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A.INTRODUCCION

A.1. LA TRIPANOSOMIASIS AFRICANA

A.1.1. Epidemiologia

Las enfermedades olvidadas o desatendidas son aquellas que no figuran entre las
prioridades de salud publica, debido a la baja influencia politica, médica y social de los
que las padecen. Pese a afectar en su conjunto a mas de mil millones de personas segin
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los recursos destinados a su control y
erradicacion son escasos o inexistentes. Entre las mas conocidas se encuentran el
dengue, la enfermedad de Chagas o la leishmaniasis. La tripanosomiasis africana,
comunmente conocida como “enfermedad del suefio” en humanos y ‘“nagana” en
animales, también pertenece a este grupo de enfermedades. Esta enfermedad parasitaria

es causada por un protozoo perteneciente al género Trypanosoma, especie brucei.

La distribucion de la tripanosomiasis estd condicionada por la presencia de su
vector de transmision, la mosca tse-tsé (género Glossina), cuya presencia se restringe a
paises del Africa subsahariana. Pese a que todas las especies del género Glossina son
potenciales transmisores de la tripanosomiasis, en la naturaleza sélo las especies
G. fuscipes, G. palpalis y G. morsitans transmiten la enfermedad. Este insecto
hemato6fago vive en zonas humedas, calidas y resguardadas por la vegetacion, y por ello
la mayor parte de las infecciones ocurren durante labores desarrolladas junto a rios o
lagos, tales como cazar, pescar o lavar la ropa (Simarro et al. 2012). Tan solo el 1 % de
las moscas portan el parasito totalmente desarrollado para la infeccion, sin embargo una

unica picadura es suficiente para transmitir la enfermedad.

La enfermedad del suefio ha sido endémica en zonas de Africa desde la aparicion
del ser humano, aunque no siempre ha tenido la misma incidencia. Una gran epidemia a
principios del siglo pasado llevé a la adopcion de medidas de control que redujeron el

numero de nuevos casos reportados por debajo de los 4000 en la década de los sesenta.
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T. b. gambiense T. b. rhodesiense

Numero de casos reportados en 2014

M > 1.000 [ Paises endémicos (sin datos disponibles)
[ 100 - 1.000 [0 Paises no endémicos para T. b. gambiense
O <100 [0 No aplicable

O Ocasos

Figura Al. Distribucion de la tripanosomiasis africana segiin los datos recopilados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hasta el afio 2014. La tripanosomiasis africana en
el hombre es causada por dos subespecies: T. b. gambiense, que se distribuye por paises del
Africa occidental y central (mapa de la izquierda); T. b. rhodesiense, responsable de la

enfermedad en paises del oriente y el sur de Africa (mapa de la derecha).

Sin embargo, los cambios socio-politicos acontecidos mas tarde tuvieron como
consecuencia la relajacion de dichas medidas y los casos reportados volvieron a subir,
alcanzando de nuevo el nivel de epidemia durante la década de los noventa. Fue
entonces cuando la OMS establecié una serie de programas para el control de la
enfermedad en coordinacion con los paises afectados y diversas entidades de carécter
privado. Gracias a ello, el nuimero de casos reportados ha bajado considerablemente,

reduciéndose a menos de tres mil durante el afio 2015 (Hide 1999; Franco et al. 2014).

A.1.2. La enfermedad y su tratamiento

Hay tres subespecies de 7. brucei: brucei, gambiense y rhodesiense. T. b. brucei

es responsable de la tripanosomiasis en animales y, pese a no ser infectivo para
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humanos, tiene una gran influencia en la sociedad provocando cuantiosas pérdidas en el
sector ganadero. 7. b. rhodesiense y T. b. gambiense producen la tripanosomiasis
africana  humana (HAT, Human African Trypanosomiasis). La subespecie
T. b. gambiense es responsable del 98% de los casos de HAT registrados en las ultimas
décadas, se extiende por el centro y oeste de Africa, y produce la forma crénica de la
enfermedad. Por su parte, la subespecie 7. b. rhodesiense produce la forma aguda de la
enfermedad, caracterizada por una rapida progresiéon y su aparicion en forma de
epidemias. Se extiende por el sur y este de Africa, y es responsable del 2% de casos de
HAT restantes (Brun et al. 2010). La enfermedad se desarrolla en dos etapas: una
primera fase hemolinfatica, y posteriormente una fase meningoencefalica. Durante la
primera, el parasito se reproduce en tejidos subcutaneos, sangre y linfa. La segunda fase
comienza cuando el parasito atraviesa la barrera hematoenceféalica y llega al sistema
nervioso, produciendo los sintomas caracteristicos de la enfermedad: cambios de
comportamiento, confusion, alteraciones sensoriales y trastornos del ciclo de suefio. Si
no se trata, el paciente entra en estado de coma, sufre un fallo multiorgénico y
finalmente muere. Ambas subespecies provocan los mismos signos y sintomas, pero
mientras que la forma aguda se desarrolla en un periodo de aproximadamente seis
meses, la forma cronica puede tardar hasta tres afios en provocar la muerte del paciente

(Checchi et al. 2008).

Desde 1990 no se han registrado nuevos farmacos para combatir la
tripanosomiasis, el nimero de tratamientos existentes contra la enfermedad es muy
reducido, y todos ellos provocan graves efectos secundarios. Para el tratamiento de la
fase hemolinfatica se administra pentamidina y suramina, efectivos contra
T. b. gambiense y T. b. rhodesiense respectivamente. Para la fase meningoencefélica se
utilizan el melarsoprol, cuyos efectos secundarios provocan la muerte en el 3-10 % de
los pacientes, y la eflornitina, menos toxica que el melarsoprol pero sélo eficaz contra
T. b. gambiense (Brun et al. 2010). Las medidas aplicadas para reducir el nimero de
casos consisten en la monitorizacion y tratamiento de nuevos afectados, evitando que

actlien como reservorios, y en la utilizacion de diversas técnicas para eliminar el vector
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de transmision, tales como trampas o insecticidas. A pesar del éxito de estas medidas, la
erradicacion de la enfermedad no se prevé factible sin el desarrollo de nuevos farmacos

que sean seguros, eficaces y de bajo coste.

A.2. CARACTERISTICAS DE T. brucei

T. brucei es un parasito protozoario extracelular perteneciente a la clase
Kinetoplastea, orden Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, género

Trypanosoma, especie brucei.

A.2.1. Peculiaridades morfologicas y bioquimicas

El kinetoplasto. La presencia de esta estructura tan caracteristica da nombre a la
clase entera. El kinetoplasto es una red densa de DNA localizada en la unica
mitocondria que posee cada célula, y compuesta por miles de anillos de DNA
interconectados entre si, denominados maxicirculos y minicirculos segin su tamafio
(Jensen and Englund 2012). Los maxicirculos tienen entre 20 y 40 kb, y su numero
varia entre 25 y 50 por célula. Los minicirculos son de menor tamaiio, de 0,5 a 10 kb, y
llegan a encontrarse entre 5000 y 10000 por célula. Los maxicirculos codifican genes
tipicos de la mitocondria como RNAs ribosomales y elementos de la cadena
respiratoria. Por su parte, los minicirculos codifican las guias necesarias para la edicion
de los RNA mensajeros codificados por los maxicirculos (Shlomai 2004). Dicha edicion
se lleva a cabo mediante la insercion y delecion de uridina para modificar la secuencia
de amino acidos o crear un marco de lectura valido para la traduccion (Read et al.

2016).

Transcripcion policistronica. La transcripcion en tripanosomatidos es
policistronica, lo que significa que grandes regiones del genoma que contienen genes no
relacionados entre si son transcritos al mismo tiempo. Dichos transcritos son procesados
a nivel post-transcripcional para dar lugar a los mensajeros monocistronicos que seran

traducidos a proteinas (De Gaudenzi et al. 2011).
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Variacion antigénica. Las Glicoproteinas Variantes de Superficie (VSG,
Variant Surface Glycoprotein) son proteinas de membrana que recubren la superficie
del parasito casi en su totalidad, y juegan un papel fundamental durante la infeccion del
huésped mamifero. Las VSGs constituyen el 20 % de la proteina total de membrana de
T. brucei, son codificadas por hasta 2000 genes y cada parésito es solo capaz de
expresar una al mismo tiempo. Cuando el huésped desarrolla anticuerpos contra el
parasito, la poblacion es eliminada casi en su totalidad. Sin embargo, uno de cada cien
mil parasitos es capaz de cambiar la VSG que expresa mediante procesos de
recombinacion y exclusion alélica, escapando al sistema inmune del huésped y

reconstituyendo la infeccion (Horn 2014).

Reticulo

Bolsillo Golgi Nucleo endoplasmatico
flagelar

Flagelo

Endosomas i i
Kinetoplasto Lisosoma Mitocondria  cybierta VSG

Figura A2. Esquema de las principales estructuras celulares de 7. brucei, adaptado de

(Grunfelder et al. 2003).

Otras peculiaridades propias de este organismo son la presencia de peroxisomas
adaptados, que reciben el nombre de glicosomas y concentran las siete primeras
enzimas de la glicolisis; la existencia de un flagelo tnico; una red de microtibulos
subpeliculares que forman el citoesqueleto y mantienen la morfologia celular; y la
presencia de un bolsillo flagelar a través del cual se dan los procesos de endocitosis y

exocitosis (Achcar et al. 2014).
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A.2.2. Ciclo de vida

T. brucei posee un ciclo de vida digenético durante el cual alterna entre dos
formas: una forma sanguinea, adaptada a la vida dentro del huésped mamifero, y una
forma prociclica, preparada para sobrevivir en el insecto vector. Dentro de cada una de
las formas existen distintos estadios que se suceden a lo largo del ciclo. Cuando una
mosca tse-ts¢ portadora de tripanosomas se alimenta de un huésped mamifero, junto con
la saliva le inyecta tripomastigotes metaciclicos. Estos parasitos pasan de los tejidos
subcutaneos a la sangre y la linfa, y se constituyen en tripomastigotes sanguineos
“alargados” (forma slender). Esta es la forma sanguinea proliferativa caracterizada por
una fuerte expresion de VSG, cuyo cambio le permite escapar a la inmunidad adquirida
del huésped. Ademas, tienen la mitocondria reprimida, y principalmente obtiene energia
a través de la glucolisis llevada a cabo en los glicosomas (Bringaud et al. 2006).
Conforme la parasitemia aumenta se acumula un factor parasitario (SIF, stumpy-
induction factor) que promueve la transformacion de tripomastigotes sanguineos
“alargados” a tripomastigotes sanguineos “rechonchos” (forma stumpy) (Rico et al.
2013). La forma “rechoncha” es no proliferativa y su funcion es preadaptarse al entorno
del insecto, ademas de frenar la parasitemia para evitar la muerte prematura del huésped
(Matthews and Gull 1994; Vassella et al. 1997). Cuando el vector se alimenta de un
mamifero con tripanosomiasis, algunos parasitos en la forma “rechoncha” pasan al
intestino de la mosca, donde se diferencian a tripomastigotes prociclicos, que es la
forma prociclica proliferativa. Estos estan adaptados a las condiciones dentro del
insecto, tienen la mitocondria activada (Bringaud et al. 2006), y dejan de expresar VSGs
para empezar a expresar prociclina, la proteina que recubre la membrana de la forma
prociclica (Acosta-Serrano et al. 2001). Tras multiplicarse en el intestino del vector los
tripomastigotes prociclicos migran a las glandulas salivares, donde se diferencian a
epimastigotes y siguen multiplicandose (Van Den Abbeele et al. 1999). Finalmente, los
parasitos maduran a la forma metaciclica, que expresa de nuevo VSGs y es totalmente

infectivo para el huésped mamifero, cerrandose el ciclo (Fenn and Matthews 2007).
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Tripomastigote prociclico
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Figura A3. Esquema de las diferentes fases del ciclo de vida de 7. brucei, adaptado de
(Matthews 2005). En el torrente sanguineo la forma sanguinea alargada (proliferativa) se
diferencia a la forma sanguinea rechoncha (no proliferativa). Esta forma no proliferativa se
encuentra pre-adaptada a la vida dentro del insecto vector. Cuando una mosca tse-tsé se

alimenta de un mamifero infectado ingiere algunos parasitos de la forma rechoncha. En el

s parasitos se diferencian a tripomastigotes prociclicos (forma
cantidad de tripomastigotes prociclicos migran a las glandulas

primero se diferencian a epimastigotes y finalmente a la forma

metaciclica. Esta ultima forma se encuentra pre-adaptada al huésped mamifero, y es la

feccion en un nuevo huésped.

A.2.3. Ciclo celular

brucei se compone de las cuatro fases que encontramos en

la mayoria de eucariotas (G1, S, G2 y M), aunque sus caracteristicas celulares le llevan

a tener una serie de peculiaridades unicas de este organismo. En primer lugar,

de orgénulos que se encuentran en una sola copia, tales

como la mitocondria, el cuerpo basal, el flagelo o el aparato de Golgi. Dichos organulos

tienen que dividirse y distribuirse correctamente antes de la citocinesis. En segundo

informacion genética que tienen que duplicarse: el nucleo y
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el kinetoplasto (Hammarton 2007). Durante la fase G1 se da la duplicacion del cuerpo
basal y se inicia el crecimiento de un nuevo flagelo, seguido de la duplicacién del
aparato de Golgi. La fase S del kinetoplasto comienza un poco antes que la del DNA
nuclear, y al ser mas corta, la division del kinetoplasto se completa antes de entrar en
mitosis, dando lugar a células con 1 nucleo y 2 kinetoplastos (1N2K) (Woodward and
Gull 1990). La division del kinetoplasto esta mediada por la segregacion del cuerpo

basal, al cual se encuentra fuertemente unido.

a Tiempo (h) 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Nucleo G1 (o3
Kinetoplasto G1

b“““

Figura A4. Diagrama del ciclo celular de 7. brucei. (a) El ciclo de division de nticleo y
kinetoplasto siguen pautas diferentes a lo largo del ciclo celular. La replicacion del kinetoplasto
(SK) se inicia antes y tiene menor duracion que la nuclear (S). En consecuencia, la segregacion
de los kinetoplastos ocurre durante la fase G2 nuclear. A continuacion se produce la mitosis
nuclear (M), que tras concluir da paso a la citocinesis (C). La fase A del kinetoplasto
corresponde al momento durante el cual los cuerpos basales cambian de posicion dentro del
parasito. (b) Tincion con DAPI del nucleo y el kinetoplasto de células prociclicas de T. brucei
para ilustrar los diferentes estadios por los que pasa el parasito durante el ciclo celular. En cada
imagen se marca el numero de ntcleos (N, nucleo normal; N*, nucleo en division) y
kinetoplastos (K, kinetoplasto normal; K*, kinetoplasto en divisién) que posee la célula en ese

momento del ciclo.

La mitosis en 7. brucei es cerrada, de modo que la envoltura nuclear no se
disgrega durante el proceso, y tanto el cinetocoro como los microtibulos se forman
dentro de ella (Zhou et al. 2014). El genoma de 7. brucei posee 22 megacromosomas
(mayores de 1 Mbp) y un nimero indeterminado de cromosomas intermedios (200 -

500 kbp) y minicromosomas (50 - 150 kbp) que suman en torno a 120 cromosomas. Sin
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embargo el numero de microtibulos polo a polo que se forma parece demasiado
pequeiio para permitir interacciones microtibulo-cinetocoro individuales para segregar
tal nimero de cromosomas. Se ha propuesto un modelo de “apilado lateral” mediante el
cual los cromosomas mas pequefos migran de manera lateral a lo largo de los
microtubulos interaccionando con ellos directamente, mientras que los mas grandes
interaccionan de forma normal mediante el cinetocoro (Ogbadoyi et al. 2000). Por
ultimo, la célula resultante, que contiene 2 nticleos y 2 kinetoplastos (2N2K), sufre la
citocinesis. Durante esta etapa surge el surco de division a lo largo del eje longitudinal
de la célula, y la mitocondria se divide en dos. La separacion de las dos células hijas
ocurre unidireccionalmente desde la parte anterior a la posterior del surco de division y
pasando entre los dos flagelos para dar lugar a dos células hijas con la misma dotacion

organular y genética (1N1K) (Zhou et al. 2014).

A.3.LA DESAMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS Y
SU METABOLISMO

Todos los seres vivos se ven expuestos a factores ambientales y enddgenos que
provocan dafios en el DNA, deteriorando y modificando la informaciéon almacenada.
T. brucei, como parasito obligado, se ve especialmente expuesto a situaciones de estrés
oxidativo y nitrosativo que comprometen la integridad gendmica y, en tltima instancia,
su supervivencia. La infeccion por 7. brucei provoca una reaccion inmune en el huésped
mamifero que comienza con la activacion de la respuesta inmune innata. Durante esta
fase, los macrofagos del huésped producen grandes cantidades de la o6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS, inducible nitric oxide synthase), una enzima que les permite
secretar 0xido nitrico (NO) al medio (Mabbott et al. 1998). El NO y sus derivados
resultan citotoxicos (Nguyen et al. 1992; Sawa and Ohshima 2006), y tienen como
objetivo evitar la proliferacion del parasito. Entre los diversos dafios que producen cabe
destacar la desaminacion de bases en DNA. Dicha desaminacion se produce

principalmente sobre citosina y adenina, que pasan a formar uracilo e hipoxantina,
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respectivamente. Conocer los mecanismos que utiliza el pardsito contra este tipo de
danos es fundamental a la hora de establecer estrategias que nos permitan eliminar al

patogeno.

La reparacion de uracilo e inosina (nucledsido de hipoxantina) depende
principalmente de la ruta de reparacion por escision de bases (BER, base excision
repair), que sera descrita en detalle mas adelante. Esta ruta es iniciada por glicosilasas
especificas que reconocen la lesion y escinden la base desaminada mediante la rotura
del enlace N-glucosidico. En 7. brucei existe una unica enzima con actividad uracil-
DNA glicosilasa (UNG). Estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que la
deplecion de esta enzima provoca un incremento de la tasa de mutacidon espontanea, con
predominio de las transiciones G:C>A:T (Castillo-Acosta et al. 2012). Por otro lado, en
la mayor parte de organismos una enzima del tipo alquiladenina-DNA glicosilasa es la
encargada de iniciar BER para reparar la inosina (Brooks et al. 2013). No obstante,
hasta la fecha no se ha descrito ninguna enzima con esta actividad en 7. brucei. En
procariotas, la endonucleasa V (EndoV) conforma una ruta de reparacion alternativa
capaz de eliminar uracilo e inosina del DNA. En eucariotas, sin embargo, parece actuar
sobre inosina preferentemente en RNA. Se postula, por tanto, como una enzima
involucrada en el metabolismo de bases desaminadas en acidos nucleicos que podria

tener un papel relevante en la supervivencia de 7. brucei.

A.3.1. Causas y consecuencias biologicas de la presencia de

inosina en DNA y RNA

A.3.1.1. Desaminacion in situ de adenina

Tres de las bases nitrogenadas que componen los acidos nucleicos (citosina,
adenina y guanina) poseen un grupo amino exociclico, y son susceptibles de sufrir
desaminacion. La desaminacion de adenina es un proceso relativamente frecuente que
puede darse de forma espontdnea o inducida por agentes quimicos. En células de

mamiferos se calcula que entre 4 y 6 adeninas sufren desaminacién cada dia. En
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condiciones fisiologicas el grupo amino de la adenina puede sufrir hidrdlisis
espontanea, o puede ser oxidado por agentes intrinsecos del metabolismo celular, tales
como las especies reactivas de oxigeno, provocando la apariciéon de inosina en

cantidades limitadas (Karran and Lindahl 1980; Lindahl 1993).
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Figura AS5. Desaminacion de la adenina. (a) La adenina se constituye en inosina al perder el
grupo amino exociclico. (b) Cuando es incorporada durante la replicacion, la inosina aparea
preferentemente con citosina formando pares I:C. (c) Si la desaminacion de la adenina se da in

situ el resultado es la formacion de pares I:T.

Sin embargo, la mayor parte de las desaminaciones de adenina son inducidas por
factores extrinsecos al metabolismo celular normal, en especial por el 6xido nitrico
(NO) y sus derivados. Como ya hemos comentado anteriormente, este compuesto es
producido en grandes cantidades por la iNOS en macrofagos activados durante procesos
inflamatorios e infecciosos (Dedon and Tannenbaum 2004). E1 NO se oxida para formar
anhidrido nitroso (N,O3), el cual reacciona con la adenina, sustituyendo el grupo amino
por un grupo hidroxilo (Burney et al. 1999). Se ha demostrado que células expuestas a
NO presentan hasta cuarenta veces mas inosina en DNA que células normales (Nguyen

etal. 1992).
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A.3.1.2. Incorporacion de inosina durante la replicacion y la transcripcion

La segunda via para la aparicion de inosina en DNA y RNA es la incorporacion
erronea de dITP e ITP durante la replicacion y la transcripcion, respectivamente. La
desaminacion de bases no solo ocurre in situ en acidos nucleicos, sino que también
puede darse sobre los precursores que se utilizan durante la replicacion y la
transcripcion. Asi, la desaminacion de las formas trifosfato de adenosina (ATP/dATP),
guanosina (GTP/dGTP) y citosina (CTP/dCTP) dan lugar a los correspondientes
nucleotidos trifosfato de inosina (ITP/dITP), xantosina (XTP/dXTP) y uridina
(UTP/dUTP), respectivamente (O'Brien 2006). En condiciones normales, la inosina
disponible en el interior celular representa una pequefia porcion del pool de nucleétidos,
ya que la inosina trifosfato (ITP) y la desoxinosina trifosfato (dITP) son hidrolizadas
por la inosina trifosfato pirofosfatasa (ITPasa) a sus formas monofosfato (IMP y dIMP),
para evitar su incorporacion a RNA y DNA (Sakumi et al. 2010). En Escherichia coli'y
Saccharomyces cerevisiae se ha descrito que la eliminacion de la IMP deshidrogenasa,
la adenilsuccinato (SAMP) sintetasa y la ITPasa, tres enzimas claves en el metabolismo
de purinas, provoca la expansion del pool de nucledtidos de inosina y como
consecuencia la incorporacion de inosina en RNA/DNA (Pang et al. 2012). La inosina
es reconocida como guanina por las DNA/RNA polimerasas, que la insertan frente a
citosina de forma preferente. Pese a que el par I:C forma puentes de hidrégeno estables,
la inosina también puede ser incorporada frente a cualquiera de las otras tres bases: A, G
y T (Yasui et al. 2008), aunque esto ultimo es poco frecuente. De hecho, un estudio
realizado en E. coli demuestra que la incorporacion de inosina durante la replicacién no
induce un aumento en la tasa de mutacion en este organismo (Budke and Kuzminov
2006). En cambio, si la inosina se ha generado in situ en el DNA como resultado de la
desaminacion de la adenosina, el resultado sera una transicion A:T>G:C. En un estudio
llevado a cabo en linfoblastos humanos, la exposiciéon a 6xido nitroso provocd un
aumento en los niveles de inosina en DNA y un incremento de 15 veces en la tasa de

mutacion (Nguyen et al. 1992).
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Figura A6. Capacidad mutagénica de la inosina. (i) La desaminacion de la

adenina in situ da

lugar a inosina en pares I:T. La preferencia de la inosina por aparear con citosina hace que tras

una ronda de replicacion se produzcan transiciones A:T>G:C (ii). La

desaminacion de

precursores del DNA provoca un alto ratio dITP/dIMP, lo que desemboca en la incorporacion

erronea de inosina durante la sintesis de DNA en forma de pares I:C

(iii). Durante la

replicacion la inosina seguird apareando de forma preferencial con citosina (iv),

consecuencias significativas sobre la tasa de mutacion.

A.3.1.3. Edicion de adenina en RNA

Los procesos de edicion se dan mayoritariamente en RNA mensajero y

transferente, mientras que el ribosomico raramente es editado. La edicién de RNA

mensajero (mRNA) mediante la desaminacion de adenina resulta en la recodificacion de

la informacidon genética y la adicion o eliminacion de sitios de splicing y codones de

stop. Esto provoca cambios en la secuencia de amino 4cidos de la proteina naciente y es

una fuente de diversidad funcional (Nishikura 2010). No obstante, cabe destacar que la

mayor parte de desaminaciones de la adenina se da en regiones no codificantes, regiones

no traducidas (UTRs) e intrones. Aun no se conoce con exactitud el significado

bioldgico de esto se especula con su posible implicacion en la estabilizacion de
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transcritos, asi como en la regulacion de la expresion de genes mediante RNA de

interferencia y microRNAs (Nishikura 2006).

La edicion de mRNA mediante la desaminacion de adenina la llevan a cabo las
adenosina desaminasas que actian sobre RNA (ADAR, adenosine deaminases that act
on RNA). Estas enzimas catalizan la conversion de adenosina a inosina en RNA de
cadena doble, y han sido descritas tnicamente en metazoos, no encontrandose en

plantas, hongos, levaduras ni tampoco en tripanosomatidos (Jin et al. 2009).

Por su parte, la edicion de RNA de transferencia (tRNA) implica principalmente
la aparicion de una gran variedad de bases modificadas (Limbach et al. 1994). Entre
ellas cabe destacar la inosina, cuya produccién estd catalizada por adenosina
desaminasas que actiian sobre tRNA (ADAT, adenosine deaminases that act on tRNA).
La inosina puede surgir como modificacién postranscripcional en las posiciones 34, 37
y 57 del tRNA. La inosina en posicion 57 s6lo se ha observado en arqueas, y su funcién
aun no se conoce (Grosjean et al. 1995). La desaminacion de la adenina 37 afecta a la
estructura del anticodon, alterando de forma significativa la interaccion codén:anticodon
(Cantara et al. 2012). Sin duda, la modificacién mas relevante es la inosina que aparece
en la posicion 34, también conocida como wobble position, y que se corresponde con el
primer nucledtido del anticodén en el tRNA. La flexibilidad que presenta la inosina en
esta posicion a la hora de aparear con otra base le permite establecer uniones a adenina,
citosina y uracilo durante el reconocimiento codon:anticodon (Crick 1966; Leonard et
al. 1992). Esto posibilita ampliar la cantidad de codones que un unico tRNA puede
reconocer, a la vez que limita el nimero de especies de tRNA necesarias (Novoa et al.
2012). De hecho, los tRNAs que contienen adenina en la posicion 34 no suelen coexistir
en el genoma con tRNAs que contienen guanina en esa misma posicion, lo cual sugiere
que la lectura de los codones terminados en citosina por tRNAs depende de la presencia

de inosina en la posicion 34 (Grosjean et al. 2010).

Si bien es cierto que no encontramos proteinas ADAR en 7. brucei, si existen

enzimas ADAT (Rubio et al. 2007). Estas proteinas se encuentran en casi todos los
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organismos descritos, y parecen ser el precursor evolutivo de las proteinas ADAR
(Keller et al. 1999). Se ha descrito que son capaces de desaminar adenina en las
posiciones 37 y 34 de un tRNA, siendo la desaminacion en posicion 34 esencial para la
supervivencia (Gerber et al. 1998; Gerber and Keller 1999). En T. brucei, asi como en la
mayoria de eucariotas, la adenina 34 es desaminada por una enzima heterodimérica
formada por ADAT2 y ADAT3 (ADAT2/3). La depleciéon de ADAT2 deriva en una
disminucién de los niveles de edicion de adenina, y resulta letal para la viabilidad del
parasito (Rubio et al. 2007). En T. brucei hay hasta ocho anticodones diferentes
(alanina, arginina, isoleucina, leucina, prolina, serina, treonina y valina) cuya primera
posicion es una adenina susceptible de ser desaminada. En el cdodigo genético la
treonina estd representada por cuatro codones: ACU, ACA, ACG y ACC. Se ha
observado que los tRNAs isoaceptores para los tres primeros codones se encuentran
codificados en el genoma de 7. brucei: AGU, UGU y CGU. Sin embargo, no
encontramos el correspondiente al codon ACC, y se piensa que 7. brucei lee este codon
utilizando la version editada del anticodon AGU (IGU), cuya inosina se comportaria
como una guanosina. De hecho, estudios de secuenciacion han demostrado que aunque
el anticodon GGU no se encuentra en el genoma de 7. brucei, si lo encontramos cuando

analizamos la poblacion de tRNAs (Rubio et al. 2006).

Segun estudios recientes, la desaminacion de citosina en posicion 32 catalizada
por el complejo ADAT?2/3 es dependiente de la metilacion previa de esta base por la
metiltransferasa TRM140, dando lugar en wltimo término a la formacion de m*U (Rubio
et al. 2017). A su vez, la formacion de m*C in vitro por TRM140 est condicionada a la
presencia de ADAT2/3, cuya interdependencia parece estar basada en una interaccion

directa.

A.3.2. Mecanismos de eliminacion de inosina del DNA

La inosina presente en el DNA es eliminada principalmente mediante la ruta de
reparacion por escision de bases (BER). Esta ruta se inicia por una DNA glicosilasa,

que reconoce la base danada en la cadena de DNA e hidroliza el enlace N-glucosidico,
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escindiendo la base. El sitio abasico (AP) que produce la glicosilasa es sustrato para una
AP endonucleasa, que cataliza la hidrolisis del enlace fosfodiéster en 5° del sitio AP y
genera una rotura en la cadena que deja un extremo 3’-hidroxilo y una desoxirribosa
fosfato (dRP) en el extremo 5° (Lindahl 1993; Krokan and Bjoras 2013). Existen dos
vias de reparacion BER (corta o larga) dependiendo del nimero de nucleétidos que se
reemplacen. Mediante la via corta un unico nucleétido es reparado por la accion
consecutiva de una DNA polimerasa/dRPasa (Polf) y una DNA ligasa (LIG1/3)
(Hanssen-Bauer et al. 2011). La reparacion por la via larga requiere de la accion de
polimerasas replicativas que sintetizan una nueva cadena de entre 2 y 13 nucledtidos. A
continuacion, la cadena desplazada se elimina por la accion de una endonucleasa
(FEN1), y la reparacion concluye cuando una ligasa sella la cadena (LIG1) (Svilar et al.
2011). En la mayoria de procariotas y eucariotas se ha descrito que una alquiladenina-
DNA glicosilasa (AIKA en E. coli; MAG en S. cerevisiae; Aag en mamiferos) es la
responsable de iniciar la eliminacion de inosina en DNA (Saparbaev and Laval 1994;
Engelward et al. 1997). En otros organismos, como Schizosaccharomyces pombe, una
timina-DNA glicosilasa es la encargada de llevar a cabo esta funcion (Hardeland et al.
2003). Sin embargo, ninguna de estas enzimas estdn presentes en el genoma de
T. brucei, lo que sugiere que rutas de reparacion alternativas deben estar actuando para
evitar la acumulacion de inosina en DNA. En multiples organismos se ha descrito que la
endonucleasa V (EndoV), cuyas caracteristicas y mecanismo de accion seran descritos
mas adelante, inicia una ruta de reparacion alternativa capaz de eliminar inosina en
DNA. Brevemente, EndoV reconoce la lesion y cataliza la rotura del segundo enlace
fosfodiéster en 3’ de la lesion (Yao and Kow 1994). Aunque la cascada enzimatica que
sigue a la actividad de EndoV alin no esté clara, experimentos in vitro demuestran que
la actividad 3°>5 exonucleasa de la DNA polimerasa I seria suficiente para eliminar
una pequefia porcion de la cadena danada. Finalmente, la hebra de DNA seria
resintetizada por la misma DNA polimerasa I, y sellada por la accion de una ligasa (Lee

etal. 2010).
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A.4. ENDONUCLEASA V

EndoV fue descubierta en 1977 en E. coli como una enzima con actividad
endonucleasa capaz de procesar uracilo en DNA (Gates and Linn 1977). Fue nombrada
endonucleasa V por ser la quinta endonucleasa que se describia en E. coli. Afios mas
tarde se establecio la desoxinosina como su principal sustrato (Yao et al. 1994). EndoV
es una proteina altamente conservada desde bacterias hasta mamiferos capaz de
reconocer un amplio abanico de sustratos. Sin embargo, mientras que en procariotas
parece estar iniciando una ruta de reparacion alternativa capaz de procesar uracilo e
inosina en DNA, en organismos eucariotas estaria involucrada en el procesamiento de

inosina en RNA (Kuraoka 2015).

A.4.1. Especificidad de sustrato

Se ha descrito un amplio rango de sustratos susceptibles de ser procesados por
EndoV. La primera caracterizacion bioquimica se hizo en E. coli, donde inicialmente
fue descrita como una enzima capaz de eliminar desoxiuridina del DNA (Gates and
Linn 1977; Demple and Linn 1982). Mas tarde, EndoV fue caracterizada como una
endonucleasa capaz de procesar desoxinosina, y desde entonces esta lesion se ha
considerado su principal sustrato (Yao et al. 1994). Posteriormente, se le ha atribuido un
amplio abanico de sustratos a la enzima bacteriana: desoxixantosina (Yao and Kow
1997), residuos de urea y sitios abasicos (Yao et al. 1994; Yao and Kow 1994) asi como
inserciones/deleciones, estructuras en lazo y pseudo-Y (Yao and Kow 1996). Ademas,
tanto en E. coli como en Salmonella typhimurium se ha demostrado que EndoV
reconoce apareamientos erroneos entre bases canonicas (Yao and Kow 1994; Feng et al.
2005). Por otro lado, la enzima de Thermotoga maritima posee, ademas de actividad
endonucleasa, actividades 3°>5" exonucleasa dependiente de la presencia de inosina y

5’>3’ exonucleasa inespecifica (Mi et al. 2011).

En arqueobacterias, EndoV posee un rango madas limitado de sustratos. La
desoxinosina sigue siendo el principal sustrato, y el Unico descrito en el caso de

Archaeoglobus fulgidus (Liu et al. 2000). Cabe destacar que la enzima de
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Ferroplasma acidarmanus, que se encuentra fusionada a una OC-alquilguanina
alquiltransferasa, también procesa desoxixantosina y desoxiuridina en DNA (Kanugula
et al. 2005). En general, las EndoV en procariotas muestra una actividad significativa
sobre lesiones en DNA, y su implicacidon en reparacion es ampliamente aceptada. No
obstante, estudios recientes demuestran que las EndoV de E. coli y Pyrococcus furiosus
son capaces de procesar inosina en RNA con la misma eficiencia que en DNA (Vik et
al. 2013; Kiyonari et al. 2014). Esta observacion abre las puertas a un posible papel en

metabolismo de RNA también para las enzimas procarioticas.

En eucariotas, los estudios en modelos unicelulares se han visto obstaculizados
hasta la fecha por la ausencia de EndoV en S. cerevisiae. En cambio, se ha llevado a
cabo la caracterizacion de los ortdélogos de EndoV en humanos (hEndoV) y en raton
(mEndoV). En ambos casos la inosina en RNA es el sustrato preferido, sin embargo
ambas enzimas se muestran poco eficientes cuando la lesion se encuentra en DNA, con
actividades muy inferiores a las observadas en las enzimas procarioticas (Moe et al.
2003; Mi et al. 2012). Adicionalmente se ha observado que hEndoV también es capaz
de procesar desoxixantosina, aunque la eficiencia catalitica con este sustrato es incluso
menor que la mostrada con la desoxinosina (Mi et al. 2012). En mamiferos, todo apunta
a que ha habido una especializacion de EndoV hacia el procesamiento de inosina en
RNA. Sobre este tipo de sustratos, hEndoV presenta una eficiencia catalitica mayor que
la de E. coli (Morita et al. 2013; Vik et al. 2013; Nawaz et al. 2016b), siendo capaz de
procesar la inosina tanto en sustratos de cadena sencilla como de cadena doble. hEndoV
también muestra actividad significativa sobre sustratos que mimetizan moléculas de
tRNA y sobre hibridos RNA:DNA si la inosina se localiza en la cadena de RNA. Los
datos bioquimicos junto con su localizacion citoplasmatica (Morita et al. 2013; Nawaz

et al. 2016a), apuntan a una probable implicacion en el metabolismo del RNA.

A.4.2. Estructura y mecanismo catalitico de la endonucleasa V

La estructura de la EndoV ha sido resuelta en T. maritima, E. coli, Mus musculus

y Homo sapiens (Dalhus et al. 2009; Zhang et al. 2014; Zhang et al. 2015; Nawaz et al.
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2016b). EndoV es una proteina afo, con una estructura central de laminas B formada
por 8 cadenas paralelas y antiparalelas, flanqueadas a ambos lados por estructuras
a-hélice (Dalhus et al. 2009). La proteina ademds presenta un motivo caracteristico de la
familia ribonucleasa H, que comprende enzimas involucradas en el metabolismo de
acidos nucleicos y que participan en procesos tales como replicacion, reparacion de
DNA, recombinacion homologa e interferencia por RNA (Majorek et al. 2014). EndoV
se une al surco menor del DNA y distorsiona la cadena de modo que el nucledtido
desaminado se introduce en el sitio de union de la enzima. El reconocimiento de la
hipoxantina se basa en una serie de contactos polares entre residuos de la enzima y la
base desaminada, aunque el mecanismo exacto aiin no se conoce. Dentro del sitio de
union, cada lado de la base interacciona mediante fuerzas de van der Waals con residuos
hidrofébicos, tales como las leucinas conservadas en las posiciones 85 y 142 en la
EndoV de T. maritima (Dalhus et al. 2009). Teniendo esto en cuenta es posible que la
mayor superficie de interaccion que presentan las purinas sea la razon por la cual son un
mejor sustrato que las pirimidinas. Por otro lado, se ha demostrado que EndoV también
es capaz de introducir bases no desaminadas en el bolsillo de unidon, aunque Gnicamente
si provocan la distorsion de la doble cadena de DNA como en el caso de apareamientos
erroneos (Rosnes et al. 2013). EndoV cataliza la hidrolisis del segundo enlace
fosfodiéster en 3° de la lesion (Yao et al. 1994). Este corte tan peculiar se explica por la
gran cantidad de residuos que se interponen entre el sitio catalitico y el de unién al

sustrato, entre los cuales se forma una barrera fisica (Dalhus et al. 2009).

Un alineamiento de la Endo V de diferentes organismos muestra una alta
conservacion de aquellos residuos que son esenciales para la catalisis. Estudios
estructurales y de mutagénesis de la EndoV de 7. maritima han permitido establecer la
funcién de muchos de los residuos implicados en catélisis. La tirosina en posicion 80 es
invariable entre organismos y forma parte del motivo prolina-tirosina-isoleucina-prolina
(posiciones 79-82), que reconoce distorsiones en la cadena de DNA y actua a modo de
cuia para separar las cadenas de DNA, ademds de contribuir a la estabilidad del

complejo enzima-sustrato (Dalhus et al. 2009; Rosnes et al. 2013).
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Figura A7. Estructura de la endonucleasa V de 7. maritima en complejo con DNA
(Dalhus et al. 2009). Plegamiento y estructura cuaternaria de la endonucleasa V de
T. maritima en complejo con una cadena de DNA. Se sefialan los principales residuos
implicados en la actividad catalitica de la enzima: interaccion con el sustrato (Leu85 y
Leul42), reconocimiento de la lesion y estabilizacion del complejo enzima-sustrato (Tyr80),
unién al cofactor metalico (Mg”’, esfera amarilla) y coordinacién de la hidrolisis (Asp43,

Glu89 y Asp110), interaccion con el producto (Lys139 y His214).

La actividad endonucleasa de EndoV depende de la presencia de un cation
divalente metalico, preferentemente Mg”>" o Mn>" (Yao et al. 1994). Durante la
hidroélisis, los grupos carboxilo del motivo aspartato-glutamato-aspartato (D43-E89-
D110) se encargan de coordinar el cofactor metalico (Huang et al. 2001; Huang et al.
2002). Tras la incision, los extremos 3’ y 5’ del producto de reaccion quedan
fuertemente unidos al ion metalico, la lisina 139 (K139) y la histidina 214 (H214). Esta
unidén tan firme entre el producto y la enzima sugiere que se produce una transferencia
coordinada del intermediario de reparacion a la siguiente enzima de la ruta (Dalhus et
al. 2009). Los determinantes estructurales por los que las enzimas eucaridticas actiian
preferentemente sobre RNA mientras que las procarioticas pueden procesar DNA y

RNA con eficiencia similar, ain no se conocen. El sitio activo es similar en ambos tipos
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de enzimas, y la diferencia debe residir en el reconocimiento del sustrato. Un estudio
realizado con la EndoV humana indica que en sustratos de DNA, la presencia de un
ribonucleodtido en 3’ de la inosina los hace susceptibles de ser procesados por EndoV
(Morita et al. 2013; Vik et al. 2013). Esto sugiere que la presencia del grupo
2’-hidroxilo en esa posicidon es critico para la actividad de la enzima eucariota. El
analisis de la estructura de EndoV en complejo con RNA permitird descifrar como se

lleva a cabo la interaccidn enzima-sustrato.

La actividad endonucleasa de EndoV no permite la eliminacion completa de la
lesion que reconoce, por lo que otras enzimas aun no identificadas deben actuar a
continuacion. Como ya se ha mencionado antes, la alta afinidad con la que EndoV
permanece unida al producto de la reaccion sugiere que probablemente su actividad esta
coordinada en un complejo con el resto de enzimas de la ruta. Tedricamente, la
eliminacion de tan sd6lo dos nucledtidos seria suficiente para completar la reparacion.
Sin embargo, en E. coli se ha observado que tras la actividad endonucleasa de EndoV
hasta tres nucle6tidos son eliminados del extremo 3’ y dos del extremo 5° (Weiss 2008).
Una posible explicacion es que la propia EndoV elimine estos nucleotidos tras la
incision. En apoyo de esta hipdtesis, se ha descrito que la enzima de 7. maritima tiene
asociada una actividad 3°>5" exonucleasa dependiente de la presencia de inosina, asi
como una actividad 5°>3’ exonucleasa inespecifica (Mi et al. 2011). En este modelo, la
actividad de una DNA polimerasa y una DNA ligasa completarian la reaccion de
reparacion. No obstante, la actividad exonucleasa no se ha observado en EndoVs de
otros organismos. En el caso de E. coli se ha conseguido reconstituir la ruta de
reparacion alternativa de inosina in vitro mediante la actividad endonucleasa de EndoV
y las actividades exonucleasa y polimerasa de la DNA polimerasa I que finaliza la
escision de la base dafiada y resintetiza la cadena de DNA. Finalmente la cadena se sella

mediante la DNA ligasa I (Lee et al. 2010).



24 | INTRODUCCION

L Jul
L L LL_

DNA glicosilasa endonucleasa V

TR
S0 8886

AP Actividad
endonucleasa exonucleasa 3’-5’

DG OB 86 ]
S0 8886

DNA polimerasa
DNA ligasa

saseq ap uoisiosa Jod ugioeieday
Ruta de reparacion alternativa

Figura A8. Rutas de reparacién para la eliminacién bases desaminadas en DNA. La
reparacion por escision de bases (izquierda) es la principal ruta para la eliminaciéon de bases
desaminadas. Es iniciada por una DNA glicosilasa que escinde la base dafiada y deja un sitio
abésico. Tras ella, una AP endonucleasa hidroliza el enlace fosfodiéster en 5° del sitio abasico.
Finalmente la accién de una DNA polimerasa, seguida de una DNA ligasa, reconstituye la
cadena. Endonucleasa V inicia una ruta de reparacion alternativa (derecha) al hidrolizar el
segundo enlace fosfodiéster en 3’ de la base desaminada. La cascada de enzimas que sigue a
continuacion aun no se ha identificado, aunque parece probable que una enzima con actividad
3’>5" exonucleasa degrade parte de la cadena que a continuaciéon serd reconstituida por la

accion de una DNA polimerasa seguida de una DNA ligasa.
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A.4.3. Funcion celular de la Endonucleasa V: papel en el

metabolismo de DNA y de RNA

Tras establecer en ensayos de actividad in vitro su espectro de sustratos
potenciales, las endonucleasas V bacterianas se han asociado principalmente con un
papel en la reparacion de dafios en el DNA (Gates and Linn 1977). Los andlisis
mediante genética reversa y espectros de mutacion realizados en E. coli pusieron de
manifiesto que una deficiencia en EndoV sensibiliza a las células a los dafios
producidos por 6xido nitrico (Guo and Weiss 1998), con un significativo aumento de las
transiciones A:T>G:C y G:C>A:T (Schouten and Weiss 1999; Weiss 2001). Las
transiciones A:T>G:C son probablemente el resultado de la desaminacion de la adenina
a hipoxantina que, como ya se ha descrito, aparea con citosina durante la replicacion.
Por otro lado, las transiciones G:C>A:T suelen ocurrir como consecuencia de la
desaminacion de citosina a uracilo. Estudios realizados en Bacillus subtilis muestran
que la delecion de EndoV por si sola o junto con UNG incrementa considerablemente la
tasa de mutacion en presencia de bisulfito sodico, un agente que desamina citosina
especificamente, lo que sugiere la implicacion de esta EndoV bacteriana en la

reparacion de uracilo en pares U:G (Lopez-Olmos et al. 2012).

En el caso de las enzimas eucarioticas, no existen hasta el momento evidencias
directas de su implicacion en rutas de reparacion de DNA. Por el contrario, las EndoV
eucarioticas procesan la inosina muy eficientemente cuando ésta se encuentra en una
cadena de RNA (Moe et al. 2003; Morita et al. 2013; Vik et al. 2013), lo que sugiere
que estas EndoVs posiblemente estan jugando un papel en metabolismo de RNA. Esta
funcién no se puede descartar en procariotas, donde EndoV también muestra una

actividad significativa sobre sustratos de RNA (Vik et al. 2013; Kiyonari et al. 2014).

La localizacién subcelular de EndoV se ha estudiado en células humanas
mediante la expresion de proteinas fusionadas a epitopos que permiten su deteccion
mediante anticuerpos especificos. Inicialmente se situ6 a EndoV tanto en el citoplasma

como en el nucleo, dentro del cual se distribuye a lo largo del nucleolo, donde
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colocaliza con la proteina nucleolar fibrilarina (Fladeby et al. 2012). En un estudio
posterior se observd una distribucion uniforme en el citoplasma de la célula,
descartandose su localizacion nuclear (Morita et al. 2013). En todos los casos su
presencia en el citoplasma parece inequivoca, lo que apoya su posible implicacion en el
procesamiento de RNA. Ademads, estudios recientes apuntan a que la localizacion
subcelular de EndoV puede depender de factores exodgenos. Se ha visto que en células
sometidas a estrés nutricional, EndoV relocaliza en granulos de estrés (SG, stress
granules), donde colocaliza con la proteina de union a poliadenilato (PABPC1) (Nawaz
et al. 2016a). PABPCI est4a implicada en la biosintesis de proteinas, la estabilizacion de
RNA mensajero y la biogénesis de ribosomas (Gorlach et al. 1994), y los resultados
indican que establece una interaccion fisica con EndoV mediada por RNA (Nawaz et al.

2016a).

Los SG son agregados proteicos transitorios que se forman en respuesta a
situaciones de estrés durante las cuales se produce una parada de la transcripcion. Una
de sus funciones principales es almacenar transcritos de RNA y complejos de
transcripcion en pausa, asi como multitud de proteinas implicadas en metabolismo de
RNA, hasta que se restauren las condiciones normales (Buchan and Parker 2009). En
T. brucei, los SG se han observado en la forma prociclica, que se ve sometida a fuertes

situaciones de estrés nutricional en el interior del insecto vector.
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B. OBJETIVOS

El mantenimiento de la integridad gendémica es fundamental para la
supervivencia de los organismos y la continuidad de las especies. La desaminacion de
bases en acidos nucleicos es una de las lesiones mas comunes cuyo resultado es la
aparicion de inosina y uracilo en DNA y RNA. Aunque la reparacion por escision de
bases es la principal ruta encargada de eliminar este tipo de dafios en el DNA, se han
descrito vias de reparacion alternativas, como la iniciada por la endonucleasa V
(EndoV). No obstante, mientras que en procariotas EndoV actua en la reparacion de
bases desaminadas en DNA, el ortologo de mamiferos parece estar implicado en

procesos metabolicos relacionados con el RNA.

T. brucei, como parasito extracelular obligado, se ve expuesto al estrés
oxidativo generado durante la infeccion por las defensas del huésped. Las enzimas
implicadas en el mantenimiento de la integridad genética son esenciales para su
supervivencia, y conocerlas en profundidad nos puede ayudar a desarrollar estrategias
contra la enfermedad. Esta tesis se ha centrado en descifrar el papel biologico de una de
estas enzimas, la endonucleasa V de 7. brucei (ThEndoV). Con este fin se plantearon

los siguientes objetivos:

1. Establecer la actividad enzimatica de 7hEndoV frente a diversos tipos de

lesiones, principalmente uracilo e inosina, en sustratos de DNA y RNA.

2. Determinar el impacto de 7hEndoV en la proliferacion y supervivencia de

células prociclicas y sanguineas de 7. brucei.

3. Investigar la relevancia de 7hEndoV en el establecimiento de la infeccion en

un modelo murino.

4. Estudiar el posible papel de 7hEndoV frente a agentes genotdxicos que

promueven la incorporacidon de bases desaminadas en acidos nucleicos.
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5. Describir la localizacion subcelular de EndoV en células prociclicas de
T. brucei en condiciones fisioldgicas y de estrés nutricional. Determinar el
grado de colocalizacion con otras proteinas que se localizan en granulos de

estrés.
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C.MATERIALES Y METODOS

C.1. MATERIALES

C.1.1. Lineas celulares de Trypanosoma brucei

En este trabajo se han utilizado pardsitos pertenecientes a la especie
Trypanosoma brucei, en concreto la subespecie 7. b. brucei que causa la
tripanosomiasis africana en animales, también conocida como ‘“Nagana”. Los
experimentos in vitro se han realizado con cultivos de tripomastigotes sanguineos de la
forma alargada (forma sanguinea) y tripomastigotes prociclicos (forma prociclica).
Todos los parasitos utilizados en esta tesis son, o derivan, de las siguientes lineas

celulares:

T. brucei 449 (forma prociclica) (PF) (Biebinger et al. 1997). Esta linea parental se
cultiva en presencia de 0,5 pg/mL de fleomicina. A partir de esta linea celular se han
generado aquellas que expresaban una copia ectopica de 7hEndoV (PF/ThEndoV), o

reducian su expresion mediante la técnica de RNA de interferencia (PF/RNAI).

T. brucei S16 (forma sanguinea) (BF) (Wirtz et al. 1999). El cultivo de esta linea
parental se realiza en presencia de 2,5 pg/mL de G-418. Sobre esta linea se ha llevado a
cabo la deplecion de 7hEndoV mediante doble reemplazo alélico (knock-out) (dKO), y

la expresion de una copia ectopica (BF/ThEndoV).

T. brucei UNG-KO (UNG-KO) (forma sanguinea) (Castillo-Acosta et al. 2012). En esta

linea se ha suprimido la expresion de UNG mediante doble reemplazo alélico. Su
cultivo se realiza en presencia de 2,5 ug/mL de G-418, 5 pg/mL de higromicina y
5 pg/mL de blasticidina. Sobre esta linea se ha realizado la expresion de una copia

ectopica de 7ThEndoV (UNG-KO/ThEndoV).
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C.1.2. Cepas de Escherichia coli

XL1-Blue (Bullock 1987) Rec Al, end Al, gyr A96, thi-1, hdsR17, supE44, relAl, lac
[F’proAB lacl! ZAM15 Tnl0 (Tet")].

BL21(DE3) (Phillips et al. 1984) F~ dcm, ompT, hsdS (rg mg)gal A (DE3).

TBI (Phillips et al. 1984) F~ ara A(lac-proAB) [¢80dlac A(lacZ)M15] rpsL(Str™) thi
hsdR.

C.1.3. Medios de cultivo

SDM-79. Este medio se utiliza para el cultivo in vitro de parasitos
tripomastigotes prociclicos de 7. brucei. Su composicion se detalla a continuacion:
MEM (GIBCO) 0,7 % (p/v); medio 199 (GIBCO) 0,2 % (p/v), amino acidos esenciales
MEM 50x (Sigma) 0,8 % (p/v), amino acidos no esenciales MEM 100x (Sigma) 0,6 %
(p/v), glucosa 5,6 mM, HEPES 30 mM, MOPS 24 mM, NaHCO; 24 mM, piruvato
sodico 1 mM, D-L-alanina 2,24 mM, L-arginina 574 pM, L-glutamina 2 mM,
D-L-metionina 469 uM, L-fenilalanina 484 uM, L-prolina 5,2 mM, D-L-serina 571 uM,
taurina 1,28 mM, D-L-treonina 2,94 mM, tirosina 552 puM, guanosina 35 puM, acido
folico 9 uM, D(+)glucosamina 232 pM, 4cido p-aminobenzoico 14,6 uM, biotina

800 nM. Filtrar y suplementar con suero bovino fetal (SBF) 10 % y hemina 11,5 pM.

HMI-9. Este medio se utiliza para el cultivo in vitro de parésitos tripomastigotes
sanguineos de 7. brucei. Su composicion incluye lo siguiente: IMDM (Sigma) 1,77 %
(p/v), NaHCO;3; 36 mM, hipoxantina 1 mM, timidina 161 mM, cisteina 1,5 mM,
batocuproina 78 mM, piruvato sédico 1 mM, B-mercaptoetanol 2 uM. Ajustar el pH a

7,5, filtrar y suplementar con SBF 10 %.

Medio LB (Lysogeny broth). Este medio se utiliza para el cultivo de bacterias y
estd compuesto de triptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L) y NaCl (5 g/L). Para el
cultivo s6lido en placas se afiade bacto-agar (15 g/L). Para la seleccion de bacterias
transformadas este medio se suplementd con ampicilina (100 pg/mL) o kanamicina

(50 pg/mL), dependiendo de la resistencia otorgada por cada plasmido.
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C.1.4. Tampones y soluciones

Tampon/Solucion

\ Composicion

Tampodn fosfato (PBS)
PBS-250
PBS-500

TDB-glucosa

Tampon de columna
(MBP)

Tampon de elucion (MBP)

Tampo6n de
almacenamiento

Tampon FPLC-A

Tampon FPLC-B

Tampoén MonoQ A
Tampon MonoQ B

Tampoén de hibridacion
Tampon de reaccion para

ensayos de actividad de
TbEndoV

Tampoén de carga
desnaturalizante geles de
acrilamida (DNA)

Tampon de lisis para
obtencién de extractos de
ThEndoV

Tampon de carga para
proteinas

Tampon SDS Running
Tampon de transferencia

Tampoén de adherencia
Tampon bloqueo
Tampodn elucion

Cytomix (van den Hoff et
al. 1992)

ZPFM (Bellofatto and
Cross 1989)

NaCl 136 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 8,2 mM, KH,PO, 1,47 mM, pH 7,2.
NaCl 250 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO, 8,2 mM, KH,PO,4 1,47 mM, pH 7,2.
NaCl 500 mM, KClI 2,7 mM, Na,HPO, 8,2 mM, KH,PO, 1,47 mM, pH 7,2.

NaCl 80 mM, KCI1 5 mM, Na,HPO, 20 mM, MgSO,4 1 mM, glucosa
20 mM, pH 7,4.

Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM, inhibidores de
proteasas (Roche).

Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 200 mM, EDTA 1 mM, inhibidores de
proteasas (Roche), maltosa 10 mM.

Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 200 mM, glicerol 25 %.

Tampon fosfato 200 mM pH 7,4, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 10 mM,
inhibidores de proteasas (Roche).

Tampon fosfato 200 mM pH 7,4, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 10 mM,
inhibidores de proteasas (Roche), imidazol 500 mM.

Tris-HCI 200 mM pH 8,0, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, NaCl 50 mM.
Tris-HCI 200 mM pH 8,0, EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, NaCl 1 M.

Tris-HCI 20 mM pH 8, MgCl, 1 mM.

Tris-HCI 20 mM pH 7,5, MnCl, 1 mM, BSA 1 %. Para los sustratos de
RNA se afiaden 10 unidades de RNasin® Plus Ribonuclease Inhibitor
(Promega).

Formamida 90 %, azul de bromofenol 0,1 %, xileno cianol 0,1 %, EDTA 50
mM.

Na,HPO, 10 mM, B-mercaptoetanol 1 %, SDS 1 %, urea 6 M.

Tris-HCI 250 mM pH 6,8, SDS 12 %, glicerol 40 %, B-mercaptoetanol 20
%.

Tris base 25 mM, glicina 102 mM, SDS 0,1 %.
Tris base 25 mM, glicina 150 mM, metanol 20 %.

Hepes 50 mM pH 7.,5.
Etanolamina-HCI 100 mM pH 8,0.
Glicina 100 mM pH 2,5.

EGTA 2 mM, KCI 120 mM, CaCl, 0,15 mM, K,HPO,/KH,PO, 10 mM pH
7,6 , HEPES 25 mM, MgCl, 5 mM, glucosa 0,5 %, BSA 100 png/mL,
hipoxantina 1 mM.

NacCl 132 mM, KCIl 8 mM, Na,HPO, 8§ mM, KH,PO, 1,5 mM,
Mg(CH;C0O0), 1,5 mM, Ca(CH;COO); 90 uM, ajustar pH a 7,0 utilizando
CH;COO0.

Tabla C1. Principales tampones utilizados.
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C.1.5. Compuestos

Farmacos para la seleccion de transfectantes:

Geneticina (G418) (Gibco). Antibidtico aminoglucdsido que inhibe la sintesis de

proteinas.

Fleomicina (Sigma). Antibidtico glucopeptidico que se une a DNA bloqueando

la fase S del ciclo celular.

Higromicina (Sigma). Antibidtico glucopeptidico que interfiere en la lectura de

mRNAs, inhibiendo la sintesis de proteinas.

Blasticidina (Invitrogen). Antibidtico nucledsido-peptidico que inhibe la sintesis

de proteinas al impedir la union del péptido a la maquinaria ribosomal.

Doxiciclina (Sigma). Derivado de la tetraciclina que se ha utilizado para inducir
la transcripcion de las construcciones que contenian un represor de tetraciclina: RNAi y

expresion de copia ectopica.
Otros compuestos:

Metotrexato (MTX) (Sigma). Inhibidor de la enzima dihidrofolato reductasa, que

en T. brucei se presenta como una enzima bifuncional con actividad timidilato sintasa.

Bisulfito sodico (SB) (Sigma). Compuesto quimico que desamina de forma

especifica la citosina a uracilo.

DETA/NO (Sigma). Utilizado para conseguir una liberacion controlada de 6xido

nitrico en solucidn.

C.1.6. Oligonucledtidos utilizados en PCR

Los oligonucledtidos empleados en reacciones de amplificacion durante la
realizacion de esta tesis doctoral han sido sintetizados por los Servicios Técnicos del

Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra.
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Secuencia (5’ 2 3’)
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Sitio de

GCGGATCCAAGCTTCCGCGATAAAGTTGGA

restriccion

DGC5 CATG BamHI/HindIII | Construccion RNAi (1)
DGC6 AACGGGCCCGCCTCCCGGAACGCGAGG Apal/Hpal Construccion RNAi (1)
DGC7 igggATCCAAGCTTGGTGCAGTTGATTGAG BamHI/HindIIl | Construccion RNAi (2)
DGCS8 AACGGGCCCCGCGAGTGCAAGTCGGCAGC Apal/Hpal Construccion RNAi (2)
DGC25 GCGGCCACGGGACGTTGAACGCTTGTTTC Clonacion 3’UTR para KO
DGC31 | ACCCGACACTGGGTATCAAGAAGGTGTAA ggﬁ)‘gmbac“’n KO gen aguas
DGC32 | ATAAAGCTTATGAACAGTAAAAATATCAT Sb"arj‘;pmbac‘on KO gen aguas
DGC33 CCACGTCGGCGGCGTTGCCATATCCTTTATT Mutacion dirigida sobre ORF
CAGG ThEndoV
DGC34 CCTGAATAAAGGATATGGCAACGCCGCCGA Mutacion dirigida sobre ORF
CGTGG ThEndoV
DGC35 | GCGAATTCATGGGTGTGGGAGAAATGAGT | EcoRI Cczlina‘“o“ de ThEndoV en pMAL-
ATGAATTTCAGAAGACCTTGCTGTGATGTTC S e
DGC41b AGTTCCTGTGTTTA Clonacion 5’UTR para KO
DGC42b CACAGCAAGGTCTTCTGAAATTCATGTTT Clonacién BLE/PAC para KO
CAAGCGTTCAACGTCCCGTGGCCGCAATAC .
DGC43b TGCATAGATAACAAA Clonacion BLE para KO
CAAGCGTTCAACGTCCCGTGGCCGCATCCCC .,
DGC49p CCATTTTCTTCTTT Clonacion PAC para KO
DGC56 | GCTCTAGAACTAGTGATGAAAAAGCCTGA | Xbal Clonacion marcador higromicina
en pGRV23b
DGC57 | CGCCTCAGGATCGATCCCGGTCGGCATCT | Bsu36l Clonacion marcador higromicina
en pGRV23b
DGC55 ggiTTAACGCATTCATTTAGTTGAATCCGTC Hpal Clonacién ThEndoV en pGRV33
GCGGATCCCAATCGTATTTGCCCATTTTATT S e
DGC62 CTGACACAC BamHI Clonacion 5’UTR para KO
DGC63 g((:)GGATCCGGGAGTACAGGGACCAGAGTAC BamHI Clonacién 3’UTR para KO
GGATCGATCCTGCCCATTTAGTTAGTTGGCT Sr s
DGC65 TTTCCCTTG Clonaciéon 3°UTR para KO
GATTCTTCTTGAGACAAAGGCTTGGCCATGT
DGC71 TCTAGAGCTTATTTTATGGCAGCAACGAGAC Clonacion 5°UTR para KO
CTTACG
DGC72 ATGGCCAAGCCTTTGTCTCAAGAAGAATC Clonacion BSD para KO
CCAACTAACTAAATGGGCAGGATCGATCCT .,
DGCT3 | 1 AGCCCTCCCACACATAACCAGAGGGC Clonacion BSD para KO
VCA19 GAGCCGATGCTTTTGACATGTTAG Secuenciacion del gen HSV-TK.
VCA20 CTTGTGCGCTGTACGTAAATGTGTTGC Secuenciacion del gen HSV-TK.
Clonacion de ThEndoV en
VCA43 GCCATATGGGTGTGGGAGAAATGAGTG Ndel pET28a/pGRv23b/pGRV33
VCA44 | GCGGATCCTCAGCATTCATTTAGTTGAATC | BamHI Clonacion de ThEndoV en

pET28a/pMAL-c2x/pGRV23b

Tabla C2. Lista de cebadores utilizados.
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C.1.7. Sustratos utilizados para caracterizar la actividad de

ThEndoV

Los oligonucleotidos empleados en los ensayos para caracterizar la actividad de

ThEndoV fueron adquiridos a TriLink® Biotechnologies y Eurogentec.

Nombre Secuencia (5° 2 3°)

DNA dI CCTGCCCTGIGCAGCTGTGGG

DNA dU CCTGCCCTGUGCAGCTGTGGG

RNA 1l CCUGCCCUGIGCAGCUGUGGG

DNA rIdG CCTGCCCTGI[rI]GCAGCTGTGGG
DNA dIrG CCTGCCCTGI[rG]CAGCTGTGGG
Complementaria DNA dT CCCACAGCTGCTCAGGGCAGG
Complementaria DNA dC CCCACAGCTGCCCAGGGCAGG
Complementaria DNA dG CCCACAGCTGCGCAGGGCAGG
Complementaria DNA dA CCCACAGCTGCACAGGGCAGG
Complementaria RNA rU CCCACAGCUGCUCAGGGCAGG
Complementaria RNA rC CCCACAGCUGCCCAGGGCAGG
tRNA™ C3,A5, GCCGUCCUAGUAAGACGGA

tRNA™ Cyylay GCCGUCCUIGUAAGACGGA

tRNA™ UspAsz, GCCGUCUUAGUAAGACGGA

tRNA™ U1y, GCCGUCUUIGUAAGACGGA

RNA 11 (alternativo) CCGUAGAGCUACIGAUCGGUCACCG
DNA 8-0x0G CTTGCCCTG[8-0x0G]GCAGCTGTGGG
DNA THF CTTGCCCTG[THF]|GCAGCTGTGGG
DNA 5-OH-dU CCTGCCCTG[5-OH-dU]GCAGCTGTGGG
DNA DHU CTTGCCCTG[DHU]GCAGCTGTGGG

Tabla C3. Lista de sustratos utilizados para caracterizar la actividad de 7hEndoV. (d)

Indica desoxirribonucleodtido, mientras que (r) indica ribonucleotido.

C.1.8. Vectores

pGEM-T (Promega). Este vector de 3000 pares de bases ha sido utilizado para
clonar y amplificar los fragmentos obtenidos mediante PCR. Permite la seleccion de
bacterias transformadas mediante ampicilina y el sistema de regulacion del operon lac

(IPTG 100 mM y X-Gal 20 mg/mL).

pET-28a (Novagen). Vector que permite la expresion de proteinas fusionadas a
un péptido de 6 histidinas. La seleccion de transfectantes se realiza con kanamicina, y
posee un promotor de la T7 RNA polimerasa que permite inducir la expresion de la

proteina clonada.
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pMAL-c2x (New England BioLabs). Vector que permite la expresion de
proteinas fusionadas a la proteina de unién a maltosa (MBP). La seleccion de
transformantes se realiza con ampicilina. El vector posee un promotor fac regulado por
el represor del operon de la lactosa que permite inducir la expresion de la proteina

clonada mediante IPTG.

pGR19 (Clayton et al. 2005). Vector que permite el silenciamiento génico
mediante la técnica de RNA de interferencia. Un fragmento del gen que se quiere
silenciar se clona por duplicado en sentidos opuestos, separados por una region
denominada stuffer que permite la formacion de una estructura en tallo-lazo. La
transcripcion se produce a partir del promotor parp, y es inducible mediante doxiciclina.
Ademas contiene un gen de resistencia a higromicina que permite la seleccion de

transfectantes.

pGRV23b (Castillo-Acosta et al. 2012). Vector para la expresion ectopica de
proteinas en 7. brucei. La expresion esta controlada por el promotor parp y es inducible
por doxiciclina. Contiene un gen de resistencia a higromicina para la seleccion de

parasitos transfectados con este plasmido.

C.1.9. Software

C.1.9.1. Programas informaticos
Cary WinUV Software.

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

Textco, Inc.

Cell-R IX-81 Software.

Imaris Software (BitPlane, Scientific Software).

Huygens Essential Sofiware (version 3.3; Scientific Volume Imaging).
Fiji/Imagel.

BD CellQuest Pro Software.
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FlowJo Software.

Prism5 (GraphPad Software).
EndNote X8.

Internet Explorer.

Microsoft Office 2010 (Microsoft Word, Microsoft Excel y Microsoft Power

Point).
Windows 7, Microsoft.
Adobe Photoshop™ CS3 version 10.0.
Jalview Desktop (University of Dundee).

ImageQuant, version 5.0, Molecular Dynamics.

C.1.9.2. Bases de datos

NCBI: busqueda de secuencias de DNA, proteinas, bibliografia y servicio de
BLAST.

TriTrypDB: informacion sobre proteinas, incluyendo secuencias, niveles de
expresion, etc.

GeneDB: busqueda de secuencias de DNA y proteinas.

EMBL-EBI: analisis de secuencias y alineamientos.

C.1.10. Analisis estadistico
Para el analisis de estadistico de los datos obtenidos se calcularon las medias y
las desviaciones estandar de los resultados. En todos los casos las medias se compararon
utilizando el test ¢ de Student. Se considerd estadisticamente significativo un valor
p <0,05 (*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001). Para realizar los calculos se utiliz6

el software Prism5 (GraphPad Software).
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C.2. METODOS

C.2.1. Cultivo y manipulacion de parasitos

C.2.1.1. Cultivo de Trypanosoma brucei

Los estudios in vitro se han llevado a cabo utilizando lineas de dos formas
parasitarias diferentes: forma prociclica y forma sanguinea. Para su cultivo, la forma
prociclica se mantuvo a una temperatura de 28 °C en frascos sin aireacioén y placas de
diversos formatos (NUNC). En condiciones normales los cultivos de células prociclicas
se iniciaron a una densidad de 2-10° parasitos/mL, y para mantenerlos en fase
logaritmica se diluyeron cada 48 horas, cuando alcanzaban una densidad aproximada de
10" paréasitos/mL. En cuanto a la forma sanguinea, su cultivo se realiz a
37°C, CO; 5 % y humedad, y se utilizaron frascos con aireacion y también placas de
diversos formatos (NUNC). Los cultivos de células sanguineas se iniciaron a una
densidad de 5-10° parésitos/mL, y se diluyeron también cada 48 horas para mantenerlos
en fase logaritmica, cuando alcanzaban una densidad aproximada de
1,5-10° parasitos/mL. En ambas formas la densidad de los cultivos se midié con un
contador de particulas Z2 de Beckman Coulter'™, y la dilucion se realizo utilizando
medio precalentado a la temperatura adecuada. Los medios utilizados se muestran en el

apartado C.1.3.

C.2.1.2. Obtencion de extractos totales de parasitos

Los parasitos se recogieron mediante centrifugacion del cultivo a 1000 g durante
10 minutos y a 4 °C. El pellet obtenido se lavo dos veces con PBS 1x (Tabla Cl1) a 4 °C,
centrifugando tras cada lavado. Finalmente las células se resuspendieron en tampdn de
lisis (Tabla C1) a una densidad de 5-10° parasitos/mL. Antes de analizar las muestras
mediante SDS-PAGE se afadi6 tampon de carga 4x (Tabla C1), y las proteinas se
desnaturalizaron calentando la preparacion a 99 °C durante 5 minutos, enfridndolas a

continuacion rapidamente en hielo.
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C.2.1.3. Criopreservacion y descongelacion

Para su congelacion las células se centrifugaron a 1000 g durante 10 minutos y
temperatura ambiente (RT). Después de retirar el sobrenadante, el pellet se resuspendio
en medio fresco con un 10% de glicerol para alcanzar una densidad de
6-107 parasitos/mL en el caso de la forma sanguinea y 2-10° parasitos/mL en el caso de
prociclicos. En cada vial de congelacion se introdujo 0,25 mL de esta preparacion. La
congelacion se llevo a cabo de forma gradual en un recipiente con isopropanol a -80 °C,
y tras 24 horas los viales fueron almacenados en nitrégeno liquido para su conservacion

a largo plazo.

Para el inicio de los cultivos, las células se descongelaron de forma rapida
introduciendo los viales congelados en un bafio a 37 °C, y el contenido del vial se pasé a

un frasco de cultivo con medio fresco.

C.2.1.4. Transfeccion estable por electroporacion

La transfeccion permite introducir material genético exdgeno en células
eucariotas. En 7. brucei, la transfeccion permite la integracion de un plasmido,
previamente linearizado, en el genoma del parésito. En ambas formas del parésito esto
se consigue mediante electroporacion (Carruthers and Cross 1992). En todos los casos,
el DNA utilizado se aislé con el kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel), se digiri6
con la enzima de restriccion adecuada, se precipitdé con etanol, y finalmente se

resuspendi6 en agua estéril a una concentracion de 1 mg/mL.

Para la forma sanguinea de 7. brucei, se recogieron 2,410 células de un cultivo
en fase logaritmica mediante centrifugacion (1000 g, 10 minutos y RT). Después de
retirar el sobrenadante, se lavaron dos veces con tampon de transfeccion especifico para
parasitos de la forma sanguinea (Cytomix) (Tabla C1) a RT, centrifugando tras cada
lavado. A continuacién las células se resuspendieron en Cytomix a una concentracion
de 6-10 parasitos/mL y se afiadieron 10 pg del DNA con el que se quiere transfectar.

Esta mezcla se transfiri6 a una cubeta de electroporacion Gene Pulser® Cuvette, 4 mm
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gap (BioRad), y seguidamente se procedié a la electroporacion empleando un sistema
ECM 630 de BTX con la siguiente configuracion: 1,7 kV, 25 Q 'y 25 pF. Tras el pulso,
las células se transfirieron a un frasco de cultivo con 12 mL de medio fresco; este
contenido se reparti6 en una placa de 24 pocillos y se dejo a las células recuperarse
durante toda la noche en un incubador a 37 °C, CO; 5 % y humedad. Al dia siguiente se
llevo a cabo la seleccion de los transfectantes agregando a cada pocillo 1 mL de medio

con el farmaco de seleccion oportuno segun el plasmido.

En el caso de la forma prociclica de 7. brucei, 2-10” células de un cultivo en fase
logaritmica se recogieron mediante centrifugacion (1000 g, 10 minutos y 4 °C). Después
de retirar el sobrenadante, se lavaron dos veces con tampon de transfeccion especifico
para parasitos de la forma prociclica (ZPFM) (Tabla C1) a 4 °C, centrifugando tras cada
lavado a dicha temperatura. A continuacion, las células se resuspendieron en ZPFM a
4°C y a una concentracion de 4-10” parasitos/mL, y se afiadieron 10 pg del DNA con el
que se quiere transfectar. Esta mezcla se transfirid6 a una cubeta de electroporacion
Disposable Cuvettes Plus™, 2mm gap (BTX), y la mezcla se incubd 5 minutos en hielo.
Seguidamente se procedid a la electroporacion en un sistema ECM 630 de BTX con la
siguiente configuracion: 1,6 kV, 25 Q y 25 uF. Tras el pulso las células se transfirieron
a un frasco de cultivo con 12 mL de medio fresco dejandolas recuperarse durante toda la
noche en un incubador a 28 °C. Al dia siguiente se afiadieron 0,5 mL de medio
condicionado (en el cual han crecido parasitos hasta alcanzar una densidad aproximada
de 8-10° parasitos/mL, que luego han sido retirados por filtracién), con el fairmaco de
seleccion apropiado segun el plasmido, en todos los pocillos de una placa de 24 pocillos
exceptuando la primera fila. En dicha fila se repartié 1 mL del contenido de los frascos
con células transfectadas y seguidamente se hicieron diluciones 1:2 por columnas hasta

llegar a la ultima fila.
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C.2.1.5. Ensayos de proliferacion celular y sensibilidad a compuestos

genotoxicos

Para los ensayos de proliferacion y viabilidad celular los parasitos se cultivaron
en volimenes de 3 mL en placas de seis pocillos. Cada concentracion del compuesto se
hizo por duplicado, y el experimento se repitio tres veces de manera independiente. Las
lineas utilizadas fueron BF, dKO, dKO/ThEndoV, BF/ThEndoV, BF/UNG-KO vy
BF/UNG-KO/ThEndoV. Para los cultivos se utilizé medio HMI-9 suplementado con un
10 % de SBF y 1 pg/mL de doxiciclina en el caso de las cepas que expresaban una
copia ectopica de 7hEndoV. La densidad de partida de los cultivos fue de
5-10° parasitos/mL, y tras mantenerlos durante 48 horas en un incubador (a 37 °C, CO,
5 % y humedad) se hizo un recuento de los mismos utilizando un contador de particulas

72 de Beckman Coulter™,

C.2.1.6. Determinacion del espectro y la tasa de mutacion por el test de

fluctuacion de Luria-Delbriick

La tasa y el espectro de mutaciones se determinaron empleando el gen de la
timidina quinasa del virus del Herpes Simplex tipo 1 (HSV-TK) en dos fondos
genéticos distintos, PF y PF/UNG-KO, en presencia de DETA/NO. La tasa de mutacion
del fenotipo TK negativo se midié mediante el test de fluctuacion de Luria-Delbriick
descrito previamente (Luria and Delbruck 1943). Cultivos en fase logaritmica se
diluyeron a una densidad de 10° parasitos/mL y se expusieron a una concentracién final
de 40 uM de DETA/NO. Seguidamente los cultivos se repartieron en placas de 96
pocillos, afiadiendo una cantidad de 200 puL a cada pocillo, y se incubaron durante
5-6 dias a 28 °C en atmoésfera humeda. Tras alcanzar una densidad aproximada de
5-10-10° células/mL, los cultivos se transfirieron a 2,5 mL de medio fresco con
ganciclovir a una concentracion final de 100 pg/mL, y se incubaron en placas de 24
pocillos durante 6-7 dias a 28 °C en atmoésfera himeda hasta alcanzar una densidad de

5-10-10° células/mL. La tasa de mutacion se calculé utilizando la ecuacion a = (InP,y -



MATERIALES Y METODOS | 45

[n2)/N (Valdes et al. 1996), donde Py es la proporcion de pocillos sin crecimiento

celular y N es el nlimero final de parésitos tras la adicion de ganciclovir.

Para obtener el espectro de mutaciones se aisl6 DNA gendémico de los mutantes
utilizando DNAzol (Invitrogen). El gen TK se amplific6 mediante PCR y se secuencio

utilizando los oligonucle6tidos VCA19 y VCA20.

C.2.2. Técnicas para el estudio de la proteina

C.2.2.1. Obtencion de la proteina purificada

ThEndoV se ha purificado utilizando dos sistemas de expresion diferentes. Por
un lado se ha expresado fusionada a la proteina de uniéon a maltosa (MBP)
(MBP-ThEndoV). En este caso, el gen de 7hEndoV se amplificé utilizando los primers
DGC35 y VCA44, y posteriormente se clond en el vector de expresion comercial
pMAL-c2x (New England Biolabs) utilizando los sitios de restriccion Ndel y BamHI.
El plasmido resultante, denominado pGC11, permite expresar la proteina fusionada a

MBP en bacterias £. coli TB1 transformadas.

Por otro lado 7hEndoV se expresod fusionada a una cola de histidinas (His-
TbEndoV). Para ello el gen de ThEndoV se amplifico utilizando los primers VCA43 y
VCA44, y posteriormente se clond en el vector de expresion comercial pET-28a
(Novagen) utilizando los sitios de restriccion BamHI y EcoRI. El plasmido resultante,
denominado pGC7, permite expresar la proteina fusionada a una cola de histidinas en

bacterias E. coli BL21 (DE3) transformadas.

Como control se generd un mutante catalitico mediante mutagénesis dirigida.
Para ello se sustituyd el acido aspartico en posiciéon 95 por una alanina. Esto se hizo
utilizando el kit QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies), y los cebadores disefiados para tal efecto conteniendo el cambio de base

necesario: DGC33 y DGC34.
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C.2.2.2. Expresion de His-7hEndoV y MBP-ThEndoV

Las condiciones para la expresion de 7hEndoV se optimizaron probando
diferentes cepas bacterianas, tiempos de expresion y temperaturas. Finalmente, la
expresion de ambas enzimas, His-7hEndoV y MBP-7ThEndoV, se llevd a cabo a una
temperatura de 16 °C durante un periodo de 16 horas en bacterias E. coli BL21 (DE3) y
E. coli TB1 respectivamente. En primer lugar, una colonia de bacterias transformadas
con el plasmido de expresion (pGC7 o pGCl1) se crecié en 10 mL de medio LB
(His-ThEndoV) o medio rico con glucosa (MBP-THhEndoV), ambos con ampicilina a
100 ug/mL y en agitacion a 37 °C. Cuando este cultivo llegoé a una DOgg de entre 0,6 y
1,0 se utilizé para inocular un cultivo de 40 mL que se crecié durante toda la noche en
agitacion a 37 °C. A la manana siguiente 0,5 L de medio con ampicilina se inocularon
con este cultivo (dilucion 1:50), y las bacterias se crecieron en agitacion y a 37 °C hasta
alcanzar una DOQOgg de 0,6. En ese momento se indujo la expresion de la proteina
anadiendo IPTG a una concentracion final de 0,3 mM, y los cultivos se incubaron a
16 °C durante 16 horas. Al dia siguiente los cultivos se centrifugaron a 7000 g durante

30 minutos y a 4 °C para obtener el pellet de bacterias que se preservo a -80 °C.

C.2.2.3. Purificacion de la proteina recombinante MBP-7HhEndoV mediante

cromatografia de afinidad

El pellet obtenido durante la expresion se resuspendié en 50 mL de tampon de
columna (Tabla C1) a 4 °C y se sonico 6 veces durante 30 segundos en ciclos del 50 %.
El homogeneizado se centrifugd a 9000 g y 4 °C durante 30 minutos para retirar los
restos celulares, y el sobrenadante fue diluido con 5 volumenes de tampon de columna.
Para la purificacion se utilizd una resina de amilosa (New England BioLabs) en una
columna para cromatografia liquida (Sigma). La resina se lavd con 8 volumenes de
tampon de columna, y tras ello se cargd el extracto crudo, que se dejo pasar por
gravedad. A continuacion la resina se lavo con 12 volimenes de tampdn de columna, y

finalmente se eluyo la proteina con tampdn de elucion (Tabla C1). Las fracciones se
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analizaron mediante SDS-PAGE y las que contenian la proteina de interés se

combinaron para almacenarlas a -80 °C en tampo6n de almacenamiento (Tabla C1).

C.2.2.4. Purificacion de la proteina recombinante His-7hEndoV mediante

cromatografia de afinidad

El pellet obtenido durante la expresion se resuspendiéo en 20 mL de tampdn
FPLC-A (Tabla C1) a 4 °C, y se sonic6 6 veces durante 30 segundos en ciclos del 50 %.
El homogeneizado se centrifugd a 9000 g y 4 °C durante 30 minutos para retirar el
debris celular. Para la purificacion se utilizd una columna HiTrap Chelating HP (GE
Healthcare) acoplada a un sistema FPLC (Pharmacia). La columna se equilibré con
10 mL de tampon FPLC-A (Tabla C1). Seguidamente se hizo circular el extracto crudo
por la columna, y la proteina de fusion se eluy6 aplicando un gradiente lineal de tampon
FPLC-B (Tabla C1). Las fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE, y aquellas que
contenian la mayor parte de la proteina se combinaron antes de proceder al siguiente

paso de purificacion.

C.2.2.5. Purificacion de la proteina recombinante His-7hEndoV mediante

cromatografia de intercambio anionico

El tampon de elucion de la proteina obtenida en el paso de purificacion anterior
se reemplazd por tampoén MonoQ A (Tabla C1) utilizando columnas PD10 (GE
Healthcare). Para el segundo paso de purificacion se utilizd6 una columna
Mono Q 5/50 GL acoplada a un sistema de HPLC AKTAbasic (GE Healthcare). Tras
equilibrar la columna con el tampdn MonoQ A, se hizo pasar la proteina purificada, que
posteriormente fue eluida aplicando un gradiente lineal de tampon MonoQ B (Tabla
Cl). Las fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE y aquellas que contenian la
proteina mas pura y concentrada fueron combinadas y almacenadas a -80 °C en el buffer

de elucion con un 25 % de glicerol.
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C.2.2.6. Ensayos de actividad de 7hEndoV

Para la determinacion de actividad endonucleasa se utilizo la proteina MBP-
TbEndoV. Los oligonucledtidos, con una longitud de 21 bases y conteniendo la
modificacion deseada, se marcaron con [y-32P]ATP (3000 Ci/mmol; Perkin Elmer) en
el extremo 5°. Para ello, 10 pmoles de sustrato se incubaron con 25 uCi de [y-32P]ATP
y 10 unidades de la polinucleotido quinasa T4 (Promega). La reaccion se incubd a 37 °C
durante 10 minutos, y seguidamente los oligonucleétidos marcados se purificaron
utilizando columnas MicroSpin G25 (GE Healthcare). En el caso de los sustratos de
cadena doble, los oligonucledtidos marcados se incubaron con la cadena
complementaria correspondiente en tampdn de hibridacion (Tabla C1) a 100 °C durante

5 minutos, tras lo cual se dejo enfriar lentamente a temperatura ambiente.

Los ensayos de actividad se realizaron incubando 5 fmoles de sustrato en
tampon de reaccion (Tabla CI), y en presencia de distintas concentraciones de
ThEndoV. Las reacciones, con un volumen final de 10 pL, se incubaron durante 1 hora
a 37 °C. Finalmente las reacciones se detuvieron afiadiendo 10 pL de tampon de carga
(Tabla C1) y calentando la mezcla a 95 °C durante 5 minutos. El producto de la reaccion
se analizd mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20 %
(w/v) (19:1 acrilamida/bis-acrilamida). Los geles se escanearon mediante un equipo
Typhoon 9400 (Amersham Biosciences), y el analisis de las imdgenes obtenidas para

determinar el porcentaje de corte se efectud con el software Fiji/Imagel.

C.2.3. Técnicas inmunologicas

C.2.3.1. Obtencion de anticuerpo anti-7hEndoV

Para la obtencion de un anticuerpo policlonal especifico contra 7hEndoV se
inmunizé un conejo de la cepa New Zealand White. Para la inmunizacion se utilizo la
proteina purificada fusionada a una cola de histidinas. En la primera inmunizacién se
inyectd una emulsion de 0,4 mg de proteina purificada en 0,5 mL de tampdén PBS 1x

mezclada con el mismo volumen de Adyuvante Completo de Freund (Sigma). La
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segunda y tercera inmunizaciones se hicieron a intervalos de dos semanas, y un mes
después, la cuarta. Para estas tres se utilizd6 una emulsion de 0,4 mg de proteina
purificada en 0,5 mL de tampdon PBS 1x mezclada con el mismo volumen de Adyuvante
Incompleto de Freund (Sigma). Transcurrida una semana de cada inmunizacién se
extrajeron = 20 mL de sangre, excepto tras la cuarta inmunizacion que se desangro el

animal, obteniéndose un volumen aproximado de 75 mL.

Para obtener el suero, la sangre se incubod a temperatura ambiente durante
2 horas. Tras ellos se incubd 20 minutos a 37 °C, y finalmente se produjo la contraccion
del coagulo haciendo una incubacion de 4 horas a 4 °C. El coagulo se retird
centrifugando la sangre a 2500 g durante 10 minutos. El sobrenadante se almaceno a
4°C y -80 °C, y para su conservacion se afiadido azida sodica a una concentracion

aproximada de 0,2 %.

C.2.3.2. Purificacion del anticuerpo anti-7hEndoV

Con el objetivo de aumentar la especificidad del anticuerpo anti-7hEndoV se
realizd una purificacion del suero obtenido mediante cromatografia de afinidad frente a
la proteina purificada. Para ello se utilizo una resina Affi-gel 15 (Bio-Rad), que permite
unir la proteina purificada gracias a su capacidad para fijar ligandos con aminas
primarias. Previamente la resina se lavd con 20 volumenes de agua bidestilada, y
seguidamente con 20 volumenes de tampdon de adherencia (Tabla C1), centrifugando a
1500 g durante 2 minutos para retirar los sobrenadantes. A continuacion, la resina se
incubd con 1 mg de proteina purificada diluida en 4 mL de tampon de adherencia. La
incubacion se realizé a 4 °C durante toda la noche en un agitador orbital. Al dia
siguiente el tampon de adherencia se retird por centrifugacion y la resina se lavo con 20
volimenes de tampon de bloqueo (Tabla C1). Tras ello se resuspendi6 la resina en 2 mL
de tampon de bloqueo y se incubd durante 1 hora a 4 °C en un agitador orbital.
Posteriormente, se lavd la resina con 20 volimenes de las siguientes soluciones:
PBS 1x, tampon de elucion (Tabla C1) y Tris-HCI 100 mM pH 8,0. La resina,

resuspendida en el Ultimo tampoén utilizado, se transfiri6 a una columna
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Poly-Prep“Chromatography Column (Bio-Rad) y se lavo con 20 volumenes del mismo
tampon. Tras ello se lavo con 20 volumenes de PBS-500 (Tabla C1) primero, y PBS 1x
en segundo lugar. Entonces se hizo circular dos veces 10 mL de suero inmunizado
obtenido durante la sangria, y a continuacioén la resina se lavé con 20 volumenes de las
siguientes soluciones: PBS 1x, PBS-250 (Tabla C1), PBS-500 (Tabla C1). Por ultimo,
el anticuerpo se eluyo con 5 volumenes de tampén de elucion y la solucidén obtenida se
neutralizé con Tris-HCI 1 M pH 9,5 hasta obtener un pH aproximado de 7,5. Finalmente

se afiadio azida sodica a una concentracion aproximada de 0,02 % para su conservacion.

C.2.3.3. Western blot

El andlisis de los extractos totales obtenidos se hizo separando las proteinas por
peso molecular mediante SDS-PAGE. Para ello se prepararon geles de poliacrilamida al
12 % (acrilamida: bis-acrilamida 37,5:1) en tampon SDS Running (Tabla C1), y se
realizo electroforesis a un voltaje de 200 V durante 60 minutos. A continuacion las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Whatman) entre dos papeles
Whatman de 3 mm. Esto se hizo a 4 °C en solucion de transferencia (Tabla C1), y a una
intensidad de corriente de 280 mA durante 60 minutos. La visualizacion de los
marcadores de peso molecular (SDS-PAGE Standard Low Range, BioRad) se hizo
tinendo la membrana con una soluciéon de rojo Ponceau durante 1 minuto. Para la
deteccion de proteinas las membranas se lavaron en solucion de lavado (PBS 1x, 0,1 %
Tween 20), a continuacion en solucion de bloqueo durante 30 minutos (solucion de
lavado + 5 % leche en polvo desnatada), y por tltimo se incubaron con una dilucion
adecuada del anticuerpo primario en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4 °C.
Tras la incubacion con el primario la membrana se lavé con solucion de lavado (x3) y se
incubd con una dilucion adecuada del anticuerpo secundario en solucion de bloqueo
durante 1 hora. La membrana se lavd nuevamente con solucién de lavado (x3), y
finalmente las proteinas se visualizaron utilizando el kit de deteccion ECL™
(GE Healthcare) y exponiendo las membranas a una pelicula autorradiografica

Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare).



MATERIALES Y METODOS | 51

C.2.3.4. Microscopia de fluorescencia

Para los estudios de microscopia las células, en fase logaritmica de crecimiento,
fueron recolectadas centrifugando a 1000 g durante 10 minutos y 4 °C, y lavadas dos
veces con TDB-glucosa 1x (Tabla C1). Para llevar a cabo la fijacion, los parasitos se
resuspendieron en solucion de lavado (PBS 1x pH 7,2, Tween® 20 0,2 %) con
p-formaldehido al 4 %, y a una densidad de 5-10" parasitos/mL. La fijacion se realizo
durante 30 minutos sobre un portaobjetos previamente recubierto con Poli-L-lisina para
permitir la adhesion de los parasitos a la superficie. Los parasitos fijados se lavaron dos
veces en agitacion con solucion de lavado, y tras ello se permeabilizaron durante
75 minutos con NP-40 al 1 % en solucion de bloqueo (solucion de lavado con Blocking
Reagent (Roche) al 1 %). Los parasitos fijados y permeabilizados se lavaron una vez
para detener la permeabilizacion. La inmunofluorescencia se realizd incubando con el
anticuerpo primario correspondiente para cada proteina en solucion de bloqueo durante
1 hora: policlonal anti-7hEndoV de conejo (1:100) y monoclonal anti-myc de ratén
(Sigma, 1:100). Como anticuerpos secundarios se utilizaron monoclonales de cabra
anti-IgG de conejo y anti-IgG de raton, acoplados al fluorocromo Alexa Fluor® 488
(Sigma, 1:500). Las incubaciones se realizaron durante 1 hora. Finalmente las
preparaciones se montaron utilizando ProLong® Gold Antifade Reagent con DAPI
(Life Technologies). Las imagenes, compuestas por hasta 40 capas, se tomaron usando
un microscopio de gran angular Olympus y el software Cell-R IX81. La deconvolucién
de las imagenes se realizd utilizando el software Huygens Essential (version 3.3;

Scientific Volume Imaging).

C.2.3.5. Estudios de estrés nutricional

Para los estudios de estrés nutricional se utilizaron 2,5-10" células en fase
logaritmica de crecimiento. Las células se recolectaron centrifugando un cultivo durante
10 minutos a 1000 g y RT. Seguidamente se lavaron dos veces en PBS Ix,
centrifugando tras cada lavado. Para llevar a cabo el ayuno, los parésitos se incubaron

en PBS 1x durante el periodo de tiempo indicado. Inmediatamente después se realizo la
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inmunofluorescencia como se ha descrito en el apartado anterior, utilizando los
anticuerpos policlonales de conejo anti-7hEndoV (1:100), anti-76Dhh1 (1:100),
anti-7HScd6 (1:100) y anti-7hDRBD3 (1:100), asi como el monoclonal anti-myc de
raton (Sigma, 1:100). Como anticuerpos secundarios se utilizaron monoclonales de
cabra anti-IgG de conejo o ratdn, acoplados al fluorocromo Alexa Fluor® 488 (Sigma,

1:500) o Alexa Fluor® 594 (Sigma, 1:500).

Para realizar los experimentos de colocalizacion entre 7hEndoV y 7hDhhl, el
anticuerpo anti-7hEndoV se acoplo previamente al fluorocromo Alexa Fluor® 594. Las
muestras se incubaron en primer lugar con el policlonal anti-7oDhh1 (1:100) de conejo
como primario, y seguidamente con el monoclonal de cabra anti-IgG de conejo Alexa
Fluor® 488 (Sigma, 1:500) como secundario. A continuacion las muestras se lavaron
con solucion de bloqueo y se incubaron con un anticuerpo inespecifico primario de
conejo para bloquear totalmente los sitios de union del secundario previamente
utilizado. A continuacion se lavaron nuevamente las muestras y se incubaron con el
policlonal anti-7hEndoV (1:100) de conejo previamente conjugado al fluorocromo
Alexa Fluor® 594 utilizando el kit Zenon™ Rabbit IgG Labeling (ThermoFisher).
Finalmente se realiz6 un post-fijado con p-formaldehido 4% en soluciéon de lavado
durante 15 minutos. Las muestras se montaron y visualizaron como se ha descrito en el

apartado anterior.

C.2.3.6. Analisis de la localizacion de 7hEndoV durante condiciones de

estrés nutricional

El tamaiio y la cantidad de granulos que forma 7hEndoV durante condiciones de
estrés nutricional se analizaron en las lineas PF y PF/RNAI. La inmunofluorescencia se
realiz6 como se ha descrito en los apartados anteriores tras cuatro dias de represion de la
proteina en la linea PF/RNAI, cuando el fenotipo de inhibicion del crecimiento es
mayor. La induccion del RNAI se llevd a cabo afiadiendo 1 pg/mL de doxiciclina al
medio. El grado de colocalizacion se determind mediante el coeficiente de correlacion

de Pearson y el coeficiente de solapamiento de Manders. Ambos coeficientes se
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calcularon utilizando el plugin JACoP para el software Fiji/Imagel y fijando un umbral
manual para el coeficiente de Manders, en un total de al menos 18 células para cada
linea. El solapamiento de 7hEndoV sobre 7hDhhl esta representado por M1, mientras
que M2 representa lo contrario. Para la determinacién del nimero y tamano de los
granulos se hizo un andlisis de particulas utilizando el software Fiji/ImageJ, fijando un
umbral manual para la intensidad de sefial y un tamafio minimo de particula de
0,05 um®. El analisis se realizo sobre la proyeccion z de las imagenes, que fue calculada

utilizando el método de suma de capas.

C.2.3.7. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo (FACS) y

tincion con DAPI

El ciclo celular se analizo en las lineas PF y PF/RNAi mediante citometria de
flujo, marcando el DNA celular con yoduro de propidio. El estudio se hizo durante un
periodo total de seis dias, tomando muestras cada 48 horas tras cada induccion del
RNAi con 1 pg/mL de doxiciclina. El experimento se realizd dos veces de forma
independiente, con tres réplicas dentro de cada experimento. Para cada muestra se
tomaron 2-10" células, centrifugando el cultivo a 1000 g durante 10 minutos. Las
células se lavaron dos veces con 5 mL de PBS 1x, y se volvido a centrifugar la
preparacion a 1000 g durante 10 minutos. A continuacion los parasitos se fijaron
durante toda la noche a 4 °C en una solucion de 70 % etanol y 30 % PBS 1x. Al dia
siguiente las células fijadas se recogieron centrifugando nuevamente a 1000 g durante
10 minutos y 4 °C, y a continuacion se lavaron dos veces con PBS 1x, centrifugando
después de cada lavado. Por tltimo, los parasitos se resuspendieron en 0,5 mL de PBS
Ix conteniendo 40 pg/mL de yoduro de propidio y 10 pg/mL de RNasa A libre de
DNasas (Qiagen), y se incubaron durante 30 minutos a RT y en oscuridad. El analisis de
las muestras se hizo con un citémetro de flujo tipo FACScalibur™ (Becton Dickinson)
utilizando el software CellQuest' ™ (Becton Dickinson). Los resultados obtenidos se

evaluaron con el software de analisis FlowJo (Tree Star Inc.).
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El ciclo celular también se analiz6 mediante microscopia de fluorescencia,
haciendo recuento del nimero de nucleos y kinetoplastos que contiene cada célula. Para
ello se utilizaron nuevamente las lineas PF y PF/RNAIi, de las cuales se tomaron
muestras tras mantenerlas en cultivo durante un periodo de seis dias tras la induccion
del RNAi con 1 pg/mL de doxiciclina. El experimento se realizd tres veces de forma
independiente, y se contabilizaron al menos 100 células por experimento. Para cada
muestra se recolectaron 10° parasitos centrifugando durante 10 minutos a 1000 g y RT.
A continuacidn las células se lavaron dos veces con TDB glucosa 1x, y seguidamente se
fijaron durante 20 minutos en solucion de lavado (PBS 1x pH 7,2 - Tween” 20 0,2 %)
conteniendo un 4 % de p-formaldehido. La fijacién se llevdo a cabo sobre un
portaobjetos previamente revestido con Poli-L-lisina 0,1 % durante 5 minutos para
permitir la adhesion de los parasitos. Las preparaciones se lavaron dos veces con
solucion de lavado para detener la fijacion, y seguidamente se montaron utilizando
ProLong® Gold Antifade Reagent con DAPI (Life Technologies). Las imagenes fueron

adquiridas con un microscopio Zeiss Axiophot (Carl Zeiss, Inc.).

C.2.4. Técnicas para el estudio de 7hEndoV en células de T.

brucei

C.2.4.1. Construccion de plasmidos

Para el silenciamiento de 7hEndoV mediante doble reemplazamiento alélico se
generaron tres plasmidos diferentes conteniendo cada uno de ellos un gen de resistencia
a los siguientes farmacos: puromicina, fleomicina y blasticidina. Para conseguir la
recombinacion en el locus de 7hEndoV, los genes de resistencia se flanquearon con 500
pares de bases de las regiones no traducidas (UTR, untranslated regions) en 3’ y 5’ de
TbEndoV. Tanto los genes de resistencia como las UTR se amplificaron con cebadores
solapantes entre si (Tabla C2), de modo que los fragmentos se fusionaron mediante
PCR. El fragmento final obtenido se clon6é en pGEM-T para su produccion en bacterias

E. coli XL1Blue.
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Por otro lado, para el silenciamiento de 7hEndoV mediante RNA de
interferencia se disefiaron dos plasmidos que permitian realizar esta técnica mediante la
generacion de una estructura tallo-lazo. Para ello se utilizaron dos regiones no
solapantes del ORF de ThEndoV, una de 400 pares de bases, entre las posiciones 29 y
428 del gen, amplificada con los cebadores DGC5 y DGC6; y otra de 477 pares de
bases, entre las posiciones 438 y 914 del gen, y amplificada con los cebadores DGC7 y
DGCS. Los fragmentos se clonaron en el vector pGR19 utilizando los sitios de
restriccion Apal y HindIII en primer lugar, y Hpal y BamHI a continuaciéon. Asi cada
fragmento se clond dos veces en el vector, en sentidos opuestos y separados por la

region stuffer que permite la formacion de la estructura tallo-lazo.

Por ultimo, para la expresion de la copia ectopica de ThEndoV se generaron dos
construcciones diferentes. La primera permite expresar la proteina de forma nativa. En
este caso, el ORF de 7hEndoV fue amplificado con los cebadores VCA43 y VCA44,
que permiten su clonacion en el vector pGRV23b utilizando los sitios de restriccion
Ndel y BamHI. La segunda construccion permite la expresion de 7ThEndoV fusionada al
epitopo myc. Para ello el ORF de 7hEndoV sin el codon de stop se amplifico con los
cebadores VCA43 y DGCS55, que permiten su clonacion en el vector pGRV33

utilizando los sitios de restriccion Ndel y Hpal.

C.2.4.2. Infeccion de ratones C57BL/6 con cepas de 7. brucei

Los estudios in vivo se llevaron a cabo en la Unidad de Experimentacion Animal
del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra. Los ratones utilizados, del
tipo C57BL/6 y con 6-8 semanas de vida, se infectaron via intraperitoneal con un total
de 5-10° parasitos diluidos a una concentracion de 5-10* parasitos/mL en PBS 1x estéril.
Para la infeccion se utilizaron las cepas monomorficas de 7. brucei BF y BF/EV-KO.
Tras la infeccion se monitorizd la parasitemia de cada individuo a partir de sangre
extraida cada dia de la cola. El recuento parasitario se realizé utilizando cdmaras de

Neubauer desechables (Kova®).
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D. RESULTADOS

D.1. CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LA
ENDONUCLEASA V DE Trypanosoma brucei
(ThEndoV)

D.1.1. Identificacion de un ortologo de endonucleasa V en el

genoma de 7. brucei

Utilizando la secuencia de la EndoV humana como punto de partida se realizo
una busqueda de secuencias relacionadas en la base de datos del genoma de 7. brucei
(GeneDB). Como resultado, se encontrd una proteina anotada como endonucleasa V
putativa (Tb927.10.6860), compuesta por 316 aminoacidos y con un peso molecular
estimado de 34,9 kDa. La secuencia obtenida se alined con ortdlogos caracterizados de
seis especies diferentes utilizando ClustalOmega (Goujon et al. 2010; Sievers et al.

2011; McWilliam et al. 2013).

El alineamiento, que incluye organismos eucariotas y procariotas, se visualizo
posteriormente en JalView con el esquema de colores de Clustal y un umbral del 50 %
(Fig. DI). Los organismos incluidos son: H. sapiens, M. musculus, P. furiosus,
B. subtilis, E. coli y T. maritima. Los resultados muestran que 7hEndoV conserva
motivos identificados como esenciales para la actividad endonucleasa en 7. maritima
(Huang et al. 2002): la tirosina en posicion 133 (Tyr133), responsable de la interaccion
enzima-sustrato; la triada Asp95-Glul42-Asp170 cuya funcién es la interaccion con el
cofactor metalico durante la catalisis; y la lisina en posicion 199 (Lys199), que
interviene en la interaccion enzima-producto. En general, 7ThEndoV muestra una mayor
semejanza con las enzimas eucarioticas, y en especial con el ortélogo humano, que con

los componentes procariotas de la familia EndoV (Tabla D1).
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Figura D1. Alineamiento de la endonucleasa V de varios organismos incluyendo 7. brucei.

Alineamiento realizado con ClustalOmega y visualizado con JalView. Los asteriscos rojos

seflalan los aminoacidos involucrados en la interaccion con el cofactor metalico. Los

aminoacidos encargados de la interaccion enzima-sustrato estan indicados con asteriscos

verdes y los aminoacidos involucrados en la interaccion enzima-producto estan indicados con

asteriscos azules. Las secuencias de los diferentes ortdlogos han sido obtenidas de la base de
datos RefSeq (NCBI): T brucei, Trypanosoma brucei (XP_822927.1); H sapiens, Homo
sapiens (NP_775898.2); M musculus, Mus musculus (NP_001158108.1); P _furiosus,
Pyrococcus furiosus (AFN03782.1); B_subtilis, Bacillus subtilis (NP_391498.2); E coli,
Escherichia coli (NP_418426.2); T_maritima, Thermotoga maritima (NP_229661.1).

Ortologo Identidad (%) Score (bits) E value \
H sapiens 37 143 3x 10
M musculus 37 145 4x 10"
P_furiosus 37 81 9x 107"
B_subtilis 26 72 9x 107"
E coli 33 105 1x 107
T maritima 29 96 7x 107

Tabla D1. Indices de identidad obtenidos tras un analisis con BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool, NCBI) entre ThEndoV Yy los seis ortologos de endonucleasa V

utilizados para el alineamiento.
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D.1.2. Expresion de 7bEndoV en el sistema heterologo

Escherichia coli

Utilizando cebadores especificos (Tabla C2), la secuencia codificante de
ThEndoV se amplificd y clond en el vector de expresion pMAL-c2x (New England
Biolabs) que permite obtener la proteina fusionada a la proteina de union a maltosa
(MBP, maltose binding protein) en el extremo amino-terminal. La cepa de E. coli TB1
se transform6 con el vector resultante (pGC11). Empleando una parejadiferente de
cebadores (Tabla C2), la secuencia de 7hEndoV se amplifico y clond también en el
vector de expresion pET28 (Novagen), que permite la expresion de la proteina
fusionada a una cola de histidinas. Con el vector resultante (pGC7) se transform¢é la

cepa de E. coli BL21 (DE3).

Las cepas transformadas TB1 y BL21 (DE3) se cultivaron hasta alcanzar una densidad
de 2-10% células/ml (Ag00~0.5) en medio LB con glucosa y ampicilina o en LB con
ampicilina, respectivamente. En ambos casos, la expresion de 7hEndoV se indujo
afiadiendo isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una concentracion final de
0.3 mM. Los cultivos se incubaron en agitacién en dos condiciones diferentes: a 37 °C
durante 2 horas y a 16°C durante 16 horas. Las bacterias se recogieron por

centrifugacion y los pellets se resuspendieron en tampdn para su posterior sonicacion.

a F. soluble F. insoluble b F. soluble F. insoluble
37° 16° 37° 16° 37°  16°
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Figura D2. Analisis mediante SDS-PAGE de las condiciones de expresion de 7hEndoV.
(a) Condiciones experimentales para la expresion de MBP-7hEndoV. Los extractos celulares,
obtenidos a partir de cultivos suplementados (+) o no (-) con IPTG, se separaron en fraccién
soluble e insoluble. (b) Condiciones experimentales para la expresion de His-7hEndoV. Los

extractos celulares se separaron en fraccion soluble e insoluble.
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Se obtuvieron los extractos de proteina en dos fracciones, una soluble y otra
insoluble. Las fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE en geles de acrilamida al
15 % (Fig. D2a,b). Las proteinas de fusion MBP-7hEndoV (77,4 kDa) e His-ThEndoV
(36,0 kDa) se expresaron en las distintas condiciones ensayadas observandose en las

correspondientes fracciones solubles.

D.1.3. Generacion de un mutante catalitico D95A mediante
mutagénesis dirigida

Con el objetivo de descartar una posible contaminacion con la EndoV bacteriana
durante el proceso de purificacion, se gener6 el mutante catalitico D95SA. El acido
aspartico en la posicion 95 estd altamente conservado y es el responsable de coordinar al
cofactor metalico durante la hidrolisis del sustrato (Dalhus et al. 2009). En varios
organismos se ha descrito que la sustitucion de este residuo por una alanina suprime la
actividad endonucleasa de EndoV (Huang et al. 2002; Vik et al. 2013). La mutacion
DI95A se gener6 mediante mutagénesis dirigida (QuikChange Lightning Multi Site-
Directed Mutagenesis Kit, Agilent Technologies) empleando el vector pGCll y
utilizando cebadores disefiados con el cambio de base deseado en la secuencia de la
proteina (Tabla C2), dando lugar al vector de expresion pGC11X. La expresion de la
proteina mutante se realizé siguiendo el mismo procedimiento que con la proteina

funcional fusionada a MBP.

D.1.4. Purificacion de 7hEndoV recombinante

La proteina fusionada a MBP se purific6 desde un extracto obtenido a partir de
500 mL de cultivo de bacterias TB1 transformadas con pGC11 o pGC11X e incubados
a 16 °C durante 16 horas. El extracto se incub6 con resina de amilosa durante 4 horas en
rotacion y a una temperatura de 4 °C para su purificacion por cromatografia de afinidad
(apartado C.2.2.3). Tras su elucion, las fracciones 2, 3 y 4 (Fig. D3a), que contenian la

mayor parte de la proteina, se combinaron en una sola preparacion. Tras sustituir el
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tampon de elucion por uno de almacenamiento, la proteina se guardo a -80 °C hasta su

utilizacion.
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La purificacion de la proteina de fusion His-7hEndoV se realizé en dos pasos
cromatograficos: afinidad e intercambio anionico. Los extractos se obtuvieron a partir
de la sonicacion de un pellet de bacterias obtenido de un cultivo incubado a 16 °C
durante 16 horas. La purificacion se inicié mediante cromatografia de afinidad a niquel
empleando una columna HiTrap Chelating HP (GE Healthcare) acoplada a un equipo
FPLC (Pharmacia). Las fracciones obtenidas (Fig. D3b) se combinaron y el tampon se
sustituyd antes de proceder al segundo paso de purificacion mediante intercambio
i6nico, para el cual se empled una columna MonoQ 5/50 GL (GE Healthcare) acoplada
a un sistema de HPLC AKTAbasic (GE Healthcare). Las fracciones que contenian la
mayor parte de la proteina (Fig. D3c) se combinaron y el tampon de elucion se sustituyo

por tampdn de almacenamiento.
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D.1.5. Identificacion de 7hEndoV mediante Huella de Masas
Peptidicas

La identidad de la proteina purificada se confirmé mediante un andlisis de
Huella de Masas Peptidicas (Peptide Mass Fingerprinting, PMF) en el Servicio
Proteémica del I.P.B Lopez-Neyra. La banda correspondiente al tamafio esperado de la
proteina obtenida durante la purificacion se analizd6 mediante un espectrémetro de
masas MALDI TOF/TOF modelo UltrafleXtreme de Bruker. El espectro de masas
obtenido se utilizd para identificar las proteinas en las bases de datos de 7. brucei y
Swiss-Prot con filtro para E. coli mediante el uso de MASCOT (Matrix Science) como
motor de busqueda. El resultado, con una cobertura de secuencia del 32,9 %, concluye
la identificacion de una Unica proteina de 34,9 kDa anotada como endonucleasa V en la

base de datos de 7. brucei.

D.1.6. Obtencion de anticuerpos policlonales frente a 7ThEndoV

Con el fin de obtener anticuerpos policlonales frente a 7hEndoV se inmuniz6 un
conejo utilizando la proteina recombinante soluble His-7hEndoV. Tras recoger el suero
inmunizado, el anticuerpo se purific6 mediante afinidad empleando la proteina
purificada acoplada a una resina Affi-Gel®15. La validez del anticuerpo fue confirmada
por western blot mediante la deteccion de proteina purificada (20 ng). En cambio, en
extractos de 7. brucei la proteina endogena no pudo detectarse debido tal vez a un bajo

nivel de expresion de EndoV (Fig. D4).

Extracto total

Figura D4. Validacion del anticuerpo anti-7hEndoV PR —BF PF

mediante western blot. PR, proteina recombinante purificada
Eaud ThEndoV

(20 ng). Los extractos celulares se obtuvieron a partir de 5-10°

parasitos de la forma sanguinea (BF) y de la forma prociclica

(PF). B-tubulina (8-TUB), control de carga.

St S| o-TUB
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D.1.7. ThEndoV es una ribonucleasa con actividad sobre

hipoxantina

Para caracterizar la actividad catalitica de 7hbEndoV en primer lugar se incub6 la enzima
con distintos sustratos de DNA que portan una lesion en la posicion central, bien uracilo
(U) o hipoxantina (Hx). Los oligonucle6tidos (Tabla C3) de cadena sencilla (ss, single
strand) de 21 bases se marcaron con P*? en su extremo 5°, y los oligonucleotidos
complementarios para formar los sustratos de cadena doble (ds, double strand) se
disenaron para generar pares Hx:T (dsDNA dI:dT) o Hx:C (dsDNA dI:.dC) y U:G
(dsDNA dU:dG) o U:A (dsDNA dU:dA).
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Figura DS. 7hEndoV muestra baja o ninguna actividad sobre sustratos de DNA.
Oligonucledtidos de DNA en cadena sencilla (ssDNA) o cadena doble (dsDNA), que portan
Hx (a-¢) o U (d-f) en posicién central, se incubaron con concentraciones crecientes de
ThEndoV (0 - 2000 nM, como se indica en las figuras). El producto de la reaccion se analizd
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20 % (19:1). Se indica
la posicion del sustrato (S) y el producto (P). El mutante catalitico D95SA se utiliz6 como

control negativo.
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Estos apareamientos mimetizan posibles sustratos fisiologicos procedentes de la
desaminacion de adenina y citosina, en el caso de los pares Hx:T y U:G,
respectivamente. Mientras que los pares Hx:C y U:G se producirian como resultado de
la incorporacion errénea de Hx y U durante la replicacion. En general, 7hEndoV
muestra baja o ninguna actividad endonucleasa sobre DNA (Fig. D5). En el caso de la
Hx, ThEndoV presenta cierta actividad sobre ssDNA dI y dsDNA dI:dT (Fig. D5a,b), y
practicamente ninguna sobre dsDNA dI:dC (Fig. D5c). Por otro lado, se detect6 cierta
actividad sobre U en ssDNA (Fig. D5d) a altas concentraciones de enzima pero no sobre
los sustratos de DNA de doble cadena (Fig. D5e,f). El mutante D95A no presentaba
actividad alguna en ninguno de los casos, demostrando que la actividad observada es

intrinseca a 7hEndoV.

Mientras que la EndoV bacteriana presenta actividad endonucleasa significativa
sobre sustratos de DNA y de RNA, la EndoV humana s6lo procesa de manera eficiente
Hx en sustratos de RNA (Morita et al. 2013; Vik et al. 2013). Para evaluar la actividad
endonucleasa de la enzima de T. brucei sobre RNA, ThEndoV se incubd con un
oligorribonucledtido (Tabla C3) de 21 bases, con una Hx en posicion central (ssRNA
rl). Al igual que con los sustratos de DNA, se disefiaron cadenas complementarias a este
oligonucleotido para generar sustratos de cadena doble donde la Hx queda enfrentada
tanto a uracilo (dsRNA rl:rU) como a citosina (dsRNA rl:rC). Ciertamente, 7ThEndoV
procesa de forma muy eficiente RNA de cadena sencilla con Hx (Fig. D6a, f, g), aunque
no muestra ninguna actividad significativa sobre los sustratos de cadena doble (Fig.
D6b, c, g). Como esperabamos, la incubacion con el mutante D95SA no generd ninglin

producto de reaccion.

Adicionalmente, se contempld la posibilidad de que la incorporaciéon de Hx se
produzca en la hebra de RNA naciente durante la transcripcion, dando lugar a hibridos
DNA:RNA en los que quedaria enfrentada a citosina (dssSRNA:DNA rl:dC). No obstante,
los ensayos no revelaron ninguna actividad endonucleasa relevante de 7hEndoV sobre

este sustrato (Fig. D6d, g). Solo se encontr6 cierto grado de actividad frente a un
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sustrato semejante en el que el ribonucleétido de Hx queda enfrentado a un

desoxirribonucleétido de timina (d&SRNA:DNA rI:dT) (Fig. Dée, g).
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Figura D6. ThEndoV procesa eficientemente hipoxantina en RNA. Oligonucleétidos de
RNA en cadena sencilla (a,f), cadena doble (b,¢) o hibridados con cadenas complementarias de
DNA (d,e), y portando Hx en la posicion central, se incubaron con concentraciones crecientes
de ThEndoV (0 - 2000 nM, como se indica en las figuras). Los productos de reaccion se
resolvieron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 20 % (19:1).
Se indica la posicion del sustrato (S) y el producto (P). El mutante catalitico D95A se utilizd
como control negativo. (e) Cuantificacion de los datos representados en (a - d). Cada punto

representa la media (=SD) de tres experimentos independientes.
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Es interesante remarcar que en ninguna de las condiciones probadas 7hEndoV
fue capaz de catalizar el corte del sustrato completamente, ni siquiera a la maxima
concentracion de enzima (2000 nM). Esto solo se fue posible al emplear un sustrato de
secuencia diferente (Fig. D6f, g), lo que indica que el reconocimiento y/o la incision del
sustrato depende de su secuencia y apoya la idea de que la estructura secundaria del

sustrato podria ser un factor determinante de la actividad de EndoV.

Por ultimo, dado el amplio abanico de sustratos que reconocen los componentes
procariotas de la familia EndoV, se consider¢ la posibilidad de que 7hEndoV estuviera
actuando sobre otro tipo de lesiones en DNA. Sin embargo, en nuestros ensayos no se
encontrd actividad significativa frente a distintos tipos de lesiones tales como
8-oxoguanina, residuos de tetrahidrofurano (que mimetizan sitios abadsicos),
5’-hidroxi-2’desoxiuridina o 5’6’-dihidrouracilo, dafios provocados por estrés oxidativo

y nitrosativo (Fig. D7).

. Dipwge Tk SOk DHU Figura D7. Actividad de 7bhEndoV sobre diferentes
ndo < + . + = + » +

lesiones en DNA. Oligonucle6tidos de DNA en cadena
- ..- # " . =S sencilla portando 8-oxoguanina (8-0x0G), tetrahidrofurano

=P (THF), 5’-hidroxi-2’desoxiuridina (5-OH-dU) o 5°6’-

dihidrouracilo (DHU) en la posicion central se incubaron con

un exceso de 7HEndoV (2000 nM). Los productos de
reaccion se resolvieron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 20 % (19:1).

Se indica la posicion del sustrato (S) y el producto (P).

D.1.8. Condiciones optimas de reaccion de 7ThEndoV

Las condiciones Optimas para la actividad in vitro de ThEndoV se establecieron
utilizando un sustrato de RNA de cadena sencilla con una hipoxantina en la posicion
central (RNA rlI, Tabla C3). EndoV es una endonucleasa dependiente de cofactor
metalico (Gates and Linn 1977). La caracterizacion bioquimica de ortdlogos de EndoV
de otros organismos nos muestra que el pH adecuado para la reaccion oscila entre 7y 9

dependiendo del metal utilizado (Mi et al. 2011; Vik et al. 2013).
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Figura D8. Analisis de las condiciones de reacciéon para la actividad endonucleasa de

ThEndoV. Un oligonucledtido de RNA portando una inosina en la posicion central se incubo

con ThEndoV (100 nM) en diferentes condiciones de reaccion: (a) efecto de la concentracion y

naturaleza del cofactor metalico (Mg>" o Mn”") a pH 7,5; (b) efecto del pH en presencia de

Mg?* (0,5 mM) o de Mn*" (10 mM); (c¢) efecto de la fuerza ionica sobre la actividad empleando

diferentes concentraciones de NaCl o KCI.

La actividad de ThEndoV a pH 7,5 es mayor a bajas concentraciones Mn®"

(0,5-1 mM) o a altas de Mg*" (5-10 mM), aunque en términos absolutos el Mn®" es el

cotactor metalico preterido (Fig. D38a). En presencia de Mn , 9 mM), el pH optimo es
f; Ali ferido (Fig. D8a). E ia de Min>" (0,5 mM), el pH opti

7,5 mientras que utilizando Mg”" (10 mM) como cofactor, la actividad enzimatica es

maxima a un pH de 8,5 (Fig. D8b). Por otro lado, la presencia de NaCl o KClI inhibe la

actividad (Fig. D8c), por lo que finalmente se dejaron fuera de la mezcla de reaccion.

D.1.9. Analisis de los determinantes de sustrato para la actividad

endonucleasa de 7hEndoV

EndoV hidroliza el segundo enlace fosfodiéster en 3 de la lesion (Yao et al.

1994). Este corte tan peculiar se explica por su estructura, en la cual el sitio de union al

sustrato y el sitio activo estan separados (Dalhus et al. 2009), aunque su significado
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funcional atn no se conoce. En procariotas, EndoV es capaz de procesar DNA y RNA
con similar eficiencia. Por ¢l contario, tanto la enzima de mamiferos (Morita et al. 2013;
Vik et al. 2013) como la de 7. brucei, tienen una fuerte preferencia por RNA sobre
DNA. Esto indica que el grupo 2’-hidroxilo ausente en la desoxirribosa es necesario

para la eficiencia catalitica de EndoV.
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Figura D9. La presencia de un ribonucledtido en 3’ de la base desaminada es esencial
para la actividad de ThEndoV. (a, b) Oligonucledtidos de DNA de cadena sencilla o doble
con riboinosina o (¢, d) desoxiinosina seguida en 3’ por un ribonucledtido se incubaron con
concentraciones crecientes de 7hEndoV (0 - 2000 nM, como se indica en las figuras). El
producto de la reaccion se resolvid mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida 20 % (19:1). Se indica la posicion del sustrato (S) y el producto (P). El
mutante catalitico D95A se utiliz6 como control negativo. (e) Cuantificacion de los datos
representados en (a - d). Cada punto representa la media (+SD) de tres experimentos

independientes.

Con el fin de establecer los determinantes de sustrato necesarios para la

actividad de 7hEndoV, disefiamos oligonucledtidos de DNA en los cuales la lesion
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(Hx), o la base en 3’ de la lesion, es un ribonucleotido (Tabla C3). Los ensayos de
actividad revelaron que TbEndoV no corta los sustratos de DNA portando riboinosina y
seguidos en 3’ por una desoxirribosa (ssDNA rIdG y dsDNA rIdG:dTdC) (Fig. D9a, b,
e). En cambio, un desoxirribonucleétido de inosina seguido en 3’ por un ribonucleétido
(ssDNA dIrG y dsDNA dIrG:dTdC) si es procesado de manera eficiente por TbEndoV,
tanto si el sustrato es de cadena sencilla o doble (Fig. D9c, d, e) aunque el proceso es

mas eficiente en el caso de la cadena sencilla.

D.1.10.7hEndoV actua sobre inosina en sustratos tRNA

En T. brucei se ha caracterizado una adenina desaminasa implicada en la edicion
de tRNA (ADAT) esencial para la supervivencia del parasito (Rubio et al. 2007). El
tRNA correspondiente al amino acido treonina (tRNA™™) posee tres isoaceptores
codificados en el genoma (5’-AGU, UGU, CGU-3") de T. brucei. La lectura del cuarto
codon que codifica este aminoacido en el codigo genético (5°-ACC-3’) depende de la
desaminacion de la adenina en la posicion wobble del anticodon 5’-AGU- 3°. Existen
hasta 8 especies de tRNA (alanina, arginina, isoleucina, leucina, prolina, serina, treonina
y valina) en la misma situacion en 7. brucei, por lo que la correcta traduccion de las
proteinas depende en gran medida de este proceso de edicion. La inosina en la posicion
wobble se genera de forma continua y se encuentra en cadena sencilla, lo que podria
hacerla susceptible de ser procesada por 7hEndoV y constituir uno de sus sustratos

fisiologicos.

Para comprobar si 7hEndoV es capaz de procesar este tipo de sustratos se
generaron versiones truncadas del tRNA™ con la secuencia del brazo del anticodon
portando adenina o inosina en la posicion wobble (Tabla C3). Como muestra la Fig. 10,
ThEndoV cataliza la incision de la molécula de tRNA cuando la adenina
(tRNA™ C3,A34) es sustituida por Hx (tRNA™ Cy,l34) en la posicion wobble (Fig.

D10a, b, e).
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Figura D10. 7hEndoV procesa eficientemente inosina en sustratos que emulan la
estructura de RNA transferentes. Dos posiciones (citosina 32 y adenina 34) son editadas en
el tRNA de la treonina en T. brucei. ThEndoV (0 - 2000 nM, como se indica en las figuras) se
incubd con los siguientes sustratos que mimetizan los distintos grados de edicion: (a)
Oligonucledtidos de RNA con la secuencia correspondiente al brazo del anticodon del
aminoacido de la treonina con el anticodon en su forma nativa; (b) con inosina en posicion 34;
(¢) con uracilo en posicién 32; (d) y con ambas posiciones editadas. Los productos de reaccion
se analizaron mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 20 % (19:1).
Se indica la posicion del sustrato (S) y el producto (P). El mutante catalitico D95A se utilizd
como control negativo. (e) Cuantificacion de los datos representados en (a - d). Cada punto
representa la media (£SD) de tres experimentos independientes. Los asteriscos sefialan

diferencias significativas calculadas mediante la prueba ¢ de Student: * p<0,05.

Adicionalmente, se ha descrito que la desaminacion de As4 se ve estimulada por la
desaminacion de la citosina en la posicion 32 del tRNA™ (Rubio et al. 2006). Para
comprobar el efecto que la presencia de U en esta posicion pueda tener en la actividad
de ThEndoV generamos sustratos con dicha modificaciéon en combinacion con adenina

0 inosina (tRNAThr UsAszg y tRNAT Usylas). Nuestros resultados indican que la
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presencia de uracilo tiene un efecto negativo en la capacidad de ThEndoV para procesar
este tipo de sustratos, lo que sugiere que la desaminacidén de citosina en posicion 32
puede ser un mecanismo para inhibir el procesamiento de tRNAs editados en la posicion

32 (Fig. D10c, d, e).

D.2. PAPEL BIOLOGICO DE ThEndoV

D.2.1. Generacion de lineas deficientes en EndoV

Con el objetivo de estudiar la relevancia de EndoV en la biologia de 7. brucei se
generaron lineas de tripomastigotes sanguineos y prociclicos deficientes en EndoV.
Mientras que en células procariotas se ha postulado que Endo V tiene un papel
importante en la ruta alternativa de reparacion por escision de bases, en células
eucariotas Endo V parece tener una funcion preponderante en la incision de RNA. En
nuestro caso ThEndoV parece tener como sustrato preferencial el RNA de cadena
simple aunque no se puede descartar su papel en DNA. La generacion de mutantes
defectivos en EndoV permite disponer de una herramienta muy util para analizar su
funcién celular en las distintas formas de vida del parésito. Para la inactivacion de
TbEndoV se realiz6 un doble reemplazamiento alélico. Para ello, se disefiaron tres
construcciones en las cuales el gen de resistencia a fleomicina, puromicina o
blasticidina estaba flanqueado por 500 pares de bases de las regiones no traducidas
(untranslated regions, UTRs) situadas en 5’ y 3’ de EndoV en el genoma de 7. brucei.
El reemplazamiento alélico de 7hEndoV se consiguié mediante recombinacion de la
construcciéon en las zonas UTR de los parasitos transfectados, los cuales fueron

seleccionados afiadiendo blasticidina, fleomicina o puromicina al medio.

Para obtener las lineas KO de 7hEndoV, las lineas parentales de ambas formas
se transfectaron secuencialmente con las construcciones linearizadas, tras lo cual los
clones recombinantes se seleccionaron en presencia del antibidtico apropiado. La

integracion de los marcadores de seleccion se confirmé por PCR empleando cebadores
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que hibridaban en 5” o0 3’ del cassette de inactivacion de 7hEndoV en combinacién con
cebadores especificos del marcador de seleccion (Tabla C3). La primera ronda de
transfecciones en parésitos de la formas sanguinea y prociclica dieron lugar a clones
resistentes a puromicina que habian integrado correctamente el correspondiente
marcador de seleccion. Uno de estos clones de cada forma fue seleccionado para una
segunda ronda de transfeccion con un cassette de inactivacion con fleomicina

(tripomastigotes sanguineos) o blasticidina (prociclicos) como marcadores de seleccion.
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Figura D11. Comprobacién mediante PCR del doble reemplazamiento alélico de
ThEndoV en parasitos de la forma sanguinea. (a) Producto de PCR sobre DNA genomico
de células donde uno de los alelos de 7hEndoV ha sido reemplazado por el gen de resistencia
a puromicina o (b) fleomicina. Los cebadores utilizados producen fragmentos de 1470 y 1275
pares de bases en el caso de la puromicina, y fragmentos de 1120 y 1235 pares de bases en el
caso de la fleomicina. (¢) La amplificacion con cebadores especificos para el ORF de
ThEndoV resulta positiva cuando utilizamos DNA genémico de células parentales o con un
unico alelo (sKO) de ThEndoV, y negativa sobre DNA genomico de células con ambos alelos

reemplazados (dKO).
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En la forma sanguinea, ambos alelos fueron reemplazados de forma satisfactoria.
Los marcadores de seleccion se insertaron en ambos loci de ThEndoV (Fig. D11a,b), y
no fue posible amplificar el ORF de la proteina mediante PCR (Fig. D11c¢). Asi mismo,
no se detectd expresion de ThEndoV mediante PCR cuantitativa sobre RNA total
(Fig. D13a). Se estableci6 asi una linea KO deficiente en EndoV en la forma sanguinea
de T. brucei, lo que indica que esta enzima no es esencial en esta forma del parésito en

condiciones de cultivo axénico.
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Figura D12. Comprobacion mediante PCR del doble reemplazamiento alélico de
ThEndoV en parasitos de la forma prociclica. (a) Producto de PCR sobre DNA gendmico de
células donde uno de los alelos de ThEndoV ha sido reemplazado por el gen de resistencia a
puromicina o (b) blasticidina. Los cebadores utilizados producen fragmentos de 1470 y 1275
bp en el caso de la puromicina, y fragmentos de 920 y 1023 bp en el caso de la blasticidina. (¢)
La amplificacion con cebadores especificos para el ORF de 7hEndoV resulta positiva en todos
los casos ya que el reemplazamiento alélico completo s6lo se ha conseguido en presencia de

una copia ectdpica del gen.
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En la forma prociclica, el reemplazamiento alélico completo no fue posible. Sélo
se obtuvieron clones tras la segunda ronda de reemplazo alélico condicionados a la
presencia de una copia ectopica del gen. Para esto ultimo, células obtenidas tras la
sustitucion del primer alelo se transfectaron con una construccion de DNA que incluye
ademas de un marcador de seleccion, el gen 7hEndoV, cuya expresion se regula por
doxiciclina y esta flanqueado por secuencias que permiten la integracion en regiones
rDNA. La sustitucion del segundo alelo se hizo en presencia de 1 pg/mL de doxiciclina
para mantener la expresion de la copia ectopica de ThEndoV. Se obtuvieron clones en
los cuales ambos marcadores se habian insertado de forma correcta (Fig. D12a,b), pero
que contenian una copia ectopica del gen (Fig. D12c¢). Todos los clones seleccionados
expresaban niveles de mRNA de 7hEndoV semejantes a la linea parental desde la copia
ectopica y de forma constitutiva incluso en ausencia de doxiciclina (Fig. D13b). En
consecuencia, la linea celular obtenida no puede considerarse una linea KO bona fide

deficiente en 7hEndoV.

Dada la imposibilidad de generar el KO de 7hEndoV en la forma prociclica de
T. brucei, se procedio a suprimir la expresion del gen mediante interferencia mediada
por RNA (RNAI). Para ello, una regién de 477 pb del gen ThEndoV se amplificéd y
clono en un vector de expresion en orientaciones opuestas flanqueando una secuencia de
DNA denominada stuffer, que permite la formacién de un RNA de estructura tallo-lazo.
La expresion de este RNA estd regulada mediante un promotor inducible con
doxiciclina. Tras obtener transfectantes de RNAI, los niveles de expresion de 7bEndoV
se determinaron mediante PCR cuantitativa. Como muestra la Fig. D13, la eficiencia de
este RNAIi resultd ser muy reducida, reteniendo las células transfectadas mas de un
80 % de la expresion de 7hEndoV mRNA respecto a células control tras 6 dias de

induccién (Fig. D13c).

Conociendo la reducida eficacia del RNAI, se generd una segunda construccion
de RNAi empleando una region de 400 pb sin solapamiento con la de la anterior

construccion. En este caso se obtuvieron varios clones que mostraban una reduccioén
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significativa en los niveles de mRNA (Fig. D13d) (p<0.05). Los niveles de expresion se
cuantificaron tras 2, 4 y 6 dias de induccién del RNAi. La inhibicién de la expresion

llego a ser de hasta el 60 % a los cuatro dias.
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Figura D13. Medicion de los niveles de mRNA de 7hEndoV en células KO y RNAi.
Niveles de mRNA de 7hEndoV medidos mediante PCR cuantitativa utilizando RNA total de:
(a) células sanguineas dKO; (b) células prociclicas dKO con una copia ectopica inducible de
TbEndoV; y (e,d) células prociclicas RNAI tras 2, 4 y 6 dias de induccion utilizando 1pg/mL
de doxiciclina. Los datos corresponden a la media (£SD) de tres experimentos independientes.
Los asteriscos sefialan diferencias significativas calculadas mediante una prueba ¢ de Student: *
p<0,05.

D.2.2. Generacion de lineas transgénicas que sobreexpresan

ThEndoV

Con el fin de obtener lineas de tripomastigotes prociclicos y sanguineos que
sobreexpresaran 7hEndoV, las cepas parentales de ambas formas se transfectaron con
vectores de expresion con una copia inducible del gen 7hEndoV o ThEndoV fusionado
en C-terminal con el epitopo c-myc (7bEndoV-myc). Los altos niveles de proteina
expresados por estas cepas permitieron su observacion mediante western blot usando

anti-7bEndoV (Fig. D14a,c,d) o anti-myc (Fig. D14b).
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Figura D14. Niveles de expresion de 7HhEndoV en lineas celulares transgénicas de 7.
brucei. (a) Sobreexpresion de 7hEndoV o (b) ThEndoV-myc en la linea parental de la forma
prociclica. (¢) Sobreexpresion de 7hEndoV en la forma sanguinea. (d) Expresion ectopica de
ThEndoV en la linea PF/UNG-KO derivada de la forma sanguinea. En todos los casos, los
niveles de proteina detectados corresponden a extractos totales de 5-10° parasitos. La deteccion
de ThEndoV-myc se llevé a cabo utilizando un anticuerpo especifico para este epitopo. La

proteina B-tubulina se utilizdo como control de carga.

Es necesario sefialar que a pesar de sucesivos intentos, no fue posible generar
lineas de la forma sanguinea que sobreexpresasen 7hEndoV-myc. Adicionalmente, se
obtuvo la expresion de una copia ectdopica de 7hEndoV en una linea sanguinea
previamente establecida en nuestro laboratorio deficiente para la uracilo-DNA
glicosilasa (UNG) (PF/UNG-KO/ThEndoV). UNG es la unica glicosilasa en 7. brucei
implicada en la eliminacidn de la base uracilo en el proceso de reparacioén por escision
de bases. El objeto de esta linea celular es el estudio del papel de 7hEndoV en la
eliminacion de uracilo del DNA, funcién que habia sido previamente descrita para sus

ortélogos procarioticos.
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D.2.3. Efecto de la deplecion o eliminacion de 7hEndoV sobre la

tasa de proliferacion de 7. brucei

Para estudiar el impacto que tiene la supresion de la actividad de EndoV sobre la

proliferacién celular se monitorizd el crecimiento de tres cultivos independientes

durante un periodo de 16 dias. Los cultivos se diluyeron a la densidad de partida cada

48 horas si bien las curvas de proliferacion representadas corresponden al crecimiento

acumulado durante el periodo total. La induccion de la copia ectdpica de 7ThEndoV o del

RNAI se realizd mediante suplementacion con 1 pg/mL de doxiciclina.

En el caso de la forma sanguinea, las lineas celulares BF y BF-dKO se cultivaron en

medio HMI-9 suplementado con un 10 % de suero bovino fetal (SBF), y partiendo de

una densidad inicial de 5-10° parasitos/mL. En dichas condiciones, la eliminacion de

ThEndoV en las formas sanguineas de 7. brucei no alter6 de manera significativa la tasa

de crecimiento de dichos parasitos (Fig. D15a).
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Figura D15. Impacto de la endonucleasa V en la proliferacion de 7. brucei in vitro. (a)

Representacion del crecimiento acumulativo de lineas de parasitos sanguineos. BF, linea

parental; dKO, doble knock-out de EndoV. (b) Proliferacion de lineas de parasitos prociclicos.

PF, linea parental; dKO/ThEndoV, doble knock-out de 7hEndoV con copia ectdpica. (¢) Efecto

del RNAi de 7hEndoV. -/+ dox, -/+ doxiciclina. Todos los datos se obtuvieron a partir de tres

experimentos independientes.
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Asi mismo, se determind la proliferacion de las cepas prociclicas PF,
dKO/ThEndoV y ThEndoV-RNAI, cultivadas en medio SDM-79 suplementado con un
10% de SBF y 7.5 pg/mL de hemina, y partiendo de una densidad inicial de
2-107 parésitos/mL. Como hemos comentado previamente, la linea dKO/ThEndoV
presenta niveles de expresion residuales de la copia ectopica en ausencia de inductor.
Quizds por este motivo, los parasitos dKO/7hEndoV no mostraron diferencias
significativas en proliferacion respecto a la linea parental control (Fig. D15b). Por otra
parte, los altos niveles de 7ThEndoV en presencia de inductor (> 3000 %) (Fig. D13b) no
afectan a la capacidad proliferativa del parasito. Por el contrario, la deplecion de
ThEndoV mediante la induccion del RNAi provocd un defecto moderado pero
consistente del crecimiento respecto a las lineas control PF y ThEndoV-RNAi en

ausencia del inductor (Fig. D15¢).

D.2.4. La deplecion de 7hEndoV en formas prociclicas de T.

brucei causa alteraciones importantes en el ciclo celular

Teniendo en cuenta el defecto en proliferacion que presentan las células
prociclicas con bajos niveles de EndoV, se procedid a su caracterizacion mediante el
analisis por citometria de flujo (FACS, fluorescence-activated cell sorting) de la
progresion del ciclo celular a 2, 4 y 6 dias tras la induccién del RNAI en tres cultivos
independientes. Los parasitos fijados se marcaron con yoduro de propidio con el
objetivo de distinguir las diferentes fases del ciclo celular (G1, S y G2/M) segun la
carga genética. Como podemos observar en la figura D16a, el analisis mediante FACS
revela una acumulacion de células en fase S (del 10,8 % al 23,3 %; p<0,001) cuando se
depleciona 7ThEndoV lo que podria indicar un defecto durante la duplicacion del DNA
nuclear. Este aumento de la poblacion en fase S va acompanado de una disminucion del
nimero de células que encontramos en fase Gl (del 56,1 % al 40,7 %; p<0,001).
Ademas, se produce un aumento significativo del niimero de parasitos en fase sub-G1

(del 0,8 % al 5,0 %; p<0,001).
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Con el objetivo de validar estos datos, se llevdo a cabo microscopia de
fluorescencia utilizando 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para tefiir el DNA celular.
Este experimento permite conocer el nimero de nucleos y kinetoplastos que posee cada
célula. La microscopia se realizo tras seis dias de induccién del RNAi, cuando el
defecto en crecimiento es mas acusado. El recuento final corresponde a la media de tres

experimentos independientes con un total de més de 100 células cada uno.
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Figura D16. Analisis del ciclo celular en formas prociclicas deficientes en EndoV. (a)

Analisis mediante FACS de células prociclicas tras 2, 4 y 6 dias de silenciamiento de 7hEndoV
mediante RNAi. Los datos corresponden a la media (£SD) de tres experimentos
independientes. Los asteriscos sefialan diferencias significativas calculadas mediante la prueba
t de Student: *** p<0,001. (b) Cuantificacion del nimero de nucleos y kinetoplastos mediante
microscopia de fluorescencia en células prociclicas tras 6 dias de represion de la expresion de
ThEndoV mediante RNAi. Los datos corresponden a la media (+SD) de las células (>300)
procedentes de tres experimentos independientes. Los asteriscos seflalan diferencias
significativas calculadas mediante la ¢z de Student: * p<0,05 y ** p<0,01. (c¢) Imagenes
representativas de microscopia realizada sobre parasitos prociclicos tras 6 dias de induccion del

RNAI donde los nucleos (N) y los kinetoplastos (K) han sido marcados con DAPI.
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La figura DI16b ilustra los resultados obtenidos para las cepas PF vy
EndoV-RNAi. Se observan cambios significativos en cuatro poblaciones celulares
distintas: en primer lugar, un incremento del nimero de parasitos IN1K* (del 20,3 % al
29,0 %; p<0,01). Esta poblacion presenta un nucleo mas grande y alargado que las
c¢lulas normales que es resultado de una ralentizacion de la transicion S—G2/M
produciéndose una acumulacion de células en fase S también observada mediante
FACS. Por otro lado, observamos una disminucion de la poblacion IN1K (del 66,7 % al
52,1 %; p<0,01), que comprende células en fase G1, asi como un aumento de células
IN2K (del 3,6 % al 10,1 %; p<0,05), que representa a células en fase G2. Por tltimo, la
principal anomalia observada fue el incremento de células ON1K (del 0 % al 3,7 %;
p<0,01), denominadas zoides. Estas cé¢lulas carecen de nucleo, lo que indica un defecto
durante la division mitotica, y se incluyen en la poblacion sub-G1 encontrada en FACS.
Un fenotipo semejante, con inhibicion de la fase S y mitosis defectuosa, se ha descrito
en la forma prociclica de T. brucei tras el tratamiento con bleomicina o afidicolina (Ono
and Nakabayashi 1980; Ploubidou et al. 1999) y es resultado de la progresion de la

citoquinesis en ausencia de mitosis.

D.2.5. Analisis del impacto de 7hEndoV sobre la infectividad y

virulencia en un modelo animal

La relevancia de ThEndoV durante el proceso de infeccion se evalud en ratones
hembra C57BL/6. Se infectaron tres ratones con 5-10° parasitos (en tampén
TDB-glucosa) de cada una de las lineas. Tras monitorizar la parasitemia en sangre asi
como la supervivencia de los ratones durante 8 dias post-infeccion no se encontraron
diferencias significativas en la evolucion de la parasitemia ni en la media de
supervivencia de los ratones infectados con la linea deficiente para ThEndoV, que se

mantiene en torno a los seis dias post-infeccion (Fig. D17a, b).
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Figura D17. Efecto de 7hEndoV sobre la infectividad y virulencia. (a) Supervivencia tras la
infeccion de tres ratones C57BL/6 infectados con 5-10° parasitos de las formas sanguineas
parental (BF) y KO de 7hEndoV (dKO). (b) La parasitemia observada se ha representado
como la media (£SD) de los recuentos obtenidos para los diferentes ratones a distintos dias

post-infeccion.

D.2.6. Papel de ThEndoV en la proteccion frente a agentes

genotoxicos

Durante el proceso de infeccion, la forma sanguinea de 7. brucei se ve sometida
a agentes que producen dafios en el DNA por lo que el mantenimiento de la integridad
genOmica es vital durante esta etapa del ciclo. En este contexto, 7ThEndoV podria estar
actuando en una ruta de reparacion por escision alternativa a BER como ocurre en
bacterias. No obstante, nuestros datos indican que 7hEndoV no tiene una actividad
significativa sobre sustratos de DNA, aunque no se puede descartar que otros factores
ausentes in vitro puedan estar modulando su actividad en la célula. Asi, hay estudios
que indican que la presencia de ATP a niveles fisiologicos inhibe la actividad de
ThEndoV, mientras que la presencia de la proteina PABPI la estimula (Nawaz et al.
20164a). Por otro lado, no podemos excluir del todo un papel en el metabolismo de DNA
para ThEndoV ya que estudios de complementacion génica sefialan que las enzimas de
mamiferos, con especificidad de sustrato similar a la enzima de tripanosoma, son
capaces de revertir el fenotipo hipermutador que presentan cepas de E. coli deficientes
en EndoV (Moe et al. 2003; Mi et al. 2012). Ademads, nuestros datos indican que
ThEndoV se encuentra, aunque en menor proporcion, en el nucleo (véase apartado

D.3.1) donde podria estar llevando cabo tal funcion.
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En base a estos indicios experimentales, se estudié la implicacion de 7hEndoV
en la capacidad de proliferacion de parésitos de la forma sanguinea tras su exposicion a
diversos compuestos quimicos que comprometen la integridad gendémica. Las lineas
celulares utilizadas fueron las siguientes: linea parental (BF), linea doble knock-out de
ThEndoV (dKO), linea parental que expresa ThEndoV ectopicamente (BF/ThEndoV) y
la linea dKO complementada con copia ectdpica de ThEndoV (dKO/ThEndoV). Dada la
posible interaccion funcional entre UNG y EndoV se emplearon ademas las lineas
PF/UNG-KO y PF/UNG-KO/ThEndoV. Todas las lineas se cultivaron en medio HMI-9
en presencia de diferentes concentraciones de los compuestos ensayados, y partiendo de
una densidad inicial de 5-10° parasitos/mL. Tras 48 horas en cultivo se contabilizo el

namero de células con un contador de particulas Z2 de Beckman Coulter ™.

D.2.6.1. Papel de EndoV en la reparacion de uracilo en el DNA genémico de

T. brucei

Las endonucleasas V procaridticas reconocen y catalizan la incision de DNA con
uracilo de manera eficiente, demostrandose asi mismo su participacion en el proceso de
reparacion en bacterias (Gates and Linn 1977; Demple and Linn 1982; Lopez-Olmos et
al. 2012). Para estudiar la implicacion potencial de 7hEndoV en reparacion de DNA
empleamos dos agentes que promueven la presencia de uracilo en DNA mediante

distintos mecanismos, el metotrexato y el bisulfito de sodio.

El metotrexato (MTX) es un inhibidor de la dihidrofolato reductasa, que en
T. brucei se presenta como una enzima bifuncional con actividad timidilato sintasa. La
inhibicién de esta enzima, clave para la sintesis de novo de pirimidinas, genera una
reduccion en la sintesis de dTTP y un aumento en los niveles de dUTP (Horowitz et al.
1997; Castillo-Acosta et al. 2008). El incremento de la ratio dUTP/dTTP promueve la
incorporaciéon de dUTP durante la replicacion, generando pares uracilo-adenina en
DNA. El tratamiento con MTX en un rango de concentraciones de 0 a 10 uM no reveld
diferencias notables entre células deficientes en EndoV (Fig. D18a) o que sobreexpresan

esta endonucleasa (Fig. D18b) y la linea parental control. En un fondo genético
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deficiente en UNG, cuya sensibilidad a antifolatos se ha demostrado anteriormente

(Castillo-Acosta et al. 2012), la expresion de altos niveles de 7hEndoV, muy por

encima de los niveles fisioldgicos, no logra revertir el fenotipo de hipersensibilidad a

MTX (Fig. D18c).
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Figura D18. Efecto de la deplecion o sobreexpresion de 7bEndoV en parasitos sanguineos

cultivados en presencia de MTX. Los parasitos se cultivaron en HMI-9 suplementado con

10% de SBF y en presencia de concentraciones crecientes de MTX (0-10 uM). Todos los

cultivos partian de una densidad inicial de 5-10° parésitos/mL, y el crecimiento se cuantifico

tras 48 horas en cultivo. Los datos corresponden a la media (+SD) de tres experimentos

independientes. Efecto del MTX sobre: (a) parasitos sanguineos deficientes en 7bEndoV, (b)

parésitos sanguineos que expresan una copia ectopica de la proteina en un fondo genético

parental, (¢) parasitos sanguineos que expresan una copia ectopica de la proteina en un fondo

genético deficiente en UNG.

Por otra parte, el bisulfito de sodio (SB) es un agente que induce la

desaminacion especifica de citosina en DNA, provocando la acumulacion de uracilo en

forma de pares uracilo-guanina. Se ha comprobado que mutantes de B. subtilis

deficientes para UNG y EndoV muestran altas tasas de mutacidn, que se ven

exacerbadas en presencia de SB (Lopez-Olmos et al. 2012), lo que sugiere un papel para

EndoV en la eliminaciéon del uracilo presente en DNA como consecuencia de la
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desaminacion de citosina. El tratamiento con SB se realizd en un rango de
concentraciones de 0 a 1000 uM. En presencia de UNG, 7hEndoV no parece tener
ningln impacto sobre la proliferacion celular (Fig. D19a, b). Por el contrario, mientras
que la linea deficiente en UNG exhibe una reduccién significativa del crecimiento en
presencia de SB (Fig. D19c; p<0,001), la expresion de altos niveles de 7hEndoV

restaura la capacidad proliferativa a niveles semejantes a la linea control (Fig. D19c).
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Figura D19. Papel de 7hEndoV en la proteccion frente a la desaminacion de citosina en
parasitos sanguineos. Los parasitos se cultivaron en HMI-9 suplementado con 10% de SBF y
en presencia de concentraciones crecientes de bisulfito de sodio (SB) (0-1000 wM). Todos los
cultivos partian de una densidad inicial de 5-10° parésitos/mL, y el crecimiento se cuantifico
tras 48 horas en cultivo. Los datos corresponden a la media (£SD) de tres experimentos
independientes. Los asteriscos sefialan diferencias significativas calculadas mediante ANOVA
de una via: *** p<0,001. Efecto del SB en: (a) parasitos sanguineos deficientes en 7hEndoV,
(b) parasitos sanguineos que expresan una copia ectopica de la proteina en un fondo genético

parental y (c) parasitos sanguineos que expresan una copia ectopica de la proteina en un fondo

genético deficiente en UNG.

D.2.6.2. Consecuencias del estrés nitrosativo en 7. brucei. Papel de UNG y

EndoV

Cuando T. brucei infecta al hospedador mamifero y se desencadena la respuesta

inmune primaria, los macrofagos activados expresan altos niveles de la 6xido nitrico
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sintasa inducible, y comienzan a secretar 6xido nitrico (NO) en grandes cantidades
(Namangala 2011). Los derivados de este compuesto provocan roturas de cadenas, y
oxidacioén y desaminacion de bases y, como consecuencia, inestabilidad cromosomica y
aparicion de mutaciones (Burney et al. 1999). Esto mismo es aplicable al RNA, lo que

genera transcritos aberrantes que dan lugar a proteinas defectuosas.

En primer lugar examinamos el impacto de NO sobre la integridad genéomica de
T. brucei estableciendo la tasa de mutagénesis y el espectro de mutaciones que ocurre
en este organismo tras la exposicion in vitro a un donador de este agente oxidante
(DETA/NO). Para este estudio se utilizaron lineas prociclicas, establecidas con
anterioridad en nuestro laboratorio, que expresan la timidina quinasa (TK) del virus
Herpes Simplex (HSV). Expresamos este gen -que confiere sensibilidad a ganciclovir-
en dos fondos genéticos diferentes: parental (PF/TK) y deficiente para UNG (PF/UNG-
KO/TK). Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que la supresion de UNG
produce un fenotipo hipermutador en el que las transiciones GC>AT y las inserciones
son los eventos de mutacion méas comunes (Castillo-Acosta et al. 2012). La tasa de
mutacion se calculd mediante el test de fluctuacion de Luria-Delbriick, utilizando la TK
de HSV como gen reportero de mutaciones. En el caso de la linea PF/TK, la tasa de
mutacion a la maxima concentracion de DETA/NO utilizada (40 pM) llego6 a ser 2,7
veces (Tabla D2) superior a la registrada en ausencia de NO. Un incremento similar
(2,6 veces, Tabla D2) se produjo en la linea PF/UNG-KO/TK a la misma concentracion
de DETA/NO con respecto a las células no tratadas. No obstante, es importante resaltar
que la tasa de mutacion encontrada en la linea PF/UNG-KO/TK en presencia de NO es
casi 16 veces mayor que la mostrada por la linea parental en ausencia de NO

(Tabla D2).

El espectro de mutaciones mostrado por la linea PF/UNG-KO tras el tratamiento
con DETA/NO también difiere de forma significativa del de la linea parental tratada.

Las células deficientes para UNG muestran un incremento en el nimero de inserciones
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(27 %) en presencia de NO, principalmente aquellas que involucran a 2 6 mas bases

(Tabla D3).
0 pM 10 pM 20 pM 30 pM 40 pM
Numero inicial de tripanosomas, Ni 200 200 200 200 200
Numero final de tripanosomas, Nf 992 x10°  8.43x10°  7.45x10° 5.54x10° 2.99x10°
Generaciones celulares por cultivo, 6 5 5 5 5
(Nf - Ni)/Ln 2 1.43 x10 1.22 x10 1.07 x10 7.99 x10 4.31x10
Numero de cultivos 96 192 192 192 192
e
E Cultivos sin crecimiento 69 141 140 145 146
~ Proporcién de pocillos sin
o 0.72 0.73 0.73 0.76 0.76
crecimiento celular, P,
Numero medio de mutantes por
cultivo, 0.33 0.31 0.32 0.28 0.27
m=-LnP,
Tasa de mutacion m/nimero total 5 31 107 354x107  2.94x107  351x107 635107
¢ generaciones
Numero inicial de tripanosomas, Ni 200 200 200 200 200
Namero final de tripanosomas, Nf ~ 9.06 x10°  6.08x10°  5.28 x10° 4.10x10° 2.26x10°
Generaciones celulares por cultivo, - 37 106 g974105  7.62x10°  591x10°  3.26x10°
v (Nf-Ni)/Ln 2
g Numero de cultivos 192 192 192 192 192
Y . . ..
& Cultivos sin crecimiento 31 32 40 43 58
% Proporcidn de pocillos sin
= . 0,16 0,17 0,21 0,22 0,30
E crecimiento celular, Py
Numero medio de mutantes por
cultivo, 1,86 1,79 1,57 1,50 1,20
m=-LnP,
Tasa de mutacion, 142x10°  2.04x10°  2.06x10°  2.53x10°  3.67x10°

m/niimero total de generaciones

Tabla D2. Datos obtenidos con el test de fluctuacion de Luria-Delbriick en células

prociclicas transfectadas con el gen TK de HSV. Las lineas PF/TK y PF/UNG-KO/TK,

transfectadas con la enzima TK de HSV, fueron expuestas a concentraciones crecientes de

DETA/NO (0 - 40 uM). La tasa de mutacion hacia un fenotipo de resistencia a ganciclovir fue

calculada utilizando el test de fluctuacion de Luria-Delbriick, tal y como se indica en el

apartado C.2.1.6 de Materiales y Métodos.

Las inserciones de mayor tamafo coinciden con zonas repetitivas, que pueden

haber favorecido procesos de recombinacion. Por otro lado, las sustituciones de una

base en pares G:C sufren el mayor incremento (constituyen un 55 % del total). Dentro

de estas, las méas comunes son las transiciones G:C>A:T (41 %), resultado de la
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presencia de uracilo en DNA como consecuencia de la desaminacion de la citosina que
en ausencia de UNG no son reparados. Es interesante resaltar el gran incremento en
deleciones de gran tamafio (13,9 veces, llegando a representar el 46 % del total de
mutaciones) que se da en la linea parental expuestas a estrés nitrosativo con respecto a
las células no tratadas (Castillo-Acosta et al. 2012). Nuevamente, estas deleciones se
producen en zonas repetitivas de la secuencia, que pueden haber favorecido los procesos
de recombinacion. Cabe destacar que dichas deleciones no ocurren en la linea PF/UNG-
KO/TK (Tabla D3) tras la exposicion a DETA/NO aunque es importante tener en cuenta
que en el caso de las células deficientes para UNG, hasta el 36 % de los clones
resistentes a ganciclovir que se aislaron no se pudieron analizar debido a errores durante
la amplificacion por PCR. La causa mas probable de este efecto es la presencia de
reordenamientos genéticos a gran escala que ocurren en ausencia de BER, como ya se

ha reportado previamente (Castillo-Acosta et al. 2012).

Tasa de mutacion (10

Mutacién Incidencia 7

(-1) delecion 2/24(8%) 0.50

deleciones 11/24(46%) 2.92

(+1) insercion 1/24(4%) 0.25

inserciones 1/24(4%) 0.25

PF/TK con GC 2> AT 3/24(12%) 0.76
40pM DETA/NO GC>TA 2/24(8%) 0.50
GC > CG 1/24(4%) 0.25

AT > CG 2/24(8%) 0.50

AT > TA 0/24(0%) 0.0

AT > GC 1/24(4%) 0.25

(-1) delecion 1/51(2%) 0.7

deleciones 0/51(0%) 0.0

(+1) insercién 4/51(8%) 2.9

inserciones 14/51(27%) 9.9

PF/UNG-KO/TK GC > AT 21/51(41%) 15.0
f)"lf:‘;jg /;1\3 GC > TA 4/51(8%) 2.9
GC > CG 3/51(6%) 2.2

AT > CG 2/51(4%) 1.5

AT > TA 2/51(4%) 1.5

AT > GC 0/51(0%) 0.0
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(-1) delecion 1/23 (4%) 0.09
deleciones 2/23 (9%) 0.21
(+1) insercion 3/23 (13%) 0.31
PF/TK no inserciones 2/23 (9%) 0.20
tratado GC > AT 7/23 (30%) 0.69
(Castillo-Acosta GC>TA 4/23 (17%) 0.41
etal. 2012) GC > CG 3/23 (13%) 0.31
AT > CG 1/23 (4%) 0.09

AT > TA 0/23 (0%) 0

AT 2> GC 0/23 (0%) 0
(-1) delecion 1/24 (4%) 0.57
deleciones 1/24 (4%) 0.57
PF/UNG-KO/TK (+1) insercion 2/24 (8%) 1.14
no tratado inserciones 4/24 (17%) 2.41
(Castillo-Acosta GC > AT 10/24 (42%) 6.00
etal. 2012) GC > TA 524 (21%) 3.00
GC > CG 1/24 (4%) 0.57

AT > CG 0/24 (0%) 0

AT > TA 0/24 (0%) 0

AT > GC 0/24 (0%) 0

Tabla D3. Espectro de mutaciones del gen HSVTK HSV en células expuestas a NO. El
espectro de mutaciones para las lineas PF/TK y PF/UNG-KO/TK se establecio mediante
secuenciacion del gen TK de HSV en los clones aislados tras la exposicion de los cultivos a
estrés nitrosativo. Los datos corresponden a la maxima concentracion de DETA/NO utilizada
(40uM). Con propésitos ilustrativos se incluyen los resultados ya publicados para ambas lineas
en ausencia de 6xido nitrico (Castillo-Acosta et al. 2012). * La tasa de mutacion corresponde al
producto de la proporcion de una clase especifica de mutacion y la tasa de mutacion total para

cada linea (calculadas en la Tabla D2).

Una vez establecida la existencia en 7. brucei de alteraciones genéticas como
consecuencia del estrés nitrosativo, se evalud el papel de 7hEndoV frente a las posibles
lesiones generadas, asi como su interaccion con BER. Para ello en primer lugar se
trataron las células con DETA/NO en un rango de concentraciones de 0 a 50 uM. Como
muestra la Fig. D20a, la inactivacion génica de 7ThEndoV no caus6 ningun efecto sobre
la proliferacion a las concentraciones ensayadas. En cambio, las lineas que
sobreexpresan 7bEndoV presentaron un crecimiento ligeramente superior al mostrado
por la linea control, tanto en presencia como en ausencia de UNG (Fig. D20b, c), si bien

estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas.
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Figura D20. Efecto antiproliferativo del 6xido nitrico en parasitos sanguineos deficientes
o0 que sobreexpresan 7hEndoV. Los parasitos se cultivaron en HMI-9 suplementado con
10 % de SBF y en presencia de concentraciones crecientes de DETA/NO (0 - 50 uM). Todos
los cultivos partian de una densidad inicial de 5-10° paréasitos/mL, y el crecimiento se
cuantifico tras 48 horas en cultivo. Los datos corresponden a la media (+SD) de tres
experimentos independientes. Efecto del DETA/NO en: (a) parasitos sanguineos deficientes en
ThEndoV, (b) parasitos sanguineos que expresan una copia ectopica de la proteina en un fondo

genético parental (c) parasitos sanguineos que expresan una copia ectopica de la proteina en un

fondo genético deficiente en UNG.

D.3. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION
INTRACELULAR DE 7bhEndoV

D.3.1. Localizacion subcelular

En células humanas, en todos los estudios de localizacion de EndoV realizados
hasta la fecha se han empleado células que sobreexpresan la proteina fusionada a un
epitopo. Aunque inicialmente se localizd asociada al nucléolo (Fladeby et al. 2012),
estudios posteriores descartaron esta posibilidad, localizdndola Unicamente en el

citoplasma (Morita et al. 2013). Con el fin de determinar la localizacion de 7hEndoV en
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el interior celular se realizaron estudios de inmunofluorescencia indirecta utilizando el
anticuerpo anti-7hEndoV generado en nuestro laboratorio, asi como un anticuerpo anti-
myc (Sigma). Siguiendo el protocolo descrito en el apartado C2.3.4, las células fijadas y
permeabilizadas se incubaron con los anticuerpos primarios anti-7hEndoV y anti-myc a
una dilucion 1:100. Como anticuerpo secundario se utilizé un anti-IgG de conejo en el
caso de anti-7hEndoV, y un anti-IgG de raton en el caso de anti-myc, ambos
conjugados con el fluorocromo Alexa Fluor® 488. Las preparaciones fueron
visualizadas en un microscopio Olympus de gran angular con el software Cell-R IX-81.
Para este estudio se utilizaron las lineas prociclicas PF, PF/ThEndoV y PF/ThEndoV-
myc. La expresion ectopica de la proteina se indujo dos dias antes de la
inmunofluorescencia afiadiendo 1 pg/mL de doxiciclina al medio. En la figura D21 se

muestra la proyeccion Z de entre 8 y 12 planos tomados con una separacion de 0,2 um.
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Figura D21. Localizacion subcelular de 7hEndoV en células prociclicas. Imagenes de
microscopia de fluorescencia mostrando la localizacion subcelular de 7hEndoV en las lineas

PF (fila superior), PF/TPEndoV (fila central) y PF/ThEndoV-myc (fila inferior).

En la linea PF, 7hEndoV presenta una localizacion mayoritariamente
citoplasmatica (Fig. D21, fila superior) con un patron de distribucion granular, y se

observa una mayor acumulacion de la proteina en la periferia del nucleo, distribucion
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caracteristica de proteinas implicadas en metabolismo de RNA. Ademas, 7hEndoV
también se detecta en el nucleo aunque de forma minoritaria. Para confirmar esta
distribucion, se analizd la localizacion durante la expresion ectopica de 7hEndoV
(Fig. D21, fila central) y 7bEndoV-myc (Fig. D21, fila inferior). En ambos casos, la
sefial correspondiente a 7hEndoV muestra una mayor intensidad pero manteniendo la

misma distribucion que el de la proteina endogena.

D.3.2. ThEndoV se relocaliza en granulos de estrés tras la

deplecion de nutrientes colocalizando con la proteina

ThDhh1

Son muchas las funciones que EndoV puede estar desempefiando en el
metabolismo de RNA, sin embargo todavia no se ha conseguido describir con exactitud
su funcion fisioldgica. No obstante, si participase en el procesamiento de mRNAs y
tRNAs seria probable que se localizase en estructuras tales como cuerpos de
procesamiento de RNA (p-bodies, processing bodies) y granulos de estrés (SGs, stress
granules), donde se acumulan proteinas implicadas en el metabolismo de RNA. Se ha
descrito recientemente que la EndoV humana se redistribuye bajo condiciones de estrés
nutricional en SGs donde colocaliza con PABPI1, una proteina involucrada en el
metabolismo de RNA (Nawaz et al. 2016a). En estos granulos se almacena RNA y
complejos de transcripcion principalmente, durante situaciones de estrés bajo las cuales
la sintesis de proteinas resulta inviable o contraproducente para la célula (Fritz et al.

2015).

Con el fin de esclarecer el papel de 7ThbEndoV bajo condiciones de estrés se llevo
a cabo el andlisis mediante inmunofluorescencia indirecta sobre células de la forma
prociclica. Para emular las condiciones de estrés, las células fueron incubadas en PBS
durante el tiempo indicado, tras lo cual se procedi6 a la visualizacion de las proteinas
mediante microscopia de fluorescencia. En este estudio se emplearon las lineas
prociclicas PF, PF/ThEndoV-myc y PF-RNAI. La induccién del RNAi en la linea PF-

RNAi y la expresion de 7hEndoV-myc en la linea PF/7hEndoV-myc se realizod
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mediante la adicion de 1 pg/mL de doxiciclina al medio. En 7. brucei se ha descrito un
amplio nimero de proteinas que se redistribuyen en SGs cuando la célula se ve
sometida a condiciones de estrés nutricional (Fritz et al. 2015). Como primera
aproximacion utilizamos tres proteinas presentes en estas estructuras: la helicasa
DEAD-box de RNA Dhhl (7hDhhl), implicada en la degradaciéon de mRNAs
(Presnyak and Coller 2013); el supresor de la traduccion Scd6 (7hScd6) (Cristodero et
al. 2014); y la proteina de union a RNA DRBD3 (7hDRBD3), que participa en la
estabilizacion de mRNAs (Fernandez-Moya et al. 2012). Estas tres proteinas son
componentes bien caracterizados de SGs que se agrupan formando foci discretos de

gran tamafio que no son observables en condiciones normales de crecimiento.
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Figura D22. Colocalizacion de 7hEndoV-myc con diferentes marcadores de SGs.
Iméagenes de microscopia de fluorescencia de la linea PF/ThEndoV-myc mostrando la
colocalizacion de ThEndoV-myc con las proteinas marcadoras de SGs 7hDhh1 (fila superior),

TbhScdb6 (fila central) y ThDRBD3 (fila inferior).
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Para cada uno de estos tres marcadores medimos el grado de colocalizacion con
ThEndoV-myc tras someter a las células a estrés nutricional. El grado de colocalizacion
se establecid con los coeficientes de Pearson y Manders, que fueron calculados
utilizando el software Fiji/Image). Como se ilustra en la figura D22, ThEndoV-myc
colocaliza en mayor o menor medida con las tres proteinas en condiciones Optimas de
cultivo, mostrando valores para el coeficiente de Pearson por encima de 0,80 para todos
los marcadores (Tabla D4).Sin embargo, en el caso de 7ThDRBD3 y 76Scd6, el valor de
este indice decae cuando se induce privacion de nutrientes durante 180 minutos (Tabla
D4). En el caso de ThDhhl, el grado de colocalizacion se mantiene durante el estrés
nutricional (Tabla D4), razén por la que decidimos usar esta proteina como marcador de

SGs para validar el protocolo utilizado.

Control Estrés nutricional
Pearson+SD M1+SD M2+SD Pearson+SD M1+SD M2+SD
ThDhhl 0,88+0,03 0,83+0,05 0,76+0,07 0,81+0,03 0,58+0,15 0,46+0,09
ThScd6 0,84+0,03 0,76x0,09  0,80+0,07 0,69+0,06 0,22+0,15  0,16+0,09

ThDRBD3 0,83+0,05 0,77+£0,08  0,70+0,14 0,74+0,06 0,47+0,12  0,26+0,11

Tabla D4. Cuantificacion de la colocalizacion entre 7bEndoV-myc y diferentes
marcadores de SGs. La tabla muestra los coeficientes de Pearson y Manders (M1, porcentaje
del marcador correspondiente que solapa sobre 7hEndoV-myc; M2, porcentaje de 7hbEndoV-
myc que solapa sobre el marcador indicado). Los datos corresponden a la media (+SD) de al

menos 20 células provenientes de dos experimentos diferentes.

Tras establecer 7hDhh1 como marcador de SGs se analiz6 la relocalizacion de
ThEndoV en condiciones de ayuno tras incubar la linea PF parental en PBS durante 60,
120 y 180 minutos. Como se muestra en la figura D23, ThEndoV se agrupa formando
granulos de mayor tamano y mas definidos tras 120 minutos, los cuales comienzan a
desaparecer al alcanzar los 180 minutos de estrés nutricional (Fig. D23, fila superior).
La dindmica de formacion de SGs es semejante a la mostrada por 76Dhhl (Fig. D23,

fila inferior) (Fritz et al. 2015).
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Figura D23. Redistribucion de 7bEndoV en el citoplasma durante condiciones de estrés
nutricional. Imagenes de microscopia de fluorescencia mostrando la localizacion de ThEndoV
(fila superior) y 76Dhh1 (fila inferior) en la linea PF tras someter las células a ayuno durante el

tiempo indicado.

El andlisis de formacién de SGs por 7hEndoV en condiciones de estrés

nutricional también se llevd a cabo posteriormente en la linea PF-RNAIi con el doble

objetivo de comprobar la efectividad del silenciamiento y establecer sin ambigiiedad la

identidad de la proteina presente de los granulos observados. Tras cuatro dias de

induccion del RNAI, se indujo estrés nutricional durante 120 minutos. Como muestra la

figura D24, la linea PF-RNAi no muestra granulos con la misma intensidad y tamafio

que la linea parental durante el ayuno. Un analisis cuantitativo de particulas realizado

con el software Fiji/lmage], utilizando entre 18 y 33 células de cada linea y

estableciendo el mismo umbral de intensidad y tamafio de particula (0,05um?) para

ambas cepas, arroja los datos mostrados en las figuras D24b,c. Tras 120 minutos de

estrés nutricional, los parasitos que expresan niveles normales de 7hEndoV forman

granulos que son de mayor tamafio que durante condiciones normales de cultivo

(Fig. D24c; p<0,01). Por otro lado, durante el ayuno los parasitos con niveles reducidos

de expresion para 7ThEndoV (PF-RNAi) muestran menor nimero de granulos y de

menor tamafio (p<0,05) (Fig. D24c, b) respecto a la linea parental en las mismas

condiciones experimentales.
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Figura D24. Estudios de relocalizacion subcelular de 7hEndoV en células con niveles
reducidos de expresion. (a) Microscopia de fluorescencia ilustrando las diferencias en nivel
de expresion y distribucion de 7hEndoV en las lineas PF y RNAI tras mantener las células en
ayuno durante 120 minutos. (b) Cuantificacion del numero de granulos por célula,
considerando un 4rea minima de 0,05 pm? y un umbral de intensidad fijado manualmente. Los
datos corresponden a la media (=SD) de al menos 16 células por linea celular procedentes de
dos experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas calculadas
mediante la ¢ de Student: ** p<0,01. (¢) Analisis del area de los granulos en las lineas PF y
RNAI sometidas a ayuno durante 120 minutos. Los datos corresponden a la media (+=SD) de las
areas medias calculadas para cada célula, con un total de entre 18 y 32 células por linea
procedentes de dos experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias

significativas calculadas mediante la ¢ de Student: * p<0,05 y ** p<0,01.

Por ultimo se procedio a establecer si efectivamente la forma nativa de 7bEndoV
colocaliza con 76Dhhl en granulos de estrés. Dada la incompatibilidad que presenta
utilizar dos anticuerpos generados en conejo, el anticuerpo anti-7bEndoV se conjug6 al
fluorocromo Alexa Fluor® 594 utilizando el Zenon™™ Rabbit IgG Labeling Kit (Thermo
Fisher), mientras que para detectar 7hDhhl se utiliz6 un anticuerpo secundario anti-IgG
de conejo marcado con el fluorocromo Alexa Fluor” 488. Tras someter las células a 120
minutos de privacion de nutrientes se llevo a cabo la inmunofluorescencia siguiendo el
protocolo descrito en el apartado C2.3.5 (Fig. D25). Segln el coeficiente de Manders,

en condiciones control hasta el 69 % de la sefial correspondiente a ThEndoV solapa con
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la sefial de 7bDhhl (M1). Y en el sentido opuesto, hasta el 90 % de la senal
correspondiente a 7hDhh1 solapa con la de 7ThEndoV (M2). Bajo condiciones de estrés
este coeficiente se mantiene igualmente elevado, con un 70 % para M1 y un 73 % para
M2. Este alto grado de colocalizacion se ve confirmado por el coeficiente de correlacion
de Pearson, con un valor de 0,87 que se mantiene en las condiciones de control y estrés

nutricional.

TbEndoV TbDhh1 DAPI Solapamiento

control

ayuno 120 min

Figura D25. Estudio de la colocalizacion de 7ThEndoV y 7hDhhl en granuloes de estrés en

células prociclicas. Las células se sometieron a estrés nutricional incubandolas durante 120
minutos en PBS antes de proceder a su visualizacién por microscopia de inmunofluorescencia.
ThEndoV se marcé utilizando el anticuerpo primario anti-7hbEndoV conjugado al fluorocromo
Alexa Fluor® 594, mientras que 7hDhh1 se visualizd utilizando el primario anti-7hDhh1 y un
anticuerpo secundario conjugado al fluorocromo Alexa Fluor® 488. El DNA del nticleo y el
kinetoplasto se detectaron con DAPI. Las imdgenes son representativas de las tinciones

obtenidas en al menos dos experimentos independientes.
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E. DISCUSION

Todos los organismos estan sujetos a dafios que comprometen la integridad
gendmica, cuyo mantenimiento es de vital importancia para la supervivencia del
organismo y la continuacion de la especie. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno (NOS) provocan dafos sobre acidos nucleicos, lipidos y proteinas, que en la
mayoria de los casos alteran su funcioén y reducen la viabilidad celular (Splettstoesser
and Schuff-Werner 2002). Debido a su condicion de parésito extracelular, Trypanosoma
brucei se ve expuesto a agentes oxidantes generados como mecanismo de defensa por el
huésped (Tabel et al. 1999; Duleu et al. 2004), que se suman a los producidos por el
metabolismo enddgeno de la célula. Por tanto, en este tipo de protozoos parasitos son de
vital importancia los sistemas celulares que ayudan a mantener la integridad gendmica,
tales como los mecanismos de reparacion de DNA. Conocer en profundidad dichos
mecanismos es imprescindible para poder ser explotados como blancos para la accion
de farmacos antiparasitarios (Vonlaufen et al. 2008). La endonucleasa V (EndoV) se
encuentra en la mayoria de organismos, desde bacterias hasta humanos, aunque la
evolucion ha otorgado diferentes funciones a esta enzima. En procariotas, tiene un papel
en reparacion de DNA, conformando una ruta de reparacion alternativa para la
eliminacion de dafios por desaminacion principalmente (Demple and Linn 1982; Guo
and Weiss 1998; Schouten and Weiss 1999; Weiss 2001). En eucariotas, sin embargo,
se cuestiona su implicacion en la eliminacion de lesiones del DNA, ya que los datos
actuales sugieren para esta enzima una funcion en el metabolismo de RNA (Morita et al.
2013; Vik et al. 2013). En este trabajo se han explorado aspectos basicos de la funcion
bioldgica de la EndoV de T. brucei (ThEndoV) que incluyen desde la caracterizacion de
su actividad enzimatica hasta la determinacién de su relevancia en la supervivencia del

parasito y en la proteccion frente a agentes genotoxicos.
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E.1. ThEndoV ES UNA ENDORIBONUCLEASA CON
ACTIVIDAD SOBRE INOSINA

La apariciéon de bases desaminadas en el DNA, tales como el uracilo y la
hipoxantina, es un proceso relativamente comun que se produce de manera espontdnea o
inducido por agentes desaminantes intrinsecos y extrinsecos de la célula (Karran and
Lindahl 1980; Lindahl 1993). Este tipo de dafnos son el sustrato de glicosilasas
especializadas que inician la ruta de reparacion por escision de bases (BER), la principal
ruta de reparacion, si bien no la Unica, encargada de corregir estas lesiones (Brooks et
al. 2013). Hasta el momento no se conoce ninguna enzima en 7. brucei con capacidad
para escindir hipoxantina, una accién normalmente llevada a cabo en otros organismos
por una alquiladenina-DNA glicosilasa (AAG). Por el contrario, si existe una proteina
con actividad uracil-DNA glicosilasa (UNG) que constituye el primer paso en la
reparacion de uracilo a través de BER. En bacterias, existe una ruta de reparacion
alternativa de bases desaminadas iniciada por EndoV que funciona como segunda linea
de defensa tras la ruta de reparacion BER (Lopez-Olmos et al. 2012). En 7. brucei sin
embargo, las propiedades enzimaticas de 7ThEndoV determinadas in vitro sugieren que
es improbable que juegue un papel relevante en reparacion de DNA. No obstante, no se
puede descartar que existan factores, ausentes en nuestro ensayo de actividad, que
modulen la actividad de ThEndoV sobre DNA en condiciones fisiologicas. A este
respecto, estudios con la proteina humana (hEndoV) recombinante han reportado que
las proteinas Tudor-SN (Tudor staphylococcal nuclease) y PABPCI1 (Polyadenylate-
binding protein C1), esta Gltima mediante interaccion fisica, estimulan su actividad de
incision. Por el contrario, concentraciones fisiologicas de ATP en el ensayo de reaccion
tienen un efecto inhibitorio lo que podria constituir un mecanismo de regulacion estricto
de la actividad de EndoV con el fin de evitar la degradacion incontrolada de mRNAs

(Morita et al. 2013; Nawaz et al. 2016a).

La endonucleasa V de T. brucei muestra una gran similitud a nivel bioquimico

con su ortblogo humano ya que ambas enzimas comparten la preferencia por sustratos
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de inosina en cadena sencilla de RNA, lo que sugiere que éste puede ser también el
sustrato genuino en tripanosomatidos. Por el contrario, 7hEndoV no es capaz de
procesar inosina en DNA de forma eficiente excepto cuando existe un ribonucleétido en
posicion adyacente 3’ (Fig. D9). Por tanto, el grupo 2’-hidroxilo en esta ribosa es
esencial para la actividad de incision. La diferencia en actividad entre sustratos de
cadena sencilla y doble (Fig. D6) sugiere ademds que la estructura del acido nucleico es

también critica para el procesamiento de este tipo de sustratos.

(S

Asp170

Figura E1. Modelo de la estructura de 7hEndoV en complejo con su producto de
reaccion. La secuencia de 7hEndoV se modeld usando el software SWISS-MODEL y
utilizando la estructura de hEndoV (cddigo PDB: 4NSP). El modelo de 7hEndoV en complejo
con el ribonucleétido en 3’ se construyd mediante superposicion con la estructura de la EndoV
de T. maritima en complejo con su producto de reaccion (DNA) (codigo PDB: 2W35). En
nuestro modelo, la desoxiguanina en 3’ respecto de la inosina se ha sustituido por una
riboguanina. Se sefialan los residuos implicados en la coordinacion del i6n metalico durante la
hidrolisis (Asp95, Glul42 y Asp170). Alternativamente, se ha propuesto que el residuo Glul142
podria establecer una interaccion con el grupo 2’-OH y posibilitar asi el reconocimiento de

sustratos de RNA.

El modelo para hEndoV, basado en la estructura de la endoV de 7. maritima en

complejo con su producto de incision, sugiere que el grupo 2’-OH podria interactuar
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con un residuo de glutamato (E100) reemplazando a una molécula de agua del sitio
activo (Vik et al. 2013). La elaboracién de un modelo de 7hEndoV pone de manifiesto
que la enzima de Trypanosoma también conserva este residuo de glutamato (E142) en
su sitio activo donde podria desempenar una funcion a analoga (Fig. E1). No obstante,
la confirmacion del papel del residuo de glutamato y el establecimiento de las bases
moleculares de la preferencia por RNA requieren la resolucion de la estructura

tridimensional de alguna de estas endonucleasas V especializadas en sustratos de RNA.

E.2. IDENTIFICACION DE LA ENDONUCLEASA V
COMO UNA PROTEINA DE RESPUESTA A
ESTRES

El analisis mediante microscopia de inmunofluorescencia indica que 7hEndoV
es una proteina de distribucion predominantemente citoplasmatica, lo que apoya su
probable papel en metabolismo de RNA. No obstante, no se puede descartar una
presencia minoritaria en el nucleo celular y por tanto una implicacién en metabolismo
de DNA. Al igual que la enzima de 7. brucei, la hEndoV se ha detectado de forma
reiterada en el citoplasma (Fladeby et al. 2012; Morita et al. 2013), si bien estudios
previos también indicaban una localizacion nucleolar que los autores relacionaron con
un posible papel en metabolismo de RNA ribosémico (Fladeby et al. 2012; Morita et al.
2013). T. brucei es el segundo organismo eucariota despu¢s de humanos en el que se
establece la localizacion de EndoV. Sin embargo, mientras que en los estudios de
localizacion de la proteina humana se han empleado proteinas de fusion en condiciones
de sobreexpresion, en este trabajo se detectan por primera vez los niveles de proteina

endogena utilizando anticuerpos especificos generados en nuestro laboratorio.

Empleando estas mismas herramientas, hemos establecido que en condiciones de
privacion de nutrientes, 7hEndoV se acumula en granulos de estrés (SGs, stress
granules) en el citoplasma de 7. brucei, donde colocaliza con la helicasa DEAD-box de
RNA Dhhl, un componente bien caracterizado de los granulos de estrés (Kramer et al.

2013) (Fig. E2). De forma analoga, hEndoV relocaliza en SGs cuando se somete a
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células humanas a estrés oxidativo mediante la exposicion a arsenito (Nawaz et al.
2016a). hEndoV colocaliza en estos granulos con la proteina PABPC1, que promueve la
estabilizacion y traduccion de mRNAs poliadenilados (Kedersha et al. 1999) y con
proteina relacionas con la presencia de inosina en RNA como ADARI (adenosine
deaminase acting on RNA) y Tudor-SN, con las cuales podria actuar de forma

concertada en la degradacion de mRNAs especificos (Nawaz et al. 2016a).

Los SGs son estructuras que contienen complejos de traduccion que quedan
bloqueados durante situaciones de estrés y cuya funcidén es preservar mRNAs y evitar
temporalmente su traduccion hasta que se restauren las condiciones normales de la
célula (Cassola 2011). Estimulos tales como la privacion de glucosa, cambios de
temperatura o el estrés oxidativo provocan la formacion de SGs y determinan su
composicion (Stoecklin and Kedersha 2013). En 7. brucei, los SGs se han observado en
la forma prociclica del parasito, probablemente mas expuesta a cambios de temperatura
y falta de nutrientes dentro del insecto vector (Cassola 2011). Por otro lado, los cuerpos
de procesamiento (p-bodies, processing bodies) son estructuras con caracteristicas
comunes, aunque en ellos se acumulan moléculas de mRNA que en este caso han sido
marcadas para su degradacion, asi como factores encargados de procesar dichos
mRNAs (Cassola 2011). Tanto en humanos como en 7. brucei ambas estructuras,
p-bodies y SGs, no son entidades herméticamente cerradas, sino que establecen
interacciones fisicas y funcionales (Stoecklin and Kedersha 2013), y tienen
componentes en comun tales como 7hDhhl1 (Kramer 2014). Incluso se ha sugerido que
en T. brucei, al igual que ocurre en levaduras, los granulos de estrés surgen a partir de p-

bodies existentes (Fritz et al. 2015) (Fig. E2).

Aunque atn no hemos podido establecer si 7ThEndoV se encuentra en p-bodies
de forma constitutiva, nuestros datos indican que forma parte de los granulos de estrés
que se forman bajo condiciones de estrés nutricional. La privacion de glucosa
desencadena en la célula la produccion de especies reactivas de oxigeno capaces de

producir dafios en mRNA mediante la desaminacion de bases (Simons et al. 2009).
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Figura E2. Papel propuesto para ThEndoV en la dinamica y control de la traduccion de
mRNASs en 7. brucei en respuesta a estrés nutricional. Durante condiciones Optimas de
crecimiento los transcritos se mantendrian en equilibrio entre las unidades de traduccién o
polirribosomas y los p-bodies. En estas estructuras los mRNAs son marcados para su
degradacion o devueltos para su traduccion. En condiciones de estrés nutricional los mRNAs
son retenidos, junto con los complejos de traduccion, en SGs. ThEndoV, que colocaliza con
TbDhhl1 durante situaciones de estrés nutricional, puede estar actuando como un control de

calidad de los mRNAs que son reclutados en los p-bodies o bien formando parte de SGs.

En este contexto, 7bEndoV puede estar efectuando un control de calidad de los
mRNAs desaminados, regulando la transferencia de los transcritos dafiados a los
p-bodies que se encuentran en las inmediaciones para su eliminacion. Por otro lado,
durante condiciones de estrés nutricional, los niveles citoplasmaticos de ATP,
nucledtido que actiia como inhibidor de hEndoV, disminuyen drasticamente, por lo que
la relocalizacion de esta enzima a granulos de estrés puede tener como objetivo su
exclusion del citoplasma cuando su actividad es maxima, evitando asi que degrade
transcritos utiles para la célula (Nawaz et al. 2016a). Al mismo tiempo, el reclutamiento
en los SGs de enzimas relacionadas funcionalmente y de otros factores puede ser una
forma eficiente de crear las condiciones idoneas que permitan a EndoV ser

funcionalmente activa.
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E.3. SUSTRATOS POTENCIALES DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE LA ENDONUCLEASA V EN T.

brucei

La capacidad de distintas EndoVs eucari6ticas recombinantes de actuar de forma
eficiente in vitro sobre sustratos de RNA con inosina ha sido plenamente demostrada en
diversos estudios, incluyendo éste; no obstante, la funcion de estas enzimas a nivel
celular atin no se ha establecido. Son varios los posibles papeles que 7hEndoV puede
estar desempefando en la célula al igual que son varias las posibles causas que pueden
dar origen a la presencia de inosina en RNA (Fig. E3). En todas sus formas celulares,
T. brucei se ve expuesto a un fuerte estrés oxidativo y nitrosativo. Durante el proceso de
infeccion, los macrofagos activados del huésped liberan grandes cantidades de especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno como parte de la respuesta inmune primaria (Tabel et
al. 1999; Duleu et al. 2004). Asimismo, el insecto vector también genera una respuesta
de tipo oxidativo contra el parasito y tras la infecciéon con 7. brucei, la mosca tse-tsé
incrementa los niveles de ROS (Hao et al. 2003). En este contexto celular, se produce la
desaminacion in situ de bases en DNA y RNA asi como en los precursores que
conforman los 4cidos nucleicos, que pueden ser incorporados por las DNA y RNA
polimerasas durante los procesos de replicacion y transcripcion, respectivamente. En
E. coliy S. cerevisiae, la deplecion de la inosina-trifosfato pirofosfatasa (ITPA), enzima
que hidroliza el (d)ITP presente en el pool de nucledtidos, deriva en la acumulacion de
inosina, tanto en DNA como en RNA (Pang et al. 2012). Dado que la inosina es
reconocida principalmente como guanina, su presencia puede resultar mutagénica
(Yasui et al. 2008), o puede interferir con la sintesis de proteinas durante la traduccion
(Tuorto and Lyko 2016). Por tanto, es plausible especular con la idea de que 7hEndoV
tiene un papel fundamental en la eliminacion de transcritos de RNA
danados/desaminados. La célula evita asi la generacion de proteinas mutantes no
funcionales que pueden resultar perjudiciales asi como el gasto energético que ello

supone.
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Otra via para la incorporacion de inosina en RNA es dependiente de la actuacion
de enzimas especializadas: las adenosina desaminasas que actiian sobre mRNA y tRNA
(ADAR y ADAT respectivamente). Estas enzimas catalizan la desaminacion controlada
de adenina en posiciones especificas del RNA, donde esta modificacion resulta
imprescindible para procesos de splicing, la diversidad del cdédigo genético o la
modificacién funcional de proteinas (Nishikura 2010; Yeo et al. 2010). En células
humanas, ADARI1 y EndoV colocalizan en granulos de estrés inducidos por exposicion
a arsenito, por lo que se ha propuesto que ambas proteinas podrian colaborar en la
degradacion de transcritos (Nawaz et al. 2016a). ADARI1 generaria desaminaciones que
hacen a los transcritos susceptibles de ser procesados por EndoV, permitiendo una
renovacion de los mismos. No obstante, en 7. brucei no existe un ortdologo de ADAR y

no se ha caracterizado hasta la fecha ninguna otra proteina de funcion analoga.

Si bien en T. brucei no se han encontrado proteinas ADAR capaces de actuar
sobre mRNA, si se ha descrito en profundidad la existencia de proteinas ADAT, capaz
de desaminar adenosina en tRNA (Rubio et al. 2006; Rubio et al. 2007). ADAT es un
heterodimero formado por ThADAT2 (subunidad catalitica) y 7ThADAT3 (de funcioén
meramente estructural). La deplecion de ThADAT2 mediante RNAIi provoca un defecto
severo en la proliferacion celular (Rubio et al. 2007), lo que sugiere que esta enzima es
esencial para el parasito y vital para generar anticodones que no se encuentran presentes
en los tRNAs codificados en el genoma. Hasta ocho anticodones tienen adenina en la
posicion 34 (posicion wobble) y son por tanto susceptibles de ser desaminados. Por
ejemplo, el tRNA para la treonina presenta una adenina en posicion 34 que es
desaminada a inosina por ADAT (Rubio et al. 2006). Ademaés este tRNA también se

edita en posicion 32, en este caso mediante la desaminacion de citosina a uracilo.

En este estudios hemos visto que in vitro, ThEndoV reconoce y actia
eficientemente sobre la forma editada unicamente a inosina (Fig. D10), lo que sugiere
que su funciéon podria ser la incision de estos tRNAs con el fin de promover su

degradacion. En cambio, la edicién de C a U en posicion 32 genera un sustrato menos
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susceptible de ser procesado por 7HhEndoV y podria constituir un mecanismo de

regulacion de la actividad de esta endonucleasa.

Metabolismo de purinas

A

IMP

ET ITPA
v

ROS & RNS
ATP > ITP
Polimerasa Desaminacion Polimerasa
de RNA espontanea NE de RNA ADAT

ADAR?

MO0 —— e d —
ROS & RNS Desaminacion

| A | enzimatica

Traduccion errénea EndoV
Interferencia en el
metabolismo de RNA

Diversidad de codones
Splicing

Figura E3. Vias de incorporacion de la inosina a RNA y sus consecuencias. La
desaminacion de adenina puede ocurrir de forma espontanea o inducida por agentes exdgenos
como las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS & NOS), y puede producirse
directamente sobre el RNA o sobre los precursores que seran incorporados por las RNA
polimerasas. Su presencia puede interferir en el metabolismo de RNA y provocar errores
durante la traduccion. La inosina trifosfato pirofosfatasa (ITPA) cataliza la hidrolisis de ITP a
su forma monofosfato, manteniendo bajos niveles intracelulares de este nucledtido para evitar
su incorporacion a RNA. Otra via de aparicion de inosina en RNA es la desaminacion
catalizada por actividades enzimaticas (ADAR/ADAT) de posiciones especificas con el
objetivo de aumentar la diversidad de codones, modificar funcionalmente proteinas o permitir

un correcto splicing.

Mas alla de un posible papel en la degradacion de tRNAs editados, la actividad
de THhEndoV sobre este tipo de sustratos recuerda a la de ribonucleasas como la
angiogenina humana o la Rny1 de levaduras. Estas nucleasas llevan a cabo un corte en
la zona del anticodon de tRNAs como parte de una respuesta a estrés (Thompson and

Parker 2009a; Yamasaki et al. 2009).
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Figura E4. La desaminacion de la citosina en posicién 32 podria alterar la estructura
secundaria del RNA disminuyendo la capacidad catalitica de 7bEndoV sobre este

sustrato.

Sin embargo, en este caso la incision del sustrato no tiene por objetivo su
degradacion y retirada, ya que los niveles totales de tRNAs totales no cambian de forma
sustancial. En cambio, los RNAs de pequeio tamafno generados pueden actuar
inhibiendo la traduccion de proteinas o promoviendo la degradaciéon o represion de
ciertos mRNAs bajo determinadas circunstancias fisiologicas (Thompson and Parker
2009b; Dhahbi 2015). Este tipo de moléculas se han encontrado en Tetrahymena,
Aspergillus y Trypanosoma cruzi tras periodos de estrés nutricional (Lee and Collins
2005; Jochl et al. 2008; Garcia-Silva et al. 2010), mientras que en células humanas,
Saccharomyces y Arabidopsis se acumulan cuando se producen situaciones de estrés
oxidativo (Thompson et al. 2008). Concretamente, 7. cruzi secreta vesiculas
conteniendo estos tRNAs procesados que son capaces de alcanzar las células del
huésped e influir en la expresion de genes relacionados con la respuesta inmune,
facilitando de esta forma el proceso de infeccion (Garcia-Silva et al. 2014). La forma en
que estos tRNAs son generados difiere del procesamiento especifico que lleva a cabo
EndoV, dependiente de la presencia de inosina. Sin embargo, cabe preguntarse si el
producto que resulta de la actividad de EndoV puede estar realizando una funcion

semejante, participando en rutas no canodnicas de regulacion de la expresion.

E.4. ENDOV E INTEGRIDAD GENOMICA

A diferencia de las EndoVs procaridticas donde esta enzima juega un papel

importante en el mantenimiento de la integridad genémica (Schouten and Weiss 1999;
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Weiss 2001; Lopez-Olmos et al. 2012), los ortdlogos de mamiferos junto con el de
Trypanosoma no parecen actuar sobre inosina en DNA in vitro o lo hacen con muy baja
eficiencia (Mi 2012, Vik, 2013, este trabajo). A pesar de ello, se ha descrito que la
expresion de las enzimas humana y de raton revierte el aumento en la tasa de mutacion
espontanea que exhiben distintos mutantes de E. coli deficientes en EndoV (nfi) (Moe et
al. 2003; Mi et al. 2012). Hay que considerar no obstante que estos resultados se basan
en ensayos de complementacion en cepas de E. coli que expresan niveles de proteina
muy por encima de los que existen en condiciones fisiologicas. Asi, la sobreexpresion
de mEndoV es capaz de contrarrestar el fenotipo hipermutador que muestran cepas de
E. coli deficientes en EndoV y AlkA (nfi alkA), encargadas de reparar inosina en DNA
(Moe et al. 2003). De forma analoga, hEndoV reduce el fenotipo hipermutador de
mutantes de E. coli deficientes en EndoV y las uracil-DNA glicosilasas MUG

(mispaired uracil glycosylase) y UNG (genes nfi mug ung) (Mi et al. 2012).

En bacterias, EndoV actta tras la ruta BER como una segunda linea de defensa
frente a bases desaminadas. En 7. brucei, una unica enzima con actividad uracil-DNA
glicosilasa (UNGQG) inicia la reparacion de uracilo mediante el sistema BER (Castillo-
Acosta et al. 2012), por el contrario no parece existir ninguna DNA glicosilasa que
actiie sobre hipoxantina (Charret et al. 2012). Resultaria por tanto de gran interés
determinar si la tasa de mutacion de 7. brucei experimenta un incremento significativo
tras la deplecion de EndoV y UNG para establecer de manera inequivoca su papel en
reparacion. La construccion de las correspondientes lineas celulares transgénicas que
expresan el gen HSV-TK se estd llevando a cabo actualmente en nuestro laboratorio. El
analisis de la tasa de mutacion en dichas lineas permitira establecer si la endonucleasa V

juega un papel en el mantenimiento de la integridad del genoma en Trypanosoma.

Tras proceder a evaluar la implicacion de 7HEndoV en la proteccion frente a
agentes que comprometen la integridad gendmica, una unica observacion parece apuntar
a una posible funcion de EndoV en reparacion de DNA; la sobreexpresion de 7hEndoV

revierte la sensibilidad de células deficientes en UNG a bisulfito sodico (SB), agente
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desaminante que genera uracilo en DNA en forma de pares U:G. En cambio, no se
observé el mismo efecto empleando metotrexato o un donador de 6xido nitrico. Esto
sugiere que EndoV podria participar en la reparacion de uracilo s6lo cuando forma un
apareamiento erroneo (Yao and Kow 1994; Feng et al. 2005). La deplecion de
ThbEndoV, sin embargo, no sensibiliza a las células frente a SB lo que sugiere que BER
(UNG) es la principal via de reparacion de este tipo de dafios y por tanto, el posible
impacto de 7hEndoV frente a SB so6lo se manifestaria en ausencia de UNG. No
obstante, tampoco podemos descartar que la sobreexpresion de 7HEndoV, muy por
encima del nivel normal, pueda estar compensando de forma no fisiologica la baja

actividad de la enzima frente a desoxiuridina.

E.5. RELEVANCIA DE ThEndoV EN LA VIABILIDAD
DE 7. brucei IN VITRO Y EN MODELOS DE
INFECCION ANIMAL

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se han empleado diferentes
estrategias con el fin de suprimir la expresion de 7hEndoV. En una primera
aproximacion se procedid al doble reemplazamiento alélico con el fin de generar
parasitos knock-out (KO) para esta actividad enzimatica. En este caso, como se refleja
en la seccion de resultados, solo se obtuvieron lineas celulares KO en la forma
sanguinea pero no en la forma prociclica del parasito. En esta forma celular se emple6
como estrategia alternativa la supresion de la expresion de 7hEndoV mediante RNA de

interferencia.

Mientras que la inactivacion de ThEndoV no provoco ningun efecto en la tasa de
crecimiento de la forma sanguinea, la supresion parcial de su expresion en la forma
prociclica indujo defectos significativos en proliferacion acompanados de alteraciones
en el ciclo celular del parasito. Esta diferencia de fenotipos se puede explicar en base a
la existencia de importantes diferencias metabolicas entre las fases del ciclo vida del
parasito. Mientras que alrededor de un 6 % de los genes se expresan de forma diferente

en las formas prociclica y sanguinea de 7. brucei, a nivel de mRNA 7HEndoV presenta
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niveles de expresion semejantes en ambos estadios del parésito (Jensen et al. 2009;
Siegel et al. 2010), por lo que no parece probable que el fenotipo observado se deba a
diferencias en la necesidad de esta enzima a lo largo de las distintas fases del ciclo de
vida. Mientras que la deteccion de la proteina por western blot ha sido inviable, su
presencia si se ha puesto de manifiesto por estudios de immunofluorescencia en formas
prociclicas. Es posible que 7hEndoV establezca interacciones funcionales con proteinas
expresadas Unicamente en esta forma del parasito, o bien actue en el metabolismo de
RNAs generados especificamente o esenciales en formas prociclicas. Otro factor
potencial que explicaria el papel esencial de 7hEndoV en prociclicos puede estar
relacionado con una funcion especifica asociada al metabolismo mitocondrial. La forma
prociclica tiene una mitocondria altamente activa en la que el ATP es generado
mediante fosforilacion oxidativa, mientras que la forma sanguinea carece de los
complejos respiratorios y genera ATP exclusivamente a través de la glicolisis. Por tanto,
la forma prociclica genera niveles endogenos superiores de ROS, por lo que la pérdida
de EndoV puede ser mas perjudicial en esta fase del parasito. De forma andloga, la
inactivacion de genes implicados en reparacion de dafios oxidativos en DNA tales como
MSH2 y BRCA2 provoca efectos diferentes en la estabilidad del genoma de las formas
prociclicas o sanguineas (Trenaman et al. 2013; Grazielle-Silva et al. 2015). La
identificacion de los sustratos fisiologicos de 7ThEndoV contribuira sin duda a entender

su papel especifico en cada uno de las etapas del ciclo de vida de 7. brucei.

Si bien la linea celular deficiente en 7bEndoV derivada de tripanosomas
sanguineos no presenta un fenotipo destacable, esto no permite descartar que esta
enzima tenga una funcién relevante durante el proceso de infeccion del huésped
mamifero. Por este motivo, se llevaron a cabo ensayos de infectividad en un modelo de
ratdbn que nos permitieran evaluar el impacto de esta endonucleasa en la capacidad
infectiva y la virulencia. El experimento realizado en este estudio indica que la
deplecion de ThEndoV no interfiere en la capacidad infectiva de 7. brucei. No obstante,
pueden existir multiples causas por las que un posible fenotipo quede enmascarado en el

modelo utilizado. Por un lado, se emplea una linea monomorfica de 7. brucei, con una
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virulencia notablemente superior a la mostrada por las cepas salvajes. La rapidez con la
que se desarrolla la infeccion y muerte del animal en este modelo puede estar ocultando
un efecto a medio-largo plazo causado por la ausencia de EndoV. Es también posible
que ThEndoV tenga mayor relevancia en otras etapas del ciclo de vida del parasito cuyo
estudio no permite nuestro modelo, como durante la fase de diferenciacién o en los
estadios no proliferativos. La reduccion del nimero de parasitos por indculo con el fin
de ampliar el periodo de la ventana de infeccion, asi como la realizacion de ensayos
especificos de diferenciacion permitirian establecer el papel de EndoV en la
superviviencia celular en un contexto bioldgico mas cercano al que se da en la infeccion

en el hospedador mamifero y en el insecto vector.
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F. CONCLUSIONES

1. Trypanosoma brucei posee una endonucleasa V (7hEndoV) que exhibe un
mayor nivel de homologia con los ortélogos eucarioticos que con los
procaridticos. La proteina presenta un alto grado de conservacion de los
residuos implicados en la interaccion enzima-sustrato (Tyr133), en Ila
interaccion con el cofactor metdlico durante la catalisis (Asp95-Glul42-

Asp170) y en la interaccion enzima-producto (Lys199).

2. TbEndoV es una endoribonucleasa con actividad catalitica eficiente sobre
sustratos de RNA de cadena sencilla que contienen inosina. En cambio,
TbEndoV no presenta actividad endonucleasa o ésta es extremadamente baja

sobre sustratos de DNA con inosina de cadena sencilla o doble.

3. La eficiencia de la actividad catalitica de la endonucleasa V depende en gran
medida de la presencia de un ribonucleétido en posicion 3’ respecto de la
lesion inosina, lo que sugiere que el grupo 2’-hidroxilo de esta ribosa es

esencial para la catalisis

4. La sustitucion mediante mutagénesis dirigida del aspartato en posicion 95 de
TbEndoV por un residuo de alanina suprime completamente la actividad

endonucleasa de esta enzima en ensayos in vitro.

5. Los ensayos in vitro realizados sugieren que los tRNAs que presentan inosina
en posicion 34 del lazo del anticodon son eficazmente reconocidos y
procesados por ThEndoV y podrian constituir sustratos fisioldgicos potenciales
para esta enzima. La sustitucion de la citosina por uracilo en posicion 32,
cercana al anticodon, afecta de forma negativa a la capacidad de incision de
sustratos con inosina en posicion 34 por 7hEndoV. Esto sugiere que la edicion
de C a U en posicion 32 podria constituir un mecanismo de control sobre la

actividad de la endonucleasa V.
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6.

10.

La inactivacion de 7hEndoV mediante doble reemplazamiento alélico en
células sanguineas de 7. brucei revela que no es una proteina esencial para la
supervivencia de esta forma in vitro. En cambio, la supresion parcial de su
expresion en parasitos de la forma prociclica produce un defecto significativo

en proliferacion.

El andlisis del contenido en DNA mediante citometria de flujo y la
cuantificacion de nucleos y kinetoplastos mediante microscopia de
fluorescencia indican la existencia de importantes alteraciones en la progresion
del ciclo celular de células prociclicas con bajos niveles de ThEndoV. Estas
alteraciones son indicativas de defectos en la duplicacion del DNA nuclear y la
divisién mitotica.

Los experimentos de infectividad realizados en un modelo murino con células
sanguineas de 7. brucei deficientes en endonucleasa V indican que esta enzima

no es esencial para el desarrollo de la infeccion en el huésped mamifero.

En células sanguineas de 7. brucei, la endonucleasa V no ejerce un papel
protector frente a los dafios genotoxicos inducidos por exposicion a
metotrexato, bisulfito de sodio u 6xido nitrico, lo que sugiere que esta proteina
no tiene un papel relevante en el mantenimiento de la integridad genémica en
estas células. No obstante, la sobreexpresion de 7hEndoV revierte el fenotipo
de sensibilidad a bisulfito de sodio de células sanguineas deficientes en UNG,
por lo que en ausencia de la ruta BER de reparacion de uracilo, 7hEndoV
podria estar iniciando la reparacion de los pares erroneos U:G inducidos por

este agente genotoxico.

La endonucleasa V de T. brucei es una proteina con distribucion
predominantemente citosdlica, sin embargo no se puede descartar su
localizacidon, aunque de forma minoritaria, en el nucleo celular. Esta
distribucion sugiere un papel preferente para 7hEndoV en el metabolismo de

RNA.
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11. En células prociclicas de 7. brucei, EndoV experimenta una redistribucion
citosolica durante periodos de estrés nutricional, durante los cuales muestra una
acumulacion granular muy definida y colocalizacion con la helicasa de RNA
TbDhhl. Estas observaciones indican que, en respuesta a la privacion de
nutrientes, 7hEndoV se relocaliza en estructuras transitorias conocidas como
granulos de estrés, y apoyan la idea de su vinculacién con el metabolismo de

RNA en T. brucei.
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