido al
silenciamiento de su expresion, de lugar a un cese en el procesamiento de proteinas
codificadas en el organulo involucradas en la cadena respiratoria y, por lo tanto, podria
alterar el potencial electroquimico el cual es esencial para el importe de casi la totalidad
de la maquinaria traduccional y metabdlica, la cual a su vez estd involucrada en el
mantenimiento de la integridad funcional y estructural de la mitocondria. Con estas
consideraciones en mente, en este trabajo se han estudiado las consecuencias que
tendria la deplecion de los niveles de PDF-1 y PDF-2 sobre la actividad de la cadena

respiratoria de la forma prociclica de 7. brucei mediante estudios con la sonda
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mitotracker que depende de un potencial de membrana estable para asociarse a la
mitocondria y emitir fluorescencia, cuya magnitud es proporcional al gradiente
electroquimico generado por la mitocondria. La deplecion de ambas PDFs produce una
drastica alteracion en el potencial de membrana mitocondrial siendo mas notable en el
caso de PDF-1, lo que estaria indicando que tanto PDF-1 como PDF-2 tienen un papel
en la funcionalidad de proteinas codificadas por el kinetoplasto que forman parte de la
cadena respiratoria y que tienen un papel importante en el mantenimiento funcional de
la mitocondria. Por otra parte conviene volver a resaltar que otra de las proteinas
codificadas por el kinetoplasto es la subunidad 6 que forma parte del complejo de la
ATP sintetasa. En la membrana mitocondrial interna el complejo FiFo-ATP sintetasa
produce ATP empleando el gradiente electroquimico de protones (AGH") generado por
la cadena respiratoria.

Histéricamente se han reconocido dos partes distintivas de este complejo
enzimatico: 1) un componente soluble en agua conocido como F1 compuesto por las
subunidades a, B, v, 0 y € y, 2) un componente Fo el cual estd embebido en la membrana
mitocondrial interna y conforma el centro o el nucleo del canal de protones y consiste
en un anillo de subunidades ¢ (10 en levaduras y una subunidad a Atp6) (Boyer 1997);
(Stock et al. 1999; Bianchet et al. 1998; Abrahams et al. 1994) (figura E.L.6.). El
movimiento de protones a través de este canal coincide con la rotacion de la subunidad
¢ del anillo, lo cual resulta en cambios conformacionales que favorecen la sintesis de
ATP en F1 (Rak et al. 2007). La sintesis de ATP so6lo es posible cuando el F1 esta unido
a Fo (Velours and Arselin 2000). La ausencia de subunidades e y/o g resulta en una
fuerte alteracion de la morfologia de las crestas indicando que la ATP sintetasa controla

de algin modo la biogénesis de la membrana mitocondrial interna (Paumard et al. 2002)
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MATRIZ

Cadena
Respiratoria

Figura E.1.6. Organizacion de las subunidades de la ATP sintetasa mitocondrial. El componente

F1 esta compuesto por las subunidades a, B y las tres subunidades centrales y,8 y €. El componente Fo
contienen la subunidad 9, 6, 8, F ¢ i/j. El tallo periférico esta compuesto por las subunidades 4, d, h 'y

OSCP. El rotor estd formado por el tallo central y la subunidad 9 en forma de anillo.

El complejo FoF1-ATP sintetasa en 7. brucei estd compuesto de 22 proteinas
8 de las cuales estan relacionadas con las subunidades a, B, vy, 6 y € del componente F1
y by ¢ de Fo junto con OSCP. Las otras 14 proteinas no tienen homologos reconocibles
en otros organismos y parecen ser especificas de Trypanosoma spp (Zikova et al. 2009).

Se ha sugerido que el complejo en 7. brucei existe como un dimero y el
ensamblaje del complejo podria ser esencial para la biogénesis de las crestas tal y como
se ha demostrado para mitocondrias de mamifero y levadura (Arselin et al. 2004;
Minauro-Sanmiguel et al. 2005). Estudios de RNAi de la subunidad o han demostrado
que la FoF1-ATP sintetasa es esencial para la proliferacion de la forma prociclica de
Trypanosoma brucei y su deplecion da lugar a una pérdida del complejo y liberacion del
subcomplejo F1 demostrando que estas subunidades son esenciales para la integridad

del complejo (Hashimi et al.).
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Hay que tener en cuenta que en células donde se han deplecionado los niveles
de PDF-1 y PDF-2 podrian producirse alteraciones en la actividad del complejo F1-Fo
ATPasa. Esta situacion podria dar lugar a una hipersensibilidad a inhibidores de la ATP
sintetasa mitocondrial como la oligomicina, la cual reconoce especificamente la porcion
Fo de este complejo con la consecuente inhibicion de la sintesis de ATP y alteracion en
la expresion de algunas de las subunidades.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la linea donde se ha
inducido el silenciamiento de PDF-1 presenta hipersensibilidad a oligomicina en
relacion a la linea celular control, mientras que la linea celular donde se ha silenciado la
expresion de PDF-2 presenta una sensibilidad similar a la linea sin inducir. Este
resultado sugiere que posiblemente PDF-1 pero no PDF-2 participe en el procesamiento
post-traduccional a través de la deformilacion de la subunidad 6 del complejo de la ATP
sintetasa. Otros estudios que apoyan esta observacion han sido realizados recientemente
por Bouzaidi-Tiali y colaboradores donde se determiné la sintesis de ATP tanto a través
de la via de la fosforilacion a nivel de sustrato como a través de la fosforilacion
oxidativa, en lineas celulares de la forma prociclica de 7. brucei donde también se ha
silenciado la expresion de PDF-1 y PDF-2. Estos autores demostraron que la sintesis de
ATP a nivel de sustrato no estaba afectada en ninguna de las dos lineas celulares, lo cual
concuerda con estudios recientes donde se sugiere que la succinato deshidrogenasa y la
glicerol 3-fosfato deshidrogenada no funcionan como sitios de entrada para electrones
en la cadena respiratoria de la forma prociclica durante condiciones de cultivo estdndar
(van Weelden et al. 2005; Coustou et al. 2005). Por el contrario, el silenciamiento de la
PDF-1 di6 lugar a un bloqueo en la sintesis de ATP mediada por fosforilacion oxidativa,
mientras que la deplecion de PDF-2 no tiene efecto sobre este proceso(Bouzaidi-Tiali et
al. 2007).

En definitiva, estas observaciones llevan a plantear que la generacion de un
potencial de membrana mitocondrial ademas de ser esencial para el importe de iones y
metabolitos a la mitocondria es fundamental para la sintesis de ATP en esta forma del
ciclo de vida de T. brucei.

Mientras que en algunos trabajos el requerimiento de un complejo F1Fo-ATP
sintetasa funcional en la forma prociclica ha sido debatido, ya que la importancia de la
generacion de ATP por fosforilacion oxidativa en esta fase del ciclo de vida sigue
siendo motivo de contradicciones y controversia, (Bochud-Allemann and Schneider

2002; Coustou et al. 2003) estudios recientes parecen indicar que las discrepancias en
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estas observaciones se deben a las distintas cepas utilizadas en los diversos estudios
(Zikova et al. 2009). Asi la cepa EATRO1125 de la forma prociclica de 7. brucei
parece ser 1000 veces menos sensible a oligomicina en presencia de glucosa que en su
ausencia (Lamour et al. 2005). Ademas el silenciamiento de la subunidad B de la FoF1-
ATP sintetasa conduce a muerte celular en medio sin glucosa pero no en medio rico en
glucosa (Coustou et al. 2008).

En contraste la cepa 29-13 de la forma prociclica donde se ha silenciado
cualquiera de las tres subunidades no es capaz de proliferar en medio rico en glucosa y
la presencia de glucosa en el medio no tiene efecto en la sensibilidad a oligomicina
(Zikova et al. 2009).

Probablemente algunas cepas han perdido una parte de la flexibilidad
metabolica caracteristica de la forma prociclica de 7. brucei, lo que explica los
resultados contradictorios. En definitiva, los estudios recientes de Zikova y
colaboradores parecen ratificar la importancia de la sintesis de ATP en esta forma del
ciclo de vida de 7. brucei, demostrando que la mitocondria aislada de células en las
cuales se ha inducido la interferencia por RNAi de una de las subunidades de la ATP
sintetasa, han perdido la capacidad de producir ATP via fosforilacion oxidativa lo que
sugiere que el fenotipo severo de proliferacion observado es causado por la inhibicion

de la fosforilacion oxidativa y la consecuente pérdida de ATP (Zikova et al. 2009).

E.VI. Efectos de la interferencia genética de PDF-1 y PDF-2 sobre la morfologia
mitocondrial y el metabolismo lipidico en la forma prociclica de Trypanosoma

brucei

Uno de los efectos inmediatos del silenciamiento de la expresion de PDFs en la
forma prociclica de 7. brucei ha sido la perturbacion en el potencial de membrana
mitocondrial. Estudios de microscopia electronica han mostrado que este fendmeno esta
acompanado de drésticas alteraciones de la morfologia mitocondrial, caracterizadas por
una pérdida de la apariencia electrondensa caracteristica de la mitocondria de células
control, asi como la aparicion de invaginaciones de la membrana interna y plegamientos
hacia la matriz mitocondrial, en algunos casos formando estructuras tipicas de eventos
de autofagia.

El potencial de membrana mitocondrial mantenido por la cadena respiratoria,

cumple un papel fundamental en el metabolismo de 7. brucei, generando un gradiente
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electroquimico que conduce el importe de iones y metabolitos involucrados en las
distintas rutas anabdlicas y catabdlicas que operan en la mitocondria y que son
responsables de su integridad funcional y estructural. Estudios en levaduras demuestran
que alteraciones en el ensamblaje del complejo de la ATP sintetasa estan asociados a la
pérdida de morfologia mitocondrial. La ausencia de subunidades e y/o g dan lugar a una
fuerte alteracion de la morfologia de las crestas indicando que la ATP sintetasa controla
de algin modo la biogénesis de la membrana mitocondrial interna (Paumard et al.
2002).

La mitocondria en general cumple una serie de funciones criticas en el
mantenimiento del suministro de energia celular, termorregulacion y sintesis de
moléculas esenciales tales como fosfolipidos, grupos hemo, apoptosis y regula multiples
vias de sefializacion. Alteraciones en la funcion mitocondrial son responsables de una
amplia gama de enfermedades humanas adquiridas o heredadas. Estas condiciones se
manifiestan por si mismo en patologias asociadas con tejidos estrictamente
dependientes de una funcion mitocondrial apropiada.

En nuestro estudio, otra de las alteraciones observadas a nivel morfologico al
inducir la interferencia de la expresion de PDF-1 y de PDF-2 fue la presencia de un
elevado niimero de vesiculas lipidicas. La naturaleza hidrofobicade estas vesiculas fue
confirmada gracias a la tincion con rojo Nilo y sugiere la existencia de modificaciones
significativas en la homeostasis lipidica. Diversos trabajos establecen una asociacion
entre el metabolismo lipidico y alteraciones de la morfologia y funcion de la
mitocondria. Asi, estudios con inhibidores conocidos de la biosintesis de esteroles
(Lazardi et al. 1991; Lorente et al. 2004; Magaraci et al. 2003; Palmie-Peixoto et al.
2006; Rodrigues et al. 2002; Rodrigues et al. 2005; Cammerer et al. 2007; Fernandes
Rodrigues et al. 2008; Vannier-Santos et al. 1995; Vivas et al. 1996) asi como analisis
de RNAIi de enzimas involucradas en diferentes etapas de la ruta (Perez-Moreno et al
2010), estan asociados a una alteracion de la estructura mitocondrial y acumulacion de
vesiculas lipidicas de un modo similar a los efectos observados en este trabajo de tesis.

Las alteraciones observadas tras el tratamiento con inhibidores de la biosintesis
de esteroles parecen estar asociadas con cambios en el potencial de membrana,
probablemente debido a cambios en la composicion de la membrana, lo que da lugar a
la incapacidad de la membrana mitocondrial interna de generar o sostener el gradiente
electroquimico de protones conducido por la respiracion. Es probable que la disfuncion

en la cadena respiratoria y/o una severa alteracion de las propiedades fisicas de la
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membrana interna sea debido a una alteracion en la composicion lipidica. (Cammerer et
al. 2007). Estudios bioquimicas demuestran que la membrana mitocondrial de
tripanosomadtidos contiene cantidades importantes de esteroles endogenos y exdgenos
(Rodrigues et al. 2001) asi que alteraciones en el metabolismo lipidico pueden conducir
a alteraciones en la estructura mitocondrial.

Asi, la mitocondria contiene enzimas involucradas en las etapas tempranas de
la biosintesis de esteroles (Carrero-Lerida et al. 2009; Pefia-Diaz et al. 2004) las cuales
suministran sustratos esenciales como el mevalonato, el cual es trasportado al citosol
donde participa en la sintesis de isoprenoides y esteroles.

En definitiva, teniendo en cuenta estas observaciones, es posible que las
alteraciones en la funcidon y metabolismo mitocondrial observadas al deplecionar los
niveles de PDF-1 y PDF-2 tengan una incidencia indirecta sobre rutas metabolicas
mitocondriales que estdn involucradas en la homeostasis lipidica y en la integridad
funcional y estructural de la mitocondria. Vesiculas lipidicas semejantes a las
observadas en este trabajo han sido caracterizadas en levaduras donde aparentemente
cumplen papeles de almacenamiento de triacilgliceroles y ésteres de colesterol (Wagner
et al. 2009), los cuales son movilizados cuando se requieren intermediarios o sustratos
para el metabolismo celular. La aparicion de vesiculas lipidicas podria ser un fenomeno
asociado a la muerte celular derivado de la interferencia de la expresion de PDF-1 y de
PDF-2 0 un mecanismo de produccion o acumulacion de sustratos en condiciones de
alteraciones en el metabolismo mitocondrial. En general el metabolismo de lipidos,
especialmente la esfingomielina, los fosfoinositidos y la fosfatidilcolina estan asociados,
bajo ciertas condiciones, a la produccién de ceramida y diacilglicerol que actian como
segundos mensajeros regulando la velocidad de proliferacion y la muerte celular
(Kolesnick and Kronke 1998). Estudios recientes basados en andlisis por espectroscopia
de resonancia magnética nuclear (NMR) en células tumorales y en lineas celulares
donde se ha inducido apoptosis, han demostrado la aparicion de estructuras lipidicas que
en base al tipo de sefial que generan mediante este tipo de andlisis se han denominado
lipidos moviles y que contienen cantidades importantes de 4acidos grasos,
triacilgliceroles, y esteroles esterificados, lo que ha sugerido que alteraciones en el
metabolismo de lipidos neutros podrian estar asociadas a una fase bioquimicamente
activa de muerte celular programada (D1 Vito et al. 2001; Opstad et al. 2009). Estudios
en la formas sanguinea de 7. brucei con dihidroxiacetona (DHA), un azlcar de tres

carbonos que es considerado como una fuente de energia para diferentes células desde
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bacterias a mamiferos, induce profundas alteraciones a nivel del ciclo y parece inducir
muerte celular. Sus efectos antiproliferativos estuvieron acompafiados de alteraciones a
nivel de la morfologia mitocondrial, asi como de la acumulacion de cuerpos
multivesiculares y vacuolas autofagicas en el citoplasma (Uzcategui et al. 2007).

La acumulacion de vesiculas lipidicas también podria tener su origen en acidos
grasos que no logran entrar a la mitocondria para su posterior oxidacién con la
consecuente acumulacion citosélica. En muchos organismos la oxidaciéon de écidos
grasos es una fuente importante de ATP. Sin embargo, parece que este no es el caso en
T. brucei (Tielens 1994) a pesar de que homologos de genes involucrados en enzimas
de la B-oxidacion del acil-CoA estan presentes en su genoma (Berriman et al. 2005). En
células animales la matriz mitocondrial es el sitio mas importante para la f-oxidacion de
acidos grasos, mientras que en células vegetales este proceso ocurre principalmente en
los peroxisomas y glioxisomas. Los parasitos tripanosomatidos contienen glicosomas,
unos organulos de origen peroxisomal que contiene las siete primeras enzimas de la
glucolisis. Analisis gendomicos plantean que la B-oxidacion puede ocurrir tanto en la
mitocondria como en los glicosomas (Berriman et al. 2005) aunque, sin embargo,
estudios recientes concluyen que la participacion de los glicosomas en este proceso es
muy baja. Aunque existen pocos estudios sobre la B-oxidacion de acidos grasos en
tripanosomatidos los resultados indican que este proceso es operativo pero a niveles
minimos (van Hellemond and Tielens 2006).

Sin embargo los estudios de contenido de acidos grasos totales en las células
donde se han deplecionado los niveles de PDF-1 y PDF-2 indican que el contenido total
de acidos grasos es menor en estas lineas celulares en relacion a la cepa parental, siendo
mas evidente en el caso de la deplecion de PDF-1. Es probable que el dafio mitocodnrial
tenga repercusiones en el suministro de sustratos precursores para la biosintesis de
acidos grasos. La mitocondria tiene un papel fundamental en la produccién de acetato
que es un precursor esencial para la biosintesis de acidos grasos en la forma prociclica
de T. brucei (Riviere et al. 2009).

Parte de la maquinaria metabdlica de sintesis de 4cidos grasos también estd
presente en la mitocondria de tripanosomatidos (Lee et al. 2006). Estudios en levaduras
demuestran que la sintesis de &cidos grasos mitocondrial es fundamental para el

mantenimiento de una cadena respiratoria competente (Hiltunen et al. 2005).

188



DISCUSION

Estudios de analisis de composicion lipidica de parasitos donde se ha inducido
la interferencia de la expresion de PDF-1 indican que la ruta de biosintesis de
ergosterol, el esterol mayoritario en esta forma del ciclo de vida de T. brucei (Gros et al.
2006; Lepesheva et al. 2006), esta bloqueada en algin punto de la ruta. Es bien
conocido que bajo ciertas condiciones, los parasitos tripanosomatidos compensan la
falta de esteroles enddgenos incorporando colesterol exdgeno presente en el medio de
cultivo (Coppens and Courtoy 2000; Rodrigues et al. 2002; Urbina et al. 1995; Vivas et
al. 1996).

Sin embargo, el colesterol, al igual que en levaduras, hongos y plantas no
puede satisfacer totalmente los requerimientos fisioldgicos en estos organismos (Bloch
1983; Urbina et al. 1995). El bloqueo de la ruta conduce a la deplecion de esteroles
endogenos esenciales para el metabolismo celular e inhibidores de la ruta tienen
actividad antiproliferativa.

Para profundizar en las alteraciones del metabolismo de esteroles como
consecuencia de alteraciones en el proceso de deformilacion, en este trabajo se utilizd
una sonda fluorescente especifica para colesterol conocida como filipina que reconoce
grupos funcionales presentes en las moléculas de esteroles y que puede ser visualizadas
por microscopia de fluorescencia (Robinson and Karnovsky 1980).

La tincion con filipina mostré que las células donde se ha silenciado la
expresion de PDF-1 y PDF-2 presentan un patrén de incorporacion de la sonda muy
distinto al observado en células control, donde la fluorescencia se distribuye de manera
homogénea y continua a lo largo de la membrana plasmatica, mientras que en las
células inducidas se visualizan agrupaciones acumuladas e interespaciadas a nivel de
todo el contorno celular y de la membrana flagelar.

Recientemente se ha demostrado que 7. brucei contiene dominios ricos en
esteroles y esfingolipidos en la membrana flagelar que corresponden a balsas lipidicas
que podrian tener una importante funcién en la localizacion de proteinas flagelares
(Tyler et al. 2009)

Estudios en levaduras han demostrado que el potencial de membrana
mitocondrial regula la distribucion de dominios de membranas. Levaduras mutantes en
funciones mitocondriales asociadas a la generacion del potencial trasnmembrana,
ademds de exhibir un fenotipo de crecimiento afectado, presentan una segregacion y

distribucion alterada de estos dominios (Grossmann et al. 2007).

189



DISCUSION

En resumen el conjunto de resultados obtenidos sugiere que existe una relacion
directa entre el potencial de membrana mitocondrial y la regulacion de la distribucion
de dominios lipidicos presentes en la membrana plasmatica. La perturbacion de la
funciéon mitocondrial en parésitos donde se ha silenciado la expresion de PDF-1 y PDF-
2 genera defectos en el metabolismo de esteroles y la morfologia mitocondrial la
acumulacion de vesiculas lipidicas y alteraciones en la distribucion de esteroles en la

membrana plasmatica

E.VIIL Efecto de la deplecion de PDF-1 y PDF-2 en la forma sanguinea de

Trypanosoma brucei

En el caso de la forma sanguinea, que constituye la forma clinicamente
relevante del parasito, la aparente disminucion de los niveles de PDF-1 y PDF-2 por
RNAI, no di6 lugar a valores significativos de inhibicion de la proliferacion. Mientras
que el RNAm de tanto la PDF-1 como la PDF-2 se detecta a niveles significativos y
disminuye tras la induccion del RNAi es concebible que la reduccion de los niveles no
sean suficientes para causar un fenotipo observable sobre el crecimiento.

Con el fin de definir el papel de las PDFs en la forma sanguinea y el potencial
terapéutico de inhibidores de estas enzimas en 7. brucei hubo que recurrir a una
estrategia alternativa que permitiese reducir de manera efectiva los niveles de PDF-1.
Esta estrategia consistio en el reemplazo secuencial de los dos alelos correspondientes
del gen PDF-1 y la incorporacion de una copia ectopica de PDF-1 inducible por
doxiciclina, de manera que se pudiera obtener un “knock-out” condicional y estudiar de
esta manera el papel de la PDF-1 en la proliferacion y viabilidad celular en esta forma
de vida.

Tras multiples intentos, no fue posible obtener clones con el doble reemplazo
alélico sin copia ectdpica, lo cual pudiera ser indicativo del posible caracter esencial de
PDF-1 en formas sanguineas. Si se pudo eliminar las dos copias y obtener el doble
“knock-out” condicional en presencia de copia ectdpica aunque todos los clones
analizados presentaban un cierto nivel basal de expresion en ausencia de doxiciclina y
alteraciones en el crecimiento. En cualquier caso la inhibicion de la expresion de la
copia ectopica de PDF-1 tras la eliminacion de doxiciclina tampoco dié lugar a

diferencias notables en la proliferacion en relacion a la linea sin inducir, ya que cabia
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esperar que de ser esencial, la disminucion de los niveles de PDF-1 daria lugar a
deficiencias en el crecimiento.

Es posible que niveles minimos de PDF sean suficientes para garantizar la
supervivencia del parasito. De hecho como ya se ha mencionado la PDF-1 se expresa a
niveles practicamente indetectables por Western blot. Por otra parte es de destacar que
en estudios de Western blot ha sido muy dificil detectar niveles significativos de PDF-1
y PDF-2 de forma reproducible.

Por otra parte, no se puede descartar que en 7. brucei la sobreexpresion de
ciertas proteinas de manera ectdpica no sea totalmente efectiva, especialmente con
proteinas mitocondriales que se caracterizan por su alta hidrofobicidad. Finalmente, es
posible que a pesar de no poder obtener el doble reemplazamiento alélico en ausencia de
copia ectopica, la deformilacion de proteinas no es un proceso esencial en sanguineos.

Es destacable, sin embargo, que la linea celular donde se han reemplazado de
manera condicional ambos alelos de PDF-1 presenta una alteracion significativa del
potencial de membrana mitocondrial y exhibe hipersensibilidad a oligomicin, un
inhibidor del complejo F1Fo-ATP sintetasa mitocondrial.

Este resultado sugiere que existen proteinas que requieren deformilacién en
formas sanguineas. En este sentido la unica subunidad codificada en el DNA
mitocondrial es la ATP6 que forma parte del componente Fo del complejo ATP
sintetasa y que parece ser esencial en este estadio del ciclo de vida de 7. brucei
(Schnaufer et al. 2005). Es concebible que defectos en su deformilacion por parte de la
PDF-1 alteraria el procesamiento de esta subunidad con la consecuente alteracion en el
ensamblaje del complejo final.

La forma sanguinea de 7. brucei se caracteriza por presentar un metabolismo
mitocondrial donde gran parte de las reacciones clasicas estdn ausentes. La mitocondria
presenta una forma simple, sin crestas, ni complejos respiratorios y esto motivo a
considerarlo por mucho tiempo como un organtlo remanente inactivo (Schnaufer et al.
2005).

Sin embargo, la demostracion de que la replicacion del DNA mitocondrial y la
edicion de RNA eran procesos esenciales en esta etapa del ciclo de vida de T. brucei
cambi¢ la percepcion de una mitocondria vestigial y sugiri6 la operatividad de procesos
sin identificar que eran importantes para la supervivencia celular (Schnaufer et al. 2005;

Timms et al. 2002).
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La mitocondria en este estadio del ciclo de vida contiene una ATPasa sensible
a oligomicina (Williams and Frank 1990) aunque a un nivel de expresion mucho mas
bajo que en la forma prociclica (Williams 1994). La funcion celular de la ATPasa
sugiere que trabaja de forma reversa a la funcidn clasica de este complejo en células
eucariotas, generando una fuerza proton-motora a expensas del ATP producido en la
glucolisis. Este papel es consistente con el hallazgo de que la inhibicion por oligomicina
elimina el potencial de membrana e inhibe el consumo de oxigeno y produccion de
piruvato (Nolan and Voorheis 1992; Nolan and Voorheis 2000). La capacidad de
hidrolisis de ATP a expensas de la energia de un gradiente electroquimico por parte de
este complejo ha sido bien documentada en procariotas (Futai and Kanazawa 1983) pero
solo ha sido demostrado para eucariotas en casos muy particulares asociado a
condiciones de hipoxia o anoxia (St-Pierre et al. 2000).

Para ciertas levaduras creciendo en condiciones aerobicas, hay evidencia de
que el complejo funciona como una bomba de protones para mantener un potencial de
membrana mitocondrial (Clark-Walker 2003; Chen and Clark-Walker 1999). El
requerimiento del mantenimiento de un potencial de membrana mitocondrial refleja la
necesidad de importar numerosas proteinas mitocondriales esenciales para el organulo
(Neupert 1997).

El complejo de la ATPasa mitocondrial en la forma sanguinea ha demostrado
ser esencial, cumpliendo un papel reverso al descrito en la forma prociclica
principalmente generando un gradiente electroquimico el cual se requiere de forma
absoluta para el importe de proteinas codificadas en el nucleo asi como también para
otros procesos de transporte.

Ademas la mitocondria de la forma sanguinea esta asociada a una funcion en la
respiraciéon mediada por una oxidasa alternativa y esta enzima también ha demostrado
ser esencial en esta etapa del ciclo de vida (Helfert et al. 2001).

Finalmente el colapso del potencial de membrana mitocondrial es un evento
clave en la apoptosis y aunque 7. brucei carece de los componentes cldsicos de la via
apoptoética (Esseiva et al. 2004) parece tener un tipo de muerte celular programada que
puede estar activado tras la inactivacion del complejo de la ATP sintetasa (Welburn et

al. 1997).
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E.VIL1. Papel hipotético adicional de las PDFs de tripanosomaitidos y de

eucariotas en general

Un papel adicional que las PDFs cumplen en el metabolismo celular, es la
participacion en el recambio del grupo formilo. El grupo formilo de la metionina de
proteinas nacientes debe ser liberado para permitir el posterior reconocimiento por parte
de MAPs involucradas en el procesamiento final de la proteina. Por consiguiente la
actividad concertada de ambas enzimas genera dos productos: el formiato y la
metionina. En cloroplastos la disponibilidad de estos dos metabolitos es esencial, ya que
contribuyen al recambio de formato y metionina necesarios para la sintesis continuada
de proteinas y que estos organulos carecen de la ruta de biosintesis de este aminoacido
(Giglione and Meinnel 2001). De forma similar, el recambio de formiato en la
mitocondria requiere la actividad PDF. Se ha demostrado que en cloroplastos la
detoxificacion de formiato es importante ya que su acumulacion conduce a la inhibicién
de la actividad de uno de los fotosistemas in vitro (Giglione and Meinnel 2001) y que
existe una formiato deshidrogenasa que esta involucrada en la oxidacion de formiato en
la mitocondria generando CO, y NADH, por lo que el formiato puede ser reciclado para
su participacion en otros procesos metabolicos como produccion de 10-formil-
tetrahidrofolato que constituye una de las forma interconvertibles del tetrahidrofolato
(THF).

El THF y sus derivados participan en la interconversion, transporte y
suministro de grupos monocarbonados (C1) en diferentes estados de oxidacién que van
desde el grupo metilo al formilo. Estos grupos son utilizados en diversos procesos
biosintéticos esenciales, como la biosintesis de purinas y timidilato y para la
regeneracion de metionina a partir de homocisteina en células humanas (Maden 2000).

Los parasitos protozoarios en general y los tripanosomatidos son incapaces de
sintetizar purinas de novo, sin embargo, las enzimas involucradas en la sintesis de 10-
formil tetrahidrofolato son esenciales para la viabilidad celular en Leishmania spp y el
unico papel conocido de este metabolito es la de suministrar grupos formilo para la
formilaciéon mitocondrial de metionina (Murta et al. 2009). Es posible que la
regeneracion organelar de tetrahidrofolato y homocisteina, a partir de metionina y
formiato puedan ser procesos importantes para regular el estado redox del organtlo.
Adicionalmente es posible que el 10-formil tetrahidrofolato esté involucrado en vias

metabolicas que aun estan por identificar (Murta et al. 2009).
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Existen algunos estudios que sugieren que la formilacion por parte de la
enzima tRNA™® formil metionina transferasa (MTF) no es necesaria para la viabilidad
en bacterias y mitocondria de levaduras (Blanquet et al. 2000) lo que indica que podria
ser también un proceso opcional  en organulos de plantas y animales. En 7. brucei,
estudios de Tan et al. han demostrado que la enzima MTF estd presente en la

AV elongador importado desde

mitocondria y es funcional en la formilacion del tRN
el citoplasma y que se emplea para la iniciacion de la sintesis de proteinas organelares
(Tan et al. 2000).

Estudios realizados en esta tesis demuestran que la inhibicion de la expresion
de la MTF en Trypanosoma brucei no produce efectos observables a nivel de
proliferacion celular. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Charriere et al.
quienes obtuvieron el mismo resultado y plantean que la ausencia de efectos pueda ser
debido a que niveles residuales de la enzima permitan una actividad formilasa basal que
sea suficiente como para satisfacer necesidades metabolicas. Al combinar la
interferencia de MTF con la del factor IF2, el cual por si sélo genera efectos
antiproliferativos moderados, se produce una significativa inhibicion de la proliferacion,
evidenciando la importancia de la MTF para la sintesis organelar de proteinas (Charriere
et al. 2005).

Se ha demostrado en S. cerevisae que la sobreexpresion de la MTF puede ser
nociva para el crecimiento a menos de que se complemente con la actividad
deformilasa, postulando que uno de los efectos de la deplecion de PDF es la
acumulacion de proteinas formiladas que pueden resultar toxicas para el organismo.
Teniendo en cuenta este conjunto de observaciones, se plante6 que quizas la formilacion
es un proceso prescindible mientras que la acumulacion de proteinas formiladas es
citotoxico. Si esta hipotesis es cierta, la deplecion de la 7ThMTF podria aliviar el
fenotipo de inhibicion del crecimiento que genera la interferencia de PDF-1.

El andlisis de la doble interferencia muestra una pequefia pero consistente
recuperacion de la linea donde se ha inducido el doble RNAi MTF/PDF-1 en
comparacion con la linea defectiva unicamente en la expresion de PDF-1. Estos
resultados sugieren que la acumulacion de proteinas formiladas puede resultar toxica
per se, y que una disminucion de los niveles de formilacioén reduce el nivel de proteinas
con la metionina formilada, haciendo menos deletéreo una deplecion de PDF-1.
Adicionalmente no hay que olvidar que existe una serie de proteinas codificadas en el

kinetoplasto de naturaleza desconocida que podrian tener un papel fundamental en el
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metabolismo mitocondrial. En relacion con la traduccién mitocondrial de proteinas hay
que recordar que Trypanosoma spp emplea el fendmeno de edicion de RNA para
producir RNAms funcionales codificados en el kinetoplasto. Este proceso involucra la
insercion y delecion precisa de uridinas que son conducidas por DNA moldes conocidos
como RNA guias (RNAg) también codificados en los minicirculos del kinetoplasto
(Stuart et al. 2005). Estudios recientes han demostrado que puede tener lugar la
utilizacion de RNAs guias diferentes lo cual puede generar un fenomeno novedoso
conocido como “ediciéon de RNA alternativo” (Ochsenreiter and Hajduk 2006) que
estaria generando una gama aun mas diversa de proteinas con actividades desconocidas
que podrian desempefiar un papel esencial en el metabolismo mitocondrial. Estas
proteinas deben ser sintetizadas con un grupo formilo en su primera metionina y por lo
tanto requeririan de la actividad deformilasa para su posterior madurez bioldgica.

Finalmente, existe un mecanismo por el que las PDFs eucariotas en general
podrian estar procesando proteinas codificadas en el nicleo. Asi, se ha demostrado que
la traduccion citosolica de proteinas mitocondriales codificadas en el ntcleo y su
posterior importe a la mitocondria son mecanismos estrechamente acoplados en un
proceso conocido como importe co-traduccional (Ahmed and Fisher 2009; Lithgow
2000). Ademas de la vision post-traduccional del importe mitocondrial, los primeros
estudios en este campo aportaron indicios de la existencia de un mecanismo de importe
de proteinas co-traduccional en la mitocondria. Trabajos mds recientes han comenzado a
postular que el mecanismo de importe co-traduccional es iniciado por el transporte del
complejo de traduccion o de un RNAm cotraduccionalmente competente a la superficie
de la mitocondria. La localizacion intracelular del RNAm en la superficie mitocondrial
ha surgido como la aportacion mas reciente al entendimiento de la biogénesis
mitocondrial y estd mediado por elementos sefializadores dentro de la molécula en
asociacion con proteinas de union a RNAm (Ahmed and Fisher 2009; Lithgow
2000)(figura E.I.7.).

Aunque se desconoce si el importe co-traduccional es operativo en
tripanosomatidos, mas del 95% del proteoma mitocondrial en todos los eucariotas es
codificado en el nucleo, asi que esta posibilidad ampliaria enormemente el espectro
posible de sustratos de la PDF de los tedricamente impuestos por aquellos sustratos
codificados en el genoma organelar y daria una importancia fundamental a las PDFs en
el procesamiento y maduracion de proteinas importantes para diversas funciones

mitocondriales.
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Importe post-traduccional
mRNA ——

Ribosomas —

Citoplasma

Polipéptido naciente
Mitocondria

Importe co-traduccional

Figura E.L7. Representacion esquematica del modelo postulado para el importe co- y post-

traduccional de proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo.
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F. CONCLUSIONES

1. Tanto PDF-1 como PDF-2 son esenciales para la supervivencia celular de la forma
prociclica de Trypanosoma brucei.

2. La proteina recombinante PDF-1 de Trypanosoma cruzi a la cual se le ha eliminado
37 aminoacidos de su extremo amino terminal y ha sido purificada a homogeneidad
mediante cromatografia de afinidad a niquel, es activa y demuestra actividad
deformilasa frente al péptido formilado f-MAS.

3. Los parametros cinéticos obtenidos frente a f-MAS como sustrato son del mismo
orden que para otras PDF eucariotas aunque difieren significativamente de la PDF
bacteriana. Esta observacion junto con el hecho de la actinonina, un inhibidor
clasico de las PDFs bacterianas y eucariotas, no inhibe la actividad deformilasa de
la PDF-1 recombinante de 7. cruzi, sugiere diferencias importantes entre las PDF
humanas, bacterianas y de tripanosomatidos que pueden ser explotadas desde un
punto de vista quimioterapéutico

4. Aunque los tres motivos caracteristicos de las péptidos deformilasas de
tripanosomatidos estan presentes tanto en las PDF-1 y como en la PDF-2, existen
diferencias significativas entre ambas proteinas a nivel de secuencia lo que puede
indicar que estan asociadas al procesamiento de sustratos diferentes.

5. En Trypanosoma brucei, al igual que en otros organismos eucariotas como plantas
y humanos, tanto la PDF-1 como la PDF-2 se encuentran asociadas a la
mitocondria. La localizacion mitocondrial de las PDFs sugiere que estas enzimas
estan asociadas a la modificacion post-traduccional de proteinas codificadas por el
genoma organelar o sintetizadas en este organulo.

6. La funcién mitocondrial en Trypanosoma brucei regula procesos bioquimicos
esenciales para la supervivencia celular tales como el metabolismo de lipidos. La
alteracion observada en este proceso puede contribuir a los efectos antiproliferativos
de la deplecion en los niveles de PDF-1 y PDF-2 en T. brucei.

7. La hipersensibilidad a oligomicina en células donde se han deplecionado los niveles
de PDF-1 indica que la proteina ATP6, que es la tinica proteina conocida codificada

en el kinetoplasto que se expresa en la forma sanguinea, puede requerir
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deformilacion y al bloquear este proceso, la sintesis de ATP puede verse afectada
con la consecuente reduccion en la proliferacion celular.

Los estudios de RNAi de PDF-1 y PDF-2 en la forma sanguinea de Trypanosoma
brucei indican que niveles bajos de PDF-1 y PDF-2 son suficientes para garantizar
la supervivencia celular. Por otra parte, los estudios de reemplazamiento alélico
sugieren una disminucion significativa de PDF-1 compromete la supervivencia
celular.

Los estudios de reemplazamiento alélico de PDF-1 en formas sanguineas donde no
se puede obtener un doble reemplazamiento en ausencia de la copia ectdpica
sugieren que esta enzima tiene un papel importante en el procesamiento de proteinas
mitocondriales en esta forma de vida del parésito.

Los resultados de los experimentos de doble interferencia de la PDF-1 y MTF
indican que una parte de los efectos antiproliferativos de la reduccion de los niveles
de PDF-1 se deben a la acumulacion de péptidos formulados que pueden resultar

toxicos para estos organismos.
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