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ABREVIATURAS

A

AcN: acetonitrilo

ADA: adenosina desaminasa

ADAR: adenosina desaminasa que
actiia sobre ARNm

ADAT: adenosina desaminasa que
actiia sobre ARNt

Ade: adenina

ADNc: ADN complemenario
ADNr: ADN ribosomal

Ado: adenosina

ADSL: adenilosuccinato liasa
ADSS: adenilosuccinato sintetasa
AK: adenosina kinasa

AMP: adenosina-5’-monofosfato
Amp: ampicilina

AMPD: AMP desaminasa
APRT: adenina fosforribosiltransferasa
ara-A: adenina arabinosido
ARNm: ARN mensajero

ARNt: ARN de transferencia

ARNt ™: ARN de transferencia de la
treonina

ATCasa: aspartato transcarbamilasa

AtCDA: citidina desaminasa de
Arabidopsis thaliana

ATP: adenosina-5’-trifosfato

B

BES: sitio de expresion telomérico o
telomeric bloodstream expression site

Bla: blasticidina
Bp: pares de bases o base pair
BSA: albumina sérica bovina

BsCDA: citidina desaminasa de
Bacillus subtilis

C

CDA: citidina desaminasa

CHCA: icido a-ciano-4-
hidroxicinamico

CMP: citidina-5’-monofosfato

CNT: transportador concentrativo de
nucleosidos o concentrative nucleoside
transporter

CoDA: citosina desaminasa
CPSII: carbamoil fosfato sintetasa 11

CRK: quinasa relacionada con Cdc2 o
Cdc2-related kinase

Ctd: citidina
CTP: citidina-5’-trifosfato
CTPS: CTP sintetasa

Cyt: citosina
D

dAdo: 2’-desoxiadenosina

DAPI: 4°,6-diamidino-2-fenilindol

dCMP: 2’-desoxicitidina-5’-
monofosfato



dCtd: 2’-desoxicitidina

DCTD: desoxicitidina-5’-monofosfato
desaminasa

dCTP: 2’-desoxicitidina-5’-trifosfato

DEG: genes diferencialmente
expresados

DIC: contraste diferencial de
interferencia o differential interference
contrast

DHFR: dihidrofolato reductasa

DHFR-TS: dihidrofolato reductasa —
timidilato sintasa

DHO: dihidroorotasa

DHODH: dihidroorotato
deshidrogenasa

dNTP: desoxirribonucledtido trifosfato
DO: densidad optica

DOX: doxiciclina

dTDP: timidina-5’-difosfato

dThd: timidina

dTMP: timidilato o timidina-5’-
monofosfato

DTT: ditiotreitol
dTTP: timidina-5’-trifosfato
dUDP: 2’-desoxiuridina-5’-difosfato

dUMP: 2’-desoxiuridina-5’-
monofosfato

dUrd: 2’-desoxiuridina
dUTP: 2’-desoxiuridina-5’-trifosfato

dUTPasa: desoxiuridina trifosfato
nucleotido hidrolasa

E

EcCDA: citidina desaminasa de
Escherichia coli

EDTA: acido etilén diamino
tetraacético

ENT: transportador equilibrativo de
nucleosidos o equilibrative nucleoside
transporter

K

FACS: clasificacion de células
activadas por fluorescencia o
fluorescence-activated cell sorting

FAZ.: zona de anclaje del flagelo o
flagellum attachment zone

Fleo: fleomicina

FPLC: cromatografia rapida liquida de
proteinas

G

G-418: geneticina

GCL: glutamato-cisteina ligasa
v-GCT: y-glutamil ciclotransferasa
GDA: guanina desaminasa

GGT: y— glutamil transpeptidasa
GMP: guanosina-5’-monofosfato
GMPR: GMP reductasa

GMPS: GMP sintasa

GS: glutation sintetasa

Gua: guanina

Guo: guanosina




HGPRT: hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa

HGXPRT: hipoxantina-guanina-
xantina fosforribosiltransferasa

HsCDA: citidina desaminasa humana

HsDCTD: desoxicitidina monofosfato
desaminasa humana

HSP: proteina de choque térmico o heat
shock protein

Hig: higromicina

Hyp: hipoxantina
|

IAG-NH: inosina-adenosina-guanosina
hidrolasa

IG-NH: inosina-guanosina hidrolasa
IMP: inosina-5’-monofosfato
IMPDH: IMP deshidrogenasa

Ino: inosina

IPBLN: Instituto de Parasitologia y
Biomedicina Lopez Neyra

IPTG: isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido

K

Kan: kanamicina

kDa: kilodalton

k..: constante catalitica
KI: knock-in

K,,: constante de Michaelis

KO: knock-out

MBP: proteina de unién a maltosa o
maltose binding protein

MCF: familia de transportadores
mitocondriales o mitochondrial carrier

family
5-Met-dCtd: 5-metil-2’-desoxicitidina

N

ncRNA: ARN no codificante o non-
coding RNA

NDK: nucleodsido difosfato kinasa

NH: nucleodsido hidrolasa

(0)

OE: sobreexpresion (overexpression)

OMP: orotidina-5’-monofosfato

OMPDC: orotidina-5’-monofosfato
descarboxilasa

OPRT: orotato fosforribosiltransferasa

OOPS: orthogonal organic phase
separation

ORF: marco abierto de lectura o open
reading frame

P

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa

PRTasa: fosforribosiltransferasa

PTU: unidad de transcripcion
policistrénica o polycistronic
transcription units

Pur: puromicina

R

RHS: retrotransposon hot spot
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RNR: ribonucleétido reductasa
rNTP: ribonucledtido trifosfato

RT: temperatura ambiente o room
temperatura

S

SBF: suero bovino fetal

SGs: granulos de estrés o stress
granules

SHMT: serina hidroximetiltransferasa

sKO: single knock-out o knock-out de
un alelo

SLC: transportadores de solutos o
solute carriers

T

TAC: complejo de anclaje tripartito o
tripartite attachment complex

TbCDA: citidina desaminasa de
Trypanosoma brucei

TbdUTPasa: desoxiuridina 5°-
trifosfato nucle6tido hidrolasa de
Trypanosoma brucei

TbTK: timidina kinasa de
Trypanosoma brucei

TbTMPK: timidilato kinasa de
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TFA: acido trifluoro acético
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A. INTRODUCCION

A.1l. ENFERMEDADES TROPICALES DESATENDIDAS

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
tropicales desatendidas (ETDs) son en su mayoria enfermedades infecciosas que
proliferan en entornos empobrecidos, y de forma especial en el ambiente caluroso y

hiimedo de los climas tropicales.

Se trata de un conjunto de enfermedades que afectan a 149 paises con mas de mil
millones de personas infectadas causando una importante mortalidad y morbilidad y en
ocasiones la estigmatizacion y discriminaciéon de las personas afectadas. El término
“desatendidas” hace referencia al hecho de que la incidencia es alta en paises con
dificultades para el acceso a la atencion sanitaria, especialmente en areas rurales o en
conflicto donde no existen condiciones adecuadas de vivienda y saneamiento. Por otra
parte, la desatencion también se produce a nivel de investigacion y desarrollo puesto
que los incentivos para la inversién en nuevos medicamentos y vacunas son escasos
para enfermedades que no suponen un amplio mercado. Sin embargo, desde 2005 la
OMS ha disefado e implantado una estrategia innovadora para combatir estas
enfermedades desatendidas basada en cinco pilares fundamentales: 1) atencidén
innovadora e intensificada a las ETDs; ii) quimioprofilaxis a gran escala; iii) ecologia y
gestion de los vectores; 1v) salud publica veterinaria y v) suministro de agua salubre,

saneamiento e higiene (Engels y Zhou 2020).

Desde principios de los afios 2000 la OMS reconocia 17 enfermedades diferentes
causadas por virus, bacterias y protozoos como ETDs (Fig. A1) aunque desde 2016 han
incorporado 3 nuevos grupos de enfermedades (micosis profundas, sarna y otros
ectoparasitos y envenenamiento por mordeduras de serpiente) ampliandose asi hasta 20

el nimero de patologias englobadas dentro del término ETD.
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Helmintos
Cisticercosis
Protozoos b
. Equinococosis
o Dengue y Dracunculosis
N ot
> (2 Trematodiasis de transmision
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: epra
humana africana e Esquistosomiasis
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Pian

Figura Al. Esquema de las enfermedades tropicales desatendidas causadas por virus,
bacterias, protozoos y helmintos. Imagen basada en el “Neglected Tropical Diseases: Progress
and Challenges for the Post-2015 Development Era” (Science in the News (Harvard University)
(http://sitn.hms.harvard.edu/). Creado con BioRender.

Cabe destacar la importancia de especies de la clase kinetoplastida como
Trypanosoma spp. y Leishmania spp., como agentes causantes de enfermedades que
originan un enorme impacto social y econémico. Concretamente, diversas especies del
género Trypanosoma son responsables de 2 importantes ETDs, como es la enfermedad
de Chagas en América, causada por Trypanosoma cruzi, y la tripanosomaisis humana
africana, también conocida como enfermedad del suefio causada por varias subespecies

de Trypanosoma brucei.

A.1.1. Tripanosomiasis africana

A.1.1.1. Epidemiologia

La tripanosomiasis humana africana (HAT, Human African Trypanosomiasis)
conocida comunmente como la enfermedad del suefo, es una ETD causada por

protozoos parasitos pertenecientes a diversas subespecies de Trypanosoma brucei. Se
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trata de una patologia endémica en 36 paises del Africa subsahariana siendo T. brucei
gambiense la especie responsable de originar una forma cronica de HAT en las regiones
oeste y central de Africa, mientras que la especie T. brucei rhodesiense causa una forma
aguda de progresion rapida de la enfermedad en las regiones este y sur del continente
(Fig. A2). En cambio, T. brucei brucei no es capaz de infectar humanos pero junto con
T. congolense y T. vivax es responsable de la infeccion en animales, tanto salvajes como
domésticos, originando la tripanosomiasis animal africana (AAT, Animal African
Trypanosomiasis) o nagana que causa enormes pérdidas econdmicas cada afo en el
sector ganadero. Mientras que la AAT estd ampliamente distribuida por todas las zonas
donde se encuentra presente el insecto vector, moscas del género Glossina cominmente
conocida como mosca tse-tsé¢, la HAT presenta una distribucion en focos como
resultado de complejas interacciones entre el vector, el parasito y el hospedador.
Habitualmente esos focos se localizan en areas rurales y periurbanas donde se produce
un contacto frecuente entre el vector y los humanos como consecuencia de actividades
como la caza, la pesca, la ganaderia o la recoleccion de agua y madera. De las 31
especies del género Glossina, que a su vez se subdividen en grupos dependiendo de si
se localizan en zonas de sabana, bosques o rios, sdlo algunas juegan realmente un papel
importante en la transmision. Concretamente, G.fuscipes y G. palpalis son las
principales especies responsables de la transmision de T. b. gambiense mientras que G.
fuscipes (Uganda), G. morsitans y G. pallidipes son las especies responsables de la

transmision de T. b. rhodesiense (Buscher, Cecchi et al. 2017).

T. b. rhodesiense

=10
& <10
[] 0 casos reportados

2017
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Figura A2. Distribucion de la tripanosomiasis humana africana en paises endémicos
(adaptada de Gao, Quian et al. 2020). Se muestran datos de la OMS de 2017 y 2018. Se
observa la clara distribucion de la tripanosomiasis humana africana causada por 2 especies de
protozoos parasitos del género Trypanosoma: T. b. gambiense que se distribuye por la region

central y oeste de Africa y T. b. rhodesiense en la regién este y sur del continente.

En la ultima década del siglo XX se produjo un alarmante incremento en el
numero de nuevos casos reportados llegdndose a niveles de cerca de 40000 nuevos
casos por afo, lo que hizo necesario el refuerzo y el desarrollo de actividades
coordinadas de vigilancia y control de la HAT. Asi pues, de los 300000 casos totales
estimados en 1998 por parte de la OMS, en 2018 se alcanzaron minimos historicos con
cifras por debajo de los 1000 nuevos casos reportados siendo aproximadamente el 98%
de los mismos causados por T. b. gambiense y el 2% restante por T. b. rhodesiense
(Gao, Qian et al. 2020).

No debemos olvidar que el movimiento de personas como turistas, personal
militar o migrantes, supone la posibilidad de exportar casos de HAT fuera del
continente africano, de hecho, se han reportado casos de HAT exportados a otros
continentes, localizdndose en Europa la mayoria de los casos. El mayor porcentaje de
casos es originado por T. b. rhodesiense como consecuencia de la infeccion de turistas
que han visitado Parques Nacionales y Reservas en Tanzania asi como Malawi, Zambia
0 Zimbabue. Asi pues, en el periodo comprendido entre 1990 y 2018, de los 144 casos
de HAT exportados, 101 fueron causados por T. b. rhodesiense (Buscher, Cecchi et al.
2017, Gao, Qian et al. 2020).

A.1.1.2. Cuadro clinico y tratamiento

El transcurso de la patologia depende de diversos aspectos como la subespecie de
T. brucei implicada, la cepa o el propio individuo en si. Por lo general la HAT es mortal
en ausencia de tratamiento, con una progresion de unos 3 afos en el caso de la
enfermedad causada por T. b. gambiense o alrededor de 6 meses en el caso de T. b.

rhodesiense (Buscher, Cecchi et al. 2017).
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La HAT se manifiesta en 2 estadios bien diferenciados. En primer lugar la fase
hemolinfatica en la que el parasito se multiplica y distribuye por el torrente sanguineo,
sistema linfatico, 6érganos sistémicos (como el higado, el bazo o el corazon) y o6rganos
endocrinos. Los sintomas principales de esta primera fase son: fiebre intermitente,
artralgia, anemia hemolitica, linfadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia,
alteraciones endocrinas, pericarditis, etc. Pocas semanas después (meses en el caso de T.
b. gambiense), los parasitos atraviesan la barrera hematoencefalica para alcanzar el
sistema nervioso central dando comienzo a la fase meningoencefalica. Esta fase se
caracteriza por alteraciones del suefio, de donde la enfermedad toma su nombre comun,
con somnolencia diurna e insomnio nocturno asi como otras alteraciones derivadas de la
afectacion del sistema nervioso como ataxia, acinesia, alteraciones del discurso, déficit
de atencidon, comportamiento agresivo, etc. (Buscher, Cecchi et al. 2017, Kennedy y

Rodgers 2019).

El tratamiento de la HAT depende de si el paciente se encuentra en la primera o la
segunda fase y de si la infeccion ha sido causada por T. b. gambiense o T. b.
rhodesiense, siendo en ambos casos efectivo y menos toxico el tratamiento de la fase
hemolinfatica (Kennedy y Rodgers 2019). Actualmente se administra pentamidina por
via intramuscular o intravenosa para tratar la primera fase de la infeccion causada por T.
b. gambiense y suramina por via intravenosa para tratar la primera fase de la infeccion
causada por T. b. rhodesiense. En el caso de que la enfermedad se encuentre en la
segunda fase, para T. b. gambiense se emplea una terapia combinada de nifurtimox por
via oral y eflornitina por via intravenosa siendo esta terapia mucho mejor tolerada y mas
facil de administrar que la sola administracion de eflornitina. Ademas, la combinacién
de ambos farmacos reduce drasticamente la probabilidad de aparicion de resistencias
por parte del parasito (Buscher, Cecchi et al. 2017). Para T. b. rhodesiense se emplea

melarsoprol por via intravenosa.

Algunos de estos farmacos tienen graves efectos secundarios, como el sindrome
encefalopatico causado por el melarsoprol y que se da en el 5-10% de los pacientes
siendo mortal en aproximadamente la mitad de esos casos (Baker y Welburn 2018,
Kennedy y Rodgers 2019), asi como la mielosupresion que puede causar la eflornitina,
o la nefrotoxicidad o agranulocitosis que puede causar la suramina (Buscher, Cecchi et
al. 2017). Todo esto unido al hecho de que, a excepcion del nifurtimox, ninguno de los

farmacos empleados son activos por via oral y requieren una administracion compleja y
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prolongada en el tiempo (generalmente son necesarios al menos 7 dias de tratamiento),

hacen especialmente necesario el desarrollo de nuevos farmacos activos por via oral.

Existen principalmente dos nuevos farmacos prometedores para el tratamiento de
la HAT y activos por via oral. En primer lugar, el fexinidazol (perteneciente al grupo de
los nitroheterociclos, como el nifurtimox) fue aprobado en diciembre de 2019 para su
uso en la Republica Democratica del Congo. En marzo de 2019 el fexinidazol se
incluyo en la lista de medicamentos esenciales de la OMS y se recomienda como
tratamiento de primera linea para para ambos estadios de la infeccion causada por T. b.
gambiense (Neau, Hanel et al. 2020). En segundo lugar, el acoziborol o SCYX-7158
demostrd ser seguro en estudios de fase I en 2015 y desde finales de 2016 se encuentra
en estudios de fase II/IIT con pacientes afectados por T. b. gambiense en Africa (Dickie,
Giordani et al. 2020).

A.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE T. brucei

A.2.1. Filogeniay ciclo de vida

T. brucei es un protozoo parasito perteneciente a la clase Kinetoplastea, orden
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma, especie brucei. Se
trata de un parasito extracelular que presenta un ciclo de vida digenético que transcurre
entre un hospedador invertebrado que sirve como vector y un hospedador mamifero. A
lo largo del ciclo T. brucei sufre importantes adaptaciones metabdlicas que se ven

reflejadas en cambios morfologicos.

La infeccion del hospedador mamifero comienza cuando la mosca tse-tsé inyecta
la saliva junto con los tripomastigotes metaciclicos en la piel del huésped al alimentarse.
Tras varios dias durante los cuales los tripanosomas se multiplican en el lugar de la
picadura, se distribuyen por los o6rganos periféricos y los tejidos mediante el sistema
linfatico y el torrente sanguineo. Finalmente los parasitos atravesaran el parénquima
cerebral desencadenando un proceso inflamatorio acompafiado de dafio neurologico
(Buscher, Cecchi et al. 2017). En el torrente sanguineo T. brucei se presenta en 2 formas

bien diferenciadas. La forma “alargada” o slender, que se caracteriza por emplear
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glucosa como fuente Unica de carbono para la obtencion de ATP, presentar una Unica
mitocondria tubular escasamente funcional y la membrana celular recubierta de una
densa capa de glicoproteinas denominadas VSG (Variant Surface Glycoprotein) que la
protegen del sistema inmune (Buscher, Cecchi et al. 2017, Smith, Bringaud et al.
2017). La otra forma es la “rechoncha” o stumpy no proliferativa que se encuentra
retenida en la fase GO/G1 del ciclo celular. El proceso de diferenciacion a esta forma
stumpy se inicia cuando la parasitemia alcanza niveles elevados produciéndose asi un
arresto en el crecimiento que permite a los pardsitos asegurar la supervivencia del
hospedador provocando la cronicidad de la infeccion, asi como adaptarse al ambiente
completamente diferente que se da en el interior del insecto vector (Rojas y Matthews
2019, Szoor, Silvester et al. 2020). De hecho, las formas stumpy soportan los cambios
de pH y la actividad proteolitica, presentan una mitocondria mas desarrollada y pueden
utilizar el a-cetoglutarato como alternativa a la glucosa como fuente de energia (Szoor,
Silvester et al. 2020). Este proceso de transicion se basa en un mecanismo de quorum
sensing dependiente de la densidad celular de modo que a medida que la parasitemia
aumenta, se produce y acumula el factor SIF (Stumpy Induction Factor) cuya identidad
quimica ha resultado un misterio durante los tltimos 20 afios. Publicaciones recientes
sefalan que este factor SIF consiste en un conjunto de pequefios oligopéptidos que se
generan por la accion de peptidasas liberadas al medio por parte de la poblacion
creciente de parasitos y que degradan sustratos del hospedador (Rojas y Matthews

2019).

Finalmente, cuando el vector se alimenta de sangre procedente de un mamifero
con tripanosomiasis, algunos parasitos se habran diferenciado a la forma stumpy
metabolicamente preadaptada para la supervivencia en el insecto. Una vez en el
intestino de la mosca, las formas stumpy se transforman en tripomastigotes prociclicos
que emplean la prolina como principal fuente de energia y presentan una mitocondria
ramificada y plenamente activa. Asi mismo, la membrana celular en las formas
prociclicas estd cubierta por prociclina en lugar de VSGs (Silvester, McWilliam et al.
2017, Smith, Bringaud et al. 2017). A continuacidon, los pardsitos alcanzaran el
proventriculo, donde se diferenciardn a epimastigotes que una vez alcancen las
glandulas salivares se transforman en las formas metaciclicas infectivas para el

hospedador mamifero y cerrandose asi el ciclo (Fig. A3) (Smith, Bringaud et al. 2017).
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Forma prociclica Forma metaciclica
(Intestino medio) (Glandulas salivares)

Proliferativa Qiescente

Insecto vector

Hospedador mamifero

Quiescente Proliferativa

W LIRE .

Forma rechoncha Forma alargada
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Figura A3. Ciclo de vida de Trypanosoma brucei (adaptado de Pays, Vanhollebeke et al.
2006). T. brucei es un protozoo parasito extracelular que se multiplica y se disemina por el
hospedador mamifero a través del torrente sanguineo y la linfa en su forma sanguinea alargada.
Cuando la parasitemia es elevada, se produce la diferenciacién, mediante un mecanismo de
quorum sensing, a la forma sanguinea rechoncha no proliferativa y preadaptada a la vida en el
insecto vector. Cuando la mosca tsé-ts¢ se alimenta de sangre de un hospedador infectado,
ingiere parasitos en la forma rechoncha que se diferencian a tripomastigotes prociclicos en el
intestino de la mosca. Finalmente, estas formas prociclicas migrardn hacia las glandulas
salivares donde se diferenciaran a epimastigotes y posteriormente a tripomastigotes metaciclicos

que son la forma infectiva para el hospedador mamifero, cerrandose asi el ciclo.

A.2.2. Estructura celular y aspectos singulares de su biologia

Trypanosoma brucei en las distintas etapas de su desarrollo presenta una forma
elongada de unos 15 — 30um de longitud (Fig. A4) y una estructura celular flexible pero
robusta en la que la caracteristica forma del tripomastigote viene definida por el
conjunto de microtibulos paralelos que se disponen a lo largo de la célula y que le

confieren una elevada resistencia al dano. Probablemente se trata de una adaptacion
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encaminada a ayudar al pardsito a sobrevivir en diferentes ambientes con condiciones
fisicas y quimicas muy cambiantes (Ooi y Bastin 2013, Sunter y Gull 2016). Como
consecuencia de esta robusta estructura, no es posible que se produzcan invaginaciones
de la membrana a lo largo de la superficie celular para llevar a cabo procesos de endo o
exocitosis siendo Unicamente posible el intercambio de sustancias a través del bolsillo
flagelar (zona por la que el flagelo sale de la célula). Ademads, en este bolsillo se
localizan numerosos receptores como el de la transferrina (Sunter y Gull 2016). De
hecho, la endocitosis es un proceso de enorme importancia para las formas sanguineas
de T. brucei dado que el recambio de las VSGs depende de ello, siendo por tanto una
zona clave para las interacciones parasito-hospedador (Ooi y Bastin 2013, Langousis y

Hill 2014).

T. brucei posee un tnico flagelo que esta presente durante todos los estadios de su
desarrollo. Es esencial para la viabilidad y permite el movimiento de la célula. Ademas,
parece estar implicado en multiples facetas del desarrollo, transmisién y patogénesis.
Juega por tanto un papel crucial en la morfogénesis de la célula, la division celular y la
herencia de estructuras celulares esenciales, asi como en la interaccidon parasito-
hospedador ya que interviene en la union a los tejidos del hospedador. El flagelo emerge
de la parte posterior de la célula y define el eje antero-posterior. Estd constituido por un
axonema candnico de tipo 9+2 que es la sefia distintiva de los flagelos moviles y se
ancla al citoplasma por la parte posterior a través del cuerpo basal (Ooi y Bastin 2013,
Langousis y Hill 2014). Probablemente, el mejor ejemplo de la importancia del flagelo
lo encontremos en el caso del genoma mitocondrial, que estd organizado como una
estructura tipo disco denominada kinetoplasto y que estd fisicamente unido al cuerpo
basal mediante filamentos que atraviesan el citoplasma y las membranas mitocondriales
interna y externa, de modo que para la correcta segregacion de los kinetoplastos durante
la division celular es fundamental la unién a esta estructura filamentosa denominada
“complejo de anclaje tripartito” o tripartite attachment complex (TAC) (Hoffmann,
Kaser et al. 2018). La mayor parte del flagelo estd conectado al citoesqueleto de la
célula a través de una region de anclaje conocida como flagellum attachment zone

(FAZ) (Ooi y Bastin 2013).

Al contrario de lo que ocurre en levaduras y mamiferos, que poseen un niimero
elevado de mitocondrias que se dividen constantemente, T. brucei posee una tnica

mitocondria que contiene una copia del genoma mitocondrial (kinetoplasto). La inusual
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organizacion del kinetoplasto consta de dos elementos genéticos: los maxicirculos, con
25 copias que codifican para ARNs ribosomales y proteinas de funcién desconocida o
subunidades de los complejos de la fosforilacion oxidativa y los minicirculos, con
alrededor de unas 5000 copias que codifican para los ARNs guia. Es importante
destacar la ausencia de genes que codifiquen ARNts, lo que demuestra que todos los
ARNts mitocondriales tienen que importarse desde el citosol. Dado que so6lo existe una
copia del kinetoplasto, es muy importante que su replicacion esté coordinada con la
replicacion del ADN nuclear (Schneider y Ochsenreiter 2018). Las formas sanguineas
del parésito dependen casi por completo de la glucoélisis para la obtencion de energia de
manera que no llevan a cabo la fosforilacion oxidativa y por tanto, poseen una
mitocondria escasamente desarrollada. Sin embargo, las formas prociclicas dependen
del metabolismo de aminodcidos para la obtencion de energia y poseen una mitocondria
funcional y estructuralmente mucho mas compleja en la que se lleva a cabo la

fosforilacion oxidativa (Hoffmann, Kaser et al. 2018).

Los glicosomas son organulos parecidos a los peroxisomas especializados que se
encuentran en organismos pertenecientes a las clases Kinetoplastea y Diplonemea
dentro del Reino protista, lo que incluye parasitos tripanosomatidos de los géneros
Trypanosoma y Leishmania (Allmann y Bringaud 2017). La glucosa es el sustrato
preferente para T. brucei dentro del hospedador mamifero puesto que en el torrente
sanguineo hay buena disponibilidad de la misma. Las formas sanguineas de T. brucei
solo pueden generar ATP a partir de la glucolisis (Haanstra, Bakker et al. 2014) que, de
hecho, es la ruta que tiene lugar principalmente dentro de los glicosomas. La mayor
parte de la glucolisis ocurre dentro de dicho organulo tanto en las formas prociclicas
(hasta el 1,3-bisfosfoglicerato) como en las sanguineas (hasta 3-fosfoglicerato),
mientras que las reacciones finales hasta la obtencion de piruvato ocurren en el citosol
(Haanstra, Bakker et al. 2014, Allmann y Bringaud 2017). Existen otras particularidades
que hacen tan caracteristico a este organulo puesto que se han identificado otras rutas
que tienen lugar en su interior como la fermentacion succinica, la rama oxidativa de la
ruta de las pentosas fosfato, el salvamento de purinas, o la sintesis de pirimidinas. El
catabolismo de purinas esta presente en los peroxisomas de la mayoria de los eucariotas
pero no asi en los glicosomas, que han adquirido otras rutas implicadas en el
metabolismo de nucledtidos, como los 2 ultimos pasos de la sintesis de novo de

pirimidinas y algunas enzimas implicadas en el salvamento de purinas asi como la
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mayoria de enzimas implicadas en la sintesis de nucledtidos glicosilados a partir de

glucosa (Allmann y Bringaud 2017).
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Nucleoplasm
MNucleolo
Envuelta nuclear Flagelo
Poro nuclear
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Figura A4. Morfologia de T. brucei (adaptado de Wheeler, Gull et al. 2019). Estructura

celular y organulos del tripomastigote prociclico.

Generalmente, la investigacion se centra en especies causantes de patologias, pero
existen muchos otros aspectos interesantes en la biologia de los tripanosomatidos. Por
ejemplo, el anclaje de glicosilfosfatidilinositol a la membrana, el trans-splicing, la
edicion de ARN o la transcripcién policistronica eucariota de genes que codifican
proteinas, son procesos que fueron descritos por primera vez en tripanosomatidos (Field

y Carrington 2009).

Variacion antigénica: Las glicoproteinas variantes de superficie o Variant
Surface Glycoproteins (VSGs) constituyen una cubierta protectora que recubre a la
célula durante la infeccion del hospedador mamifero y constituye el 20% del proteoma
total de la célula (Horn 2014) y alrededor del 95% del proteoma de la superficie de
parasito, de manera que mediante impedimento estérico impiden a las proteinas
invariantes de superficie unirse a anticuerpos del hospedador. Ademas de actuar como
barrera protegiendo los epitopos invariables de la superficie de T. brucei, las VSGs

permiten la eliminacién de los anticuerpos especificamente unidos a ellas mediante
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procesos de endocitosis a través del bolsillo flagelar. El anticuerpo unido a la VSG es
rapidamente degradado mientras que ésta, libre de anticuerpos, es devuelta a la
superficie de la célula. Cuando los niveles circulantes de anticuerpo son muy elevados,
este sistema no es suficiente para evadir la respuesta inmune del hospedador haciéndose
necesario por parte de los parasitos expresar una VSG diferente (Mugnier, Stebbins et
al. 2016). La clave del éxito a la hora de evadir al sistema inmune consiste en la
expresion de una unica VSG cada vez, de manera que a medida que el sistema inmune
del hospedador reconoce una VSG y comienza a eliminar a los parasitos que la
expresan, se producird un cambio en la VSG expresada con una frecuencia de uno de

cada cien mil parésitos (Horn 2014, Mugnier, Stebbins et al. 2016).

Las VSGs se transcriben desde uno de los ~15 sitios de expresion teloméricos o
telomeric bloodstream expression sites (BESs) que presentan las formas sanguineas del
parasito. Asi pues, cada vez s6lo una VSG cubre la superficie del parasito excepto
cuando éste se encuentra en proceso de recambio de una VSG por otra (Mugnier,
Stebbins et al. 2016). Esto puede tener lugar mediante fendmenos de recombinacion
iniciados por roturas del ADN en el locus donde se localiza la VSG que se esta
expresando, de modo que el proceso de reparacion culminard con la relocalizacion de
otra VSG en el BES activo, o bien pueden darse eventos de exclusion alélica que se
deben unicamente a mecanismos epigenéticos sin que se produzcan cambios en la
secuencia de ADN. En este caso cesa la transcripcion de la VSG que se encontraba
activa y se inicia la transcripcion de otra VSG a partir de otro BES distinto (Horn 2014,

Mugnier, Stebbins et al. 2016).

Transcripcién policistronica y trans-splicing de ARN: los kinetoplastidos se
han convertido en un modelo fundamental para el estudio del control de la expresion
génica a nivel post-transcripcional dada su organizacion génica caracteristica en la que
los genes se agrupan en largos cluster o unidades de transcripcion policistronicas
(polycistronic transcription units o PTUs), que comprenden hasta 100 ORFs y que son
transcritas por la ARN polimerasa II (Preusser, Jae et al. 2012, Reynolds, Cliffe et al.
2014, Clayton 2016). La iniciacién y la terminacion de la transcripcion tienen lugar en
regiones flanqueantes de las PTUs llamadas divergent strand switch regions o
convergent strand switch regions, respectivamente. La terminacion y la iniciacion

también pueden ocurrir en sitios donde termina la transcripcion de la PTU anterior y se
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inicia la de la PTU posterior denominados head-tail sites (HT) (Reynolds, Cliffe et al.
2014).

Los mRNAs precursores son procesados para dar mRNAs maduros con la adicion
en 5’ de la secuencia de 39 nucleétidos del Splice Leader mediante trans-splicing
seguido por la poliadenilacion en 3’. Los precursores también pueden ser degradados de
modo que el equilibrio entre la degradacion del mRNA precursor y su procesamiento
determinara la cantidad de mRNA maduro sintetizado (Preusser, Jae et al. 2012,
Reynolds, Cliffe et al. 2014, Clayton 2016). En otros eucariotas la terminacion de la
ARN polimerasa II estd generalmente acoplada al procesamiento del mRNA en 3°. En
kinetoplastidos, sin embargo, el procesamiento en 3’ esta acoplado al trans-splicing en
5’ del gen adyacente, previniendo asi la terminacion prematura dentro de una PTU. Sin
embargo, el mecanismo de terminacion de la ARN polimerasa II en kinetoplastidos aun

no se conoce (Reynolds, Cliffe et al. 2014).

Asi pues, en su conjunto, tanto la organizacion génica como la transcripcion
policistronica ha conducido a la suposicion de que la transcripcion en estos organismos
es un proceso no regulado y que la mayor parte de la regulacion de la expresion génica
ocurre a nivel post-transcripcional. Sin embargo, recientemente se han descubierto
numerosos marcadores epigenéticos, localizados especificamente en sitios de iniciacion
y terminacién de la transcripcion, incluyendo metilacion y acetilacion de histonas
(Reynolds, Cliffe et al. 2014, Clayton 2016). Un papel importante en la regulacion de la
transcripcion parece jugarlo la base J o p-d-glucosil-hidroximetiluracil, una
modificacion de la timidina que se genera fundamentalmente en las regiones
teloméricas, aunque también se ha encontrado en regiones internas de los cromosomas
concretamente en zonas de inciacion y terminacion de la transcripcion mediada por la
ARN polimerasa II. Se trata de una modificacion presente Unicamente en
kinetoplastidos, aunque las funciones que ejerce la base J no son iguales en todos ellos.
En L. major, la pérdida de la base J conduce a la generacion de ARNs antisentido como
consecuencia de eventos de readthrough en las convergent strand switch regions o los
sitios HT. Por el contrario, en T. brucei no se producen defectos en la terminacion de la
transcripcion en dichos sitios, sino que se observa una sobreexpresion de los genes que
se localizan a continuacion de la base J dentro de la misma PTU (Reynolds, Cliffe et al.

2014).
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A.2.3. Ciclo celular

El ciclo celular eucariota es un proceso altamente regulado que implica una serie
de eventos moleculares que deben ocurrir de forma perfectamente ordenada y
controlada. Se distinguen clasicamente 4 fases: Go/Gi, S, G2 y M (Fig. AS5). El ADN se
replica durante la fase S y tras la fase G,, que es la fase preparatoria para la mitosis y la
citoquinesis, se divide en la fase M. En células animales la citoquinesis comienza antes
de la segregacion de los cromosomas de modo que ambos eventos se solapan. El ciclo
celular de Trypanosoma brucei sigue basicamente el mismo esquema, pero presenta
unas caracteristicas unicas, puesto que la célula presenta una serie de organulos y
estructuras de copia unica, como el kinetoplasto, la mitocondria, el cuerpo basal y el
flagelo. Estas estructuras que deben ser correctamente duplicadas y segregadas de forma
coordinada y regulada para asegurar la correcta division celular. Dicha division ocurre
longitudinalmente desde la region anterior hacia la posterior de la célula (Hammarton

2007, Li 2012).

Fase G1. Durante la fase G; las células examinan las condiciones ambientales
para determinar si proliferan, se diferencian, entran en quiescencia o inducen la
apoptosis (Hammarton 2007, Li 2012). Cuando las células en fase G1 (aquella con un
nicleo y un kinetoplasto, IN1K) progresan a lo largo del ciclo celular, se pueden
distinguir 3 subciclos que comprenden la correcta duplicacion y segregacion del (a)
nucleo, (b) kinetoplasto y (¢) conjunto de estructuras del citoesqueleto. En metazoos el
punto clave que determina el inicio del ciclo celular es la entrada del nucleo en fase S
iniciada irreversiblemente por la activacion de Cdk2 a través de la ciclina E, cuyo
analogo en T. brucei (CYC2) esta implicado en el inicio de la fase S del nucleo y la
mitosis (Wheeler, Gull et al. 2019). Asi pues, de igual forma que en el resto de células
eucariotas se requieren ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (cyclin-dependent
kinases o CDKs) para regular los eventos del ciclo celular. T. brucei codifica en su
genoma un total de 10 ciclinas y 11 quinasas relacionadas con Cdc2 (Cdc2- related

kinases o CRKs) (Li 2012).

Fase S nuclear. El inicio de la fase S en el nucleo implica a las ciclinas CYC2,
CYC4, CYCS5 y CYC7, asi como diversas CRKs (Hammarton 2007, Li 2012, Wheeler,
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Gull et al. 2019). La replicacién de los cromosomas se inicia a partir de origenes de
replicacion bien definidos y cuya localizacion gendmica coincide con lugares de inicio
de la transcripcion de unidades de transcripcion policistronica y donde se dan

determinadas modificaciones de histonas (Wheeler, Gull et al. 2019).

Mitosis. La transicion G2/M implica a las ciclinas CYC6 y CYCS asi como a las
quinasas CRK3 y CRK9 (Hammarton 2007, Li 2012, Wheeler, Gull et al. 2019). La
mitosis depende de la fase S del nucleo y es aparentemente independiente de la fase S
del kinetoplasto y de los eventos del citoesqueleto. Comienza después de la division del
kinetoplasto. El huso mitdtico es una estructura constituida por paquetes de
microtibulos denominados kinetocoros a los que se unen los cromosomas a través de
los centrémeros (secuencias repetitivas caracteristicas) (Wheeler, Gull et al. 2019).

Durante la mitosis, la envuelta nuclear permanece intacta (Li 2012).

Las formas prociclicas, al contrario que las sanguineas carecen de un punto de
control en la transicion desde la mitosis a la citoquinesis. Asi pues, en formas
sanguineas la inhibicién de la mitosis previene a la célula de entrar en citoquinesis pero
no asi de entrar en ciclos sucesivos de replicacion del ADN nuclear y del kinetoplasto
resultando en células con un gran nucleo y multiples kinetoplastos. En prociclicos, sin
embargo, la citoquinesis tiene lugar a pesar de la inhibicion de la mitosis resultando en
una célula con un nucleo con doble contenido de ADN y 2 kinetoplastos (1N*2K) que
se dividird pudiendo dar lugar a una célula con un nucleo tetraploide y un kinetoplasto
(IN*1K) y otra célula, denominada zoide, con un solo kinetoplasto (ONI1K)

(Hammarton 2007).

El genoma nuclear de T. brucei comprende 11 megacromosomas, algunos
cromosomas intermedios y unos 100 minicromosomas. Los minicromosomas se
segregan siguiendo una cinética diferente con respecto a los megacromosomas. Se ha
sugerido que los minicromosomas se segregan lateralmente a lo largo de los
microtubulos, de polo a polo, antes de que los megacromosomas sean segregados

mediante un mecanismo dependiente del kinetocoro (Hammarton 2007).

Fase S del kinetoplasto. El genoma mitocondrial consta de varios miles de
minicirculos y una docena de maxicirculos. La fase S del kinetoplasto empieza justo
antes que la del nucleo. El complejo proceso de replicacion de los minicirculos ha sido

estudiado en detalle de manera que son separados del resto de la red y replicados por la



Introducciéon| 18

accion de una topoisomerasa II, para ser posteriormente transportados a los polos del
kinetoplasto (sitios antipodales). Sin embargo, el mecanismo de replicacion de los
maxicirculos y los eventos de sefalizacion que regulan el inicio de la fase S del
kinetoplasto ain no han sido estudiados en profundidad (Hammarton 2007, Wheeler,

Gull et al. 2019).

Division del Kkinetoplasto. La division del kinetoplasto y la segregacion del
genoma mitocondrial requieren de la participacion del TAC que conecta el cuerpo basal
con el ADN del kinetoplasto a través de la doble membrana mitocondrial. Esto conduce
a la division del kinetoplasto a medida que el cuerpo basal se separa. Los maxicirculos
permanecen en el centro del kinetoplasto en division. El TAC es necesario para un
correcto posicionamiento del kinetoplasto y parece estar implicado en la segregacion del

mismo de forma andloga al kinetocoro durante la mitosis (Wheeler, Gull et al. 2019).

Cuerpo basal y estructuras asociadas. La duplicacion del cuerpo basal y el
crecimiento del nuevo flagelo son los primeros eventos citologicos detectables durante
el ciclo de Trypanosoma spp. De forma sincronizada con el inicio de la fase S, se
produce la maduracién de un nuevo cuerpo basal a partir del que se generara el nuevo
flagelo que invade el bolsillo flagelar para que finalmente, a través de una serie de
cambios morfologicos en el citoesqueleto y la membrana se generen 2 bolsillos
flagelares independientes asociados cada uno a un flagelo (Hammarton 2007, Wheeler,

Gull et al. 2019).

El aparato de Golgi se localiza entre el sitio de exporte del reticulo endopldsmico
y el bolsillo flagelar de manera que el nuevo Golgi se desarrolla junto al preexistente.
Otros organulos tales como los glicosomas, acidocalcisomas o gotas lipidicas estan
presentes en multicopia de modo que la segregacion entre las células hijas es

probablemente aleatoria (Wheeler, Gull et al. 2019).

Citoquinesis. La citoquinesis en tripanosomatidos es muy diferente de lo que
ocurre en células de mamifero y hongos. Tiene lugar desde la parte anterior hacia la
posterior de la célula mediante el ingreso del surco de escision desde el extremo del
nuevo FAZ. El posicionamiento relativo de este surco de escision garantiza la correcta
herencia de los cuerpos basales, kinetoplastos y bolsillos flagelares, pero los nucleos
deben estar correctamente posicionados (en este sentido podria ser relevante la longitud

del huso mitotico). Finalmente, el surco progresa hasta quedar unicamente un punto de
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unién entre la parte posterior de una célula y el lateral de la otra célula hija. La escision
definitiva ocurre sin aparente participaciéon de un anillo contrictil de actino-miosina

(Hammarton 2007, Li 2012, Wheeler, Gull et al. 2019).
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Figura A5. Ciclo celular en T. brucei (adaptado de Wheeler, Gull et al. 2019). Desarrollo de

Py i 3

—

- PN TN D cioines
(\.I \ =+ Citoquinesis

las distintas etapas del ciclo celular en la forma prociclica de T. brucei y su distribucion a lo
largo del tiempo. (A) Morfologia de la célula en diferentes estadios del ciclo desde G1 hasta el
crecimiento del nuevo flagelo desde el bolsillo flagelar (BF), anafase, mitosis y citoquinesis. (B-
D) Desarrollo en el tiempo de los distintos eventos que tienen lugar en el (B) nucleo, (C)
citoesqueleto y (D) kinetoplasto y su sincronizaciéon aproximada. Los puntos de control que
probablemente tienen lugar a lo largo del ciclo estdn marcados con una interrogaciéon mientras
que para aquellos marcados con una “x” existe evidencia suficiente que demuestra su ausencia.
Abreviaturas: N, nucleo; S, sintesis; CB, cuerpo basal; BF, balsillo flagelar; FAZ, zona de

anclaje del flagelo o flagellum attachment zone; K, kinetoplasto.



Introduccion| 20

A.3. METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS EN T. brucei

Los niveles de desoxirribonucleétidos trifosfato estdn sometidos a un estricto
control en todos los organismos puesto que juegan un papel central en los procesos de
replicacion y reparacion del ADN. De hecho, alteraciones de dichos niveles afectan a la
integridad de la célula desencadenando procesos tales como mutagénesis, genotoxicidad

o el desarrollo de tumores (Kohnken, Kodigepalli et al. 2015).

En la mayoria de organismos, incluyendo las células humanas, los nucleo6tidos de purina
y pirimidina se pueden obtener por dos vias: la sintesis de novo o la ruta de salvamento.
Sin embargo los protozoos parasitos, incluyendo T. brucei, por lo general carecen de la
capacidad para sintetizar purinas de novo. Por el contrario, estos organismos son
prototrofos para pirimidinas y poseen enzimas implicadas tanto en la sintesis de novo
como en el salvamento algunas de las cuales se han postulado como interesantes dianas

para el diseflo de farmacos antiparasitarios.

A.3.1. Transportadores de nucleotidos, nucledsidos y nucleobases

En eucariotas, el transporte de nucledsidos y nucleobases tiene lugar a través de
los transportadores CNT (concentrative nucleoside transporter) o a través de los
transportadores ENT (equilibrative nucleoside transporter). Hasta la fecha, todos los
transportadores de nucledsidos y nucleobases identificados en protozoos parasitos
pertenecen a la familia ENT (Sanchez, Drutman et al. 2004, Berg, Van der Veken et al.
2010, Campagnaro, Alzahrani et al. 2018).

Mientras que la mayoria de células de mamifero pueden sintetizar sus propias
purinas y pirimidinas, algunos protozoos parésitos como los tripanosomatidos o los
apicomplexa, pueden sintetizar pirimidinas de novo pero son auxétrofos para purinas y
dependen del salvamento de las mismas procedentes del hospedador. Por este motivo,

expresan una amplia variedad de transportadores de bases y nucledsidos de purina
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altamente eficientes (de Koning, Watson et al. 2000, Natto, Wallace et al. 2005,

Campagnaro, Alzahrani et al. 2018).

A lo largo de su ciclo de vida, T. brucei expresa diferentes transportadores para la
captacion de nucleésidos y bases de purina. Los transportadores tipo P1 (NT2, NT3,
NT4, NT5, NT6 y NT7) se expresan tanto en formas prociclicas como sanguineas y
todos ellos presentan afinidad por inosina (Ino), adenosina (Ado), guanosina (Guo) y en
algunos casos por hipoxantina (Hyp) (NT5, NT6 y NT7) (Sanchez, Drutman et al.
2004). Dos transportadores adicionales, TONT9 y TbNT10, son también transportadores
de nucledsidos de purina con actividad P1 que se expresan especificamente en la forma
prociclica y en la forma sanguinea stumpy, respectivamente. TbNTIO es un
transportador de elevada afinidad por Ado, Guo e Ino (no presenta afinidad por ninguna
de las bases de purina). (Sanchez, Drutman et al. 2004, Berg, Van der Veken et al. 2010,
Campagnaro, Alzahrani et al. 2018). Finalmente, TONTS8.1, TONT11 y probablemente
TbNT12, se comportan como transportadores de alta afinidad para las bases de purina

(Sanchez, Drutman et al. 2004).

TbATI1, el primer transportador ENT que se identifico, es el llamado
transportador P2 y es responsable del transporte de Ado y adenina (Ade). Se expresa
unicamente en las formas sanguineas del pardsito (Sanchez, Drutman et al. 2004,
Bellofatto 2007). Ademas de los transportadores de nucleosidos, se han identificado 4
transportadores especializados de nucleobases con especial afinidad por la Hyp (Berg,
Van der Veken et al. 2010, Campagnaro, Alzahrani et al. 2018): H1 y H4 en prociclicos

y H2 y H3 que se expresan en las formas sanguineas.

Recientemente se ha revelado (Campagnaro, Alzahrani et al. 2018) la presencia de
mecanismos de transporte de purinas que no habian sido caracterizados en T. brucei. De
hecho, las primeras evidencias parecen indicar que podrian tratarse de los primeros
transportadores de purinas en protozoos que no pertenecen a la familia ENT. Se trata de
2 nuevos transportadores expresados en la forma sanguinea del parasito: un
transportador especifico de Hyp, el HXT1 y otro de muy alta afinidad por la Ade, el
ADET]I.

Al contrario de lo que ocurre con las purinas, la mayoria de los protozoos

parasitos son capaces de sintetizar pirimidinas de novo y, por consiguiente, el transporte
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de pirimidinas ademas de no ser esencial en T. brucei es mucho menos eficiente que el

de purinas.

En 1998 se caracteriz6 el primer transportador de pirimidinas en kinetoplastidos,
el TbU1, que presenta una alta selectividad por el uracilo (Ura) con una afinidad del
orden submicromolar y es el principal transportador responsable del salvamento de
pirimidinas en las formas prociclicas de T. brucei (Gudin, Quashie et al. 2006, Ali,
Creek et al. 2013).

La uridina (Urd) es transportada por al menos 2 transportadores en prociclicos,
TbUl y TbU2, que presentan una afinidad moderadamente elevada por dicho
nucleodsido. Pese a que TbU2 presenta elevada afinidad por la Urd, la eficiencia de
transporte no parece muy alta (Gudin, Quashie et al. 2006, Tiwari y Dubey 2018). El
transporte de Urd y Ura constituye la principal diferencia entre la capacidad de
salvamento de las formas prociclicas y las sanguineas, debido a la expresion diferencial
de los transportadores encargados de dicha funcion. Mientras que en prociclicos TbU1
es el responsable del salvamento de Ura, en sanguineos es TbU3, un transportador de
alta afinidad por el Ura pero muy baja afinidad para la Urd y 2’-desoxiuridina (dUrd)
(Ali, Tagoe et al. 2013, Tiwari y Dubey 2018). De hecho, s6lo es posible detectar el
transporte de dichos nucledsidos cuando la concentracion en el medio es elevada,
confirmandose que TbU3 es un transportador de Ura. Asi mismo la presencia de
elevadas concentraciones de Urd inhibe el transporte de Ura a través de TbU1 pero por
el contrario, la presencia de Urd no afecta al transporte de Ura en sanguineos a través de

TbU3 (Gudin, Quashie et al. 2006, Ali, Creek et al. 2013).

Las formas sanguineas son ineficientes en la captacion de citidina (Ctd) puesto
que carecen de sistemas para el transporte de la misma. Algo similar ocurre en
prociclicos, en los que tampoco se detecta transporte de Ctd, aunque en este caso si se
da el salvamento de citosina (Cyt) a través de un transportador denominado TbC1. Se
trata de un transportador de muy alta afinidad por la Cyt, pero cuyos reducidos niveles
de expresion hacen que la capacidad de salvamento de dicha base sea muy reducida
(Gudin, Quashie et al. 2006, Bellofatto 2007). Todos estos datos en su conjunto apuntan
al hecho de que el salvamento de pirimidinas en T. brucei depende principalmente del

transporte de Ura.
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No se observa un transporte significativo de timidina (dThd) por parte de T.

brucei en el rango de concentraciones micromolares o submicromolares. El transporte

de dThd estd mediado por un transportador denominado TbT1. La extremadamente baja

afinidad por la dThd, asi como la eficiencia de traslocacion conduce a pensar que no

contribuye de manera sustancial al salvamento de pirimidinas in vivo, por lo que

podemos concluir que la funcidn principal de este transportador no es el salvamento de

dThd (Ali, Creek et al. 2013). De hecho, se trata de un transportador de nucledsidos de

purinas de tipo P1 expresado por las formas sanguineas de T. brucei (Ali, Creek et al.

2013). No se ha detectado actividad especifica de transporte para Ctd, 2-desoxicitidina

(dCtd), Cyt, orotato o timina por lo que no parece que exista un salvamento

significativo de estas pirimidinas en condiciones fisioldgicas.
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Figura A6. Representacion esquematica de los transportadores de nucledsidos en las

formas prociclica y sanguinea de T. brucei. La expresion de los transportadores de
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nucledsidos cambia a lo largo del ciclo de vida de T. brucei, de manera que el transporte de
purinas estd mediado fundamentalmente por los transportadores TbH de nucleobases, los TbP1
de amplia especificidad de sustrato y el TbP2 especifico para adenina y adenosina que se
expresa Unicamente en las formas sanguienas, mientras que el transporte de pirimidinas esta
mediado por TbU1, TbU2 y TbC1 en prociclicos y TbU3 y TbT1 en sanguineos. Abreviaturas:
Ado (adenosina), Guo (guanosina), Ino (inosina), Hyp (hipoxantina), Ade (adenina), Gua
(guanina), Xan (xantina), Ura (uracilo), Urd (uridina), Cyt (citosina), dUrd (2’-desoxiuridina) y
dThd (timidina).

A.3.2. Metabolismo de purinas

En general las células de mamifero poseen dos rutas para la sintesis de
nucledtidos de purinas. La sintesis de novo, que produce inosina-5’-monofosfato (IMP)
partiendo de precursores simples como la glicina y la ruta de salvamento consiste en la
reutilizacion de bases y nucledsidos preformados que la célula toma de fuentes
enddgenas y/o exdgenas para satisfacer sus requerimientos de purinas. Sin embargo,
algunos organismos como los protozoos parasitos son auxotrofos para purinas y, por
tanto, incapaces de llevar a cabo la sintesis de novo de manera que dependen tnica y
exclusivamente de las bases y nucleosidos preformados que obtienen del hospedador
(Ogbunude y Ikediobi 1983, Hammond y Gutteridge 1984, Berg, Van der Veken et al.
2010).

En consecuencia, los parasitos han desarrollado sistemas para transportar,
internalizar y metabolizar las bases y nucleosidos requeridos. Se ha observado que
cualquiera de las bases o nucledsidos de purina naturales son suficientes para mantener
el crecimiento de los parasitos in vitro poniendo de manifiesto que las rutas de

salvamento son interconvertibles (Hammond y Gutteridge 1984, Li, Leija et al. 2015).

Al contrario de lo que ocurre con otros kinetoplastidos como Leishmania spp, T.
brucei es un parasito extracelular y por tanto no tiene acceso a las purinas que se
encuentran en el interior de la célula. Las principales bases y nucledsidos que se
encuentran en el suero humano y el liquido cerebroespinal son Hyp, Xan e Ino, mientras
que otras bases y nucledsidos de purina como la Ade o la Ado estdn presentes en

concentraciones despreciables. Esto sugiere que el salvamento de purinas en T. brucei
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ocurre a través de la xantosina-5’-monofosfato (XMP) y el IMP y que algunas de las
enzimas de interconversion requeridas para la sintesis de guanosina-5’-monofosfato
(GMP) y adenosina-5’-monofosfato (AMP) podrian ser esenciales in vivo (Li, Leija et
al. 2015, Dolezelova, Teran et al. 2018).

La ruta de salvamento de purinas en T. brucei esta constituida por enzimas como
las nucledsido hidrolasas, la 6-oxopurina fosforribosiltransferasas, la adenina
fosforribosiltransferasa (APRT, EC 2.4.2.7) y la adenosina kinasa (AK, EC 2.7.1.20).
Participan también enzimas de interconversion como son la AMP desaminasa (AMPD,
EC 3.5.4.6), adenilosuccinato liasa (ADSL, EC 4.3.2.2), adenilosuccinato sintetasa
(ADSS, EC 6.3.4.4), guanina desaminasa (GDA, EC 3.5.4.3), GMP sintasa (GMPS, EC
6.3.5.2), GMP reductasa (GMPR, EC 1.7.1.7) y la IMP deshidrogenasa (IMPDH, EC
1.1.1.205) (Dolezelova, Teran et al. 2018).

Las nucledsido hidrolasas (NHs) hidrolizan el enlace N-glucosidico de B-
ribonucleodsidos con la participacion en el proceso catalitico de una molécula de agua.
Su papel metabdlico estd muy bien establecido en protozoos parasitos, donde juegan un
importante papel dentro del salvamento de purinas. Por el contrario, en mamiferos, no
se ha detectado actividlad NH. En T. brucei encontramos una inosina-adenosina-
guanosina hidrolasa (IAG-NH, EC 3.2.2.1) y una inosina-guanosina hidrolasa (IG-NH)
(Hammond y Gutteridge 1984, Berg, Van der Veken et al. 2010).

Las purina fosforribosiltransferasas catalizan la transferencia de la ribosa-5’-
fosfato desde el S5-fosfo-a-D-ribosil-1-pirofosfato hasta la respectiva base de purina
(Ade, Gua, Hyp o Xan) dando lugar a los correspondientes 5’-monofosfatos (Berg, Van
der Veken et al. 2010). T. brucei expresa una APRT y 3 isoformas de 6-oxopurina
fosforribosiltransferasas mientras que en humanos solo hay una. Dos de las tres
isoformas en T. brucei son hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasas (HGPRTs, EC
2.4.2.8) puesto que los sustratos preferentes son la Hyp y la Gua mientras que la tercera
se identifica como una hipoxantina-guanina-xantina fosforribosiltransferasa (HGXPRT)
(Hammond y Gutteridge 1984, Berg, Van der Veken et al. 2010, Dolezelova, Teran et
al. 2018).

La adenosina kinasa (AK) fosforila Ado para obtener el correspondiente 5’-
monofosfato AMP en presencia de adenosina-5’-trifosfato (ATP). La presencia de AK

en T. brucei es controvertida puesto que la observacion de actividad AK parece
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depender del método de extraccion empleado (Vodnala, Fijolek et al. 2008, Berg, Van
der Veken et al. 2010).

La Ado es la purina mas eficientemente salvada por parte de T. brucei y se
transforma mediante dos reacciones secuenciales que implican la liberacion de la base
de Ade por parte de la IAG-NH para a continuacién llevar a cabo la sintesis de AMP en
una reaccion catalizada por la APRT (Berg, Van der Veken et al. 2010). A dia de hoy
sigue existiendo controversia respecto a si la sintesis de AMP ocurre mayoritariamente

como acabamos de describir o si realmente existe una AK en T. brucei.

Recientemente se ha reportado el cardcter esencial de la GMPS, una
aminotransferasa que cataliza la sintesis de GMP a partir de XMP. La GMPS es el
punto donde convergen la Xan, Hyp, Ade y Ado rescatadas mediante la formacion de
XMP o IMP para la sintesis de GMP, que tendra lugar en dos pasos a partir del IMP
catalizados por la IMPDH y la GMPS. Por el contrario, la GMPR cataliza la conversion
del GMP en IMP, lo que permite la interconversion de los nucledtidos de guanina y
adenina. T. brucei expresa una GDA que genera Xan a partir de Gua (Hammond y
Gutteridge 1984, Li, Leija et al. 2015). Otras enzimas implicadas en la interconversion
de purinas son las aminohidrolasas responsables de la conversion de Ade en Hyp. T.
brucei carece de adenina desaminasa y pese a que los parasitos poseen el gen que
codifica para una adenosina desaminasa (ADA, EC 3.5.4.4), alin no esta claro si las
formas sanguineas de T. brucei expresan dicha enzima. En algunos tripanosomatidos
también parece tener lugar la desaminacion del AMP (Hammond y Gutteridge 1984,

Vodnala, Fijolek et al. 2008).
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Figura A7. Metabolismo de purinas en T. brucei (adaptado de Dolezelova, Teran et al.
2018). T. brucei es incapaz de llevar a cabo la sintesis de novo de IMP de manera que depende
unicamente del salvamento de bases y nucleosidos de purina procedentes del medio. En primer
lugar, la actividad nucledsido hidrolasa libera la base procedente del nucledsido para que
posteriormente tenga lugar la sintesis del correspondiente nucle6tido monofosfato via actividad
fosforribosiltransferasa. Los nucledtidos difosfato son producto de la reaccion catalizada por
kinasas especificas como la AK o la GMPK para finalmente, y mediante la actividad RNR y
NDK, obtener los diferentes nucledtidos trifosfato. AMPK (proteina kinasa activada por AMP),
AK (adenosina kinasa), APRT (adenina fosforribosiltransferasa), AMPD (AMP desaminasa),
ADSS (adenilosuccinato sintetasa), ADSL (adenilosuccinato liasa), IAGNH (inosina-adenosina-
guanosina hidrolasa), HGPRT (hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa), GDA (guanina
desaminasa), HGXPRT (hipoxantina-guanina-xantina fosforribosiltransferasa), IMPDH (IMP
deshidrogenasa), GMPS (GMP sintasa), GMPK (GMP kinasa), GMPR (GMP reductasa), NDK
(nucleodsido difosfato kinasa) y RNR (ribonucleétido reductasa). En rojo se indican las
reacciones que implican derivados de adenina, en naranja las que implican derivados de

hipoxantina, en verde las de los derivados de xantina y en azul las de los derivados de guanina.
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A.3.3. Metabolismo de pirimidinas

La mayoria de células, incluyendo los tripanosomatidos, son capaces de sintetizar
el anillo de pirimidina de novo, a partir de precursores simples como la L-glutamina, el
bicarbonato o el L-aspartato y ademés son capaces de llevar a cabo el salvamento de
nucledsidos y/o nucleobases de pirimidina. En la sintesis de novo, el bicarbonato es
convertido en carbamil fosfato via la carbamoil fosfato sintetasa (CPSII, EC 6.3.5.5.) y
posteriormente en carbamoil aspartato mediante una aspartato transcarbamilasa
(ATCasa, EC 2.1.3.2.), para finalmente ser convertido en el primer derivado ciclico de
la ruta, el dihidroorotato, mediante la accion de la dihidroorotasa (DHO, EC 3.5.2.3.).
La DHO es capaz de catalizar la reaccion en ambos sentidos aunque estudios realizados
en L. donovani y C. fasciculata demuestran que esta favorecida la sintesis de
dihidroorotato sobre la ruta degradativa (Tiwari y Dubey 2018). Esto es diferente de lo
que ocurre en células de mamifero, que expresan una enzima multifuncional (CAD) que
cataliza los 3 primeros pasos de la sintesis de novo. En cualquier caso, estudios de co-
inmunoprecipitacion y LC-masas parecen confirmar que estas tres enzimas presentan
una interaccion no covalente en tripanosomatidos (Ong, Sienkiewicz et al. 2013, Tiwari

y Dubey 2018).

La cuarta enzima de la ruta es la dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH, EC
1.3.98.1.), que oxida el dihidroorotato hasta orotato. Mientras que la DHODH humana
(EC 1.3.5.2.), se localiza en la membrana mitocondrial y transfiere electrones a la
ubiquinona, la enzima de T. brucei es citosdlica y emplea fumarato como aceptor de
electrones (Ali, Creek et al. 2013, Ong, Sienkiewicz et al. 2013). Estudios funcionales
empleando ARN de interferencia para inhibir la enzima de T. brucei, revelaron que las
formas sanguineas del parasito presentan afectacion del crecimiento in vitro que puede
ser revertida si existen pirimidinas disponibles en el medio (Arakaki, Buckner et al.
2008, Ali, Creek et al. 2013, Tiwari y Dubey 2018). De hecho, los parasitos crecen con
normalidad en medio con suero no dializado demostrando que la concentracion de Ura
presente en el mismo (0,17 0,05 puM), similar a la del plasma humano, es suficiente
para mantener el crecimiento de T. brucei de manera que podemos concluir que la
sintesis de NOVO no es esencial in vitro. Asi mismo todo parece indicar que tampoco

deberia serlo in vivo (Arakaki, Buckner et al. 2008, Ali, Tagoe et al. 2013).
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En los pasos finales de la sintesis de novo, el orotato se convierte en orotidina-5’-
monofosfato (OMP) y a continuacion en UMP por la acciéon de las enzimas orotato
fosforribosiltransferasa  (OPRT, EC 2.4.2.10.) y orotidina-5’-monofosfato
descarboxilasa (OMPDC, EC 4.1.1.23.). En bacterias y algunos parasitos dichas
enzimas se encuentran separadas, pero tanto en humanos como en T. brucei se
encuentran formando parte de una unica proteina de fusion, anotada como uridina
monofosfato sintasa (UMPS). En el caso de T. brucei el orden de la fusion esta invertido
(OMPDC-OPRT) y esta localizada en los glicosomas (Ong, Sienkiewicz et al. 2013). La
inhibicion del ultimo paso de la sintesis de novo mediante la generacion de lineas knock
out (KO) para la UMPS condujo a la obtencion de parasitos auxdtrofos para pirimidinas
que pueden proliferar in vitro en presencia de Ura o Urd. En condiciones in Vivo, sin
embargo, los parasitos fueron capaces de establecer infeccion en ratones compensando
la deficiencia de la UMPS mediante la sobreexpresion de la uridina fosforilasa (UPasa,
EC 2.4.23.) y el incremento de la actividad del transportador TbU3 poniendo de
manifiesto por tanto que la biosintesis de pirimidinas no es esencial in vivo (Ali, Tagoe
et al. 2013, Ong, Sienkiewicz et al. 2013). En cambio, si se produjo una reduccion de la
virulencia de esta cepa KO para la UMPS, lo que hace pensar que la ruta de salvamento
no es suficiente para compensar por completo la ausencia de la sintesis de novo (Ong,

Sienkiewicz et al. 2013, Leija, Rijo-Ferreira et al. 2016).
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Figura A8. Sintesis de novo de UMP en T. brucei. Las 4 primeras reacciones de la ruta hasta
la sintesis de orotato tienen lugar en el citosol y estan catalizadas por enzimas independientes.
Las 2 ultimas reacciones que conducen a la obtencion de UMP tienen lugar en el glicosoma y
estan catalizadas por una UMPS cuyo extremo N-terminal posee un dominio OMPDC mientras
que en el extremo C-terminal se localiza el dominio OPRT. CPSII (carbamoil fosfato sintetasa),
ATCasa (aspartato transcarbamilasa), DHO (dihidroorotasa)), DHODH (dihidroorotato
deshidrogenasa), UMPS (UMP sintasa), OPRT (orotato fosforribosiltransferasa), OMPDC

(orotidina-5’-monofosfato descarboxilasa).

Aunque la sintesis de pirimidinas en tripanosomatidos depende en buena medida
de la sintesis de novo de UMP, T. brucei puede captar Ura del medio eficientemente y
convertirlo en UMP mediante la uracilo fosforribosiltransferasa (UPRT, EC 2.4.2.9.).

La Urd también puede ser rescatada del medio, pero dado que los kinetopléastidos
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carecen de actividad uridina kinasa (Tiwari y Dubey 2018), se requiere la intervencion
de la UPasa para obtener Ura. De hecho, estudios con nucledsidos fluorados
demostraron que el sustrato preferente de la UPasa es la Urd respecto a la dUrd (Alj,
Creek et al. 2013). Asi pues, tanto la sintesis de novo como la ruta de salvamento
convergen en el UMP, un metabolito central en el metabolismo de pirimidinas de T.
brucei a partir del cual la célula puede sintetizar todos los ribonucleétidos y 2’-
desoxirribonucleotidos de pirimidina. La fosforilacion del UMP a uridina-5’-difosfato
(UDP) tiene lugar mediante una UMP-CMP kinasa (EC 2.7.4.14.) y posteriormente es
fosforilado a uridina-5’-trifosfato (UTP) via nucledsido difosfato kinasa (NDK, EC
2.7.4.6.). A continuacion tiene lugar la sintesis de novo de citidina-5’trifosfato (CTP) a
partir de UTP mediante una CTP sintetasa (CTPS, EC 6.3.4.2.). La reaccidn catalizada
por la CTPS se ha postulado como un punto vulnerable dentro de la ruta puesto que T.
brucei posee niveles bajos de CTP como consecuencia de que la reaccion transcurre
lentamente y de que el salvamento de Cyt o Ctd es practicamente inexistente en las
formas sanguineas del parasito, de modo que al contrario de lo que ocurre en
mamiferos, T. brucei no puede compensar la inhibicion de la CTPS mediante el
salvamento de Ctd (Hofer, Steverding et al. 2001, Tiwari y Dubey 2018). La sintesis de
2’-desoxiuridina-5’-difosfato (dUDP) estd catalizada por la ribonucledtido reductasa

(RNR, EC 1.17.4.1.) a partir de UDP.

Un paso clave en la sintesis de ADN es la formacion de timidilato (dTMP)
catalizado por la timidilato sintasa (TS, EC 2.1.1.45.), lo que implica la metilacion
reductiva de la  2’-desoxiuridina-5’-monofosfato (dUMP) por el 5,10-
metilentetrahidrofolato. El otro producto de la reaccion es el dihidrofolato, que se
convierte en tetrahidrofolato por acciéon de la dihidrofolato reductasa (DHFR, EC
1.5.1.3.). Finalmente, el metilentetrahidrofolato se regenera a partir del tetrahidrofolato
por accion de una serina hidroximetiltransferasa (SHMT, EC 2.1.2.1.), ausente en T.
brucei, o mediante el sistema de degradacion de la glicina. En tripanosomatidos y otros
protozoos parasitos como Plasmodium spp., la TS y la DHFR estan fusionadas
formando una proteina bifuncional, al contrario de lo que ocurre en células de
mamifero. La DHFR-TS es una enzima esencial para la supervivencia de T. brucei tanto
in vitro como in vivo, siendo la dThd en concentraciones elevadas y no fisiologicas, la
unica pirimidina capaz de rescatar el fenotipo de las formas KO (Sienkiewicz,

Jaroslawski et al. 2008). La inhibicion selectiva de la TS o la DHFR en células
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procariotas o eucariotas conduce a la llamada thymineless death o muerte por falta de
timina que se caracteriza por la intensa reduccion de los niveles de timidina-5’-trifosfato
(dTTP) y el concomintante incremento del dUMP que sera fosforilado para generar 2’-
desoxiuridina-5’-trifosfato (dUTP), que debe ser retirado por accion de la desoxiuridina

trifosfato nucleétido hidrolasa (dUTPasa, EC 3.6.1.23.) liberandose dUMP.

La hidrdlisis del dUTP catalizada por la dUTPasa contribuye a mantener bajo
elratio dUTP/dTTP evitando asi la incorporacion del dUTP al ADN durante la
replicacion. La presencia de Ura en ADN es reparada por la ruta de escision de bases
mediada por la uracil ADN glicosilasa (UNG, EC 3.2.2.27.) que reconoce y escinde el
residuo de Ura dejando un sitio abasico. Sin embargo, si la capacidad de la dUTPasa se
ve superada por un exceso de dUTP, se producira una incorporacién masiva de dUTP en
el ADN que conducird a la generacion de multiples sitios abasicos mutagénicos y el
colapso de la horquilla de replicacion en las regiones que estan siendo reparadas que
originard un dafio irreparable en los cromosomas y conducira a la muerte celular
(Sienkiewicz, Jaroslawski et al. 2008, Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2013). La
dUTPasa es una enzima esencial en T. brucei y las formas KO pueden proliferar
unicamente en presencia de concentraciones elevadas de dThd. Se ha postulado como
una diana atractiva para el disefio de farmacos puesto que las dUTPasas presentes en
kinetoplastidos poseen una estructura cuaternaria dimérica y son capaces de hidrolizar
no s6lo dUTP sino también dUDP, al contrario que las dUTPasas triméricas de

mamiferos (Tiwari y Dubey 2018).

Los tripanosomatidos carecen de dCMP desaminasa (DCTD, EC 3.5.4.12.) que
contribuye a la sintesis de dTTP mediante la produccion de dUMP a partir de dCMP en
células eucariotas. En su lugar, Trypanosoma spp. expresan una timidina kinasa (TK,
EC 2.7.1.21.) y una citidina desaminasa (CDA, EC 3.5.4.5.) que podrian estar
implicadas en la sintesis de dUMP.

Al contrario que las células de mamifero que expresan una TKI1 citosolica y una
TK2 mitocondrial, T. brucei expresa una unica TK1 con estructura de pseudo-dimero
que presenta 2 dominios homologos de tipo TK1 (Valente, Timm et al. 2016). TK es
una enzima esencial cuya inhibicién provoca una importante reduccion de los niveles de
dTTP y el consiguiente dafio en el ADN que ello origina. Teniendo en cuenta que los

parasitos no son auxotrofos de pirimidinas y que carecen de actividad DCTD o dCTP
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desaminasa (EC 3.5.4.13.), esta dependencia del dTTP de la actividad de TK parece
indicar que el papel esencial de la enzima no reside en el salvamento de dThd, sino en la
fosforilacion de dUrd para la sintesis de dUMP, lo que se confirma por el hecho de que
la deficiencia de TK puede ser compensada no solo por dThd en concentraciones
elevadas (Valente, Timm et al. 2016), sino también mediante la expresion de la DCTD
humana (Leija, Rijo-Ferreira et al. 2016) que estaria proporcionando al parasito una ruta

alternativa para la obtencion de dUMP para la sintesis de dTMP.

En este contexto CDA jugaria un importante papel como fuente principal de dUrd
procedente de la desaminacion de la dCtd. De hecho, CDA es una enzima esencial in
vitro y las formas KO son auxoétrofas para dUrd o dThd demostrando su implicacion

esencial en la sintesis de dTMP (Leija, Rijo-Ferreira et al. 2016).

Sin embargo, en T. brucei el dUMP podria proceder no sélo de la fosforilacion de
dUrd por TK sino también de la hidrolisis de dUTP o dUDP por accion de la dUTPasa,
enzima para la que se ha propuesto un doble papel: mantener el correcto ratio
dUTP/dTTP para controlar la incorporacion excesiva de uracilo en ADN y producir
dUMP para la sintesis de dTMP (Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2013). En
definitiva, existen dudas acerca de cudl es la principal ruta de produccion del dUMP,

sustrato necesario para la sintesis de dTMP.
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Figura A9. Metabolismo de pirimidinas en T. brucei. T. brucei es capaz de llevar a cabo
tanto la sinesis de novo de UMP como el salvamento de pirimidinas, destacando el uracilo como
la pirimidina mas eficientemente salvada especialmente por parte de las formas sanguineas del
parasito. El uracilo se convierte en UMP via UPRT confirmando el papel central de dicho
nucleétido tanto en la sintesis de NOvo como en la ruta de salvamento de pirimidinas. El UMP es
posteriormente fosforilado hasta UTP, sustrato de la CTPS en la sintesis de CTP que finalmente
origina dCTP mediante la accion de las enzimas NDK y RNR. Por su parte, cabe destacar la
funcion de la CDA en la sintesis de desoxiuridina (dUrd) que actia como sustrato para TK en la
sintesis del dUMP necesario para la obtencion de dTMP via DHFR-TS. Este dTMP sera
finalmente empleado en la sintesis de dTTP mediante la accion de la TMPK y la NDK.
UMP/CMPK (UMP-CMP kinasa), NDK (nucleosido difosfato kinasa), CTPS (CTP sintetasa),
RNR (ribonucleotido reductasa), CDA (citidina desaminasa), UPasa (uridina fosforilasa), UPRT
(uracilo fosforribosiltransferasa), TK (timidina kinasa), dUTPasa (desoxiuridina trifosfato
nucledtido hidrolasa), DHFR-TS (dihidrofolato reductasa — timidilato sintasa), TMPK

(timidilato kinasa).
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A4, ENZIMAS CON ACTIVIDAD DESAMINASA

El zinc es el ion que participa con mas frecuencia en las reacciones de hidrolisis o
hidratacion catalizadas por metaloenzimas (Johansson, Neuhard et al. 2004). La
superfamilia de desaminasas dependientes de zinc se caracterizan por presentar un
dominio desaminasa tipo His/Cys-Ala/Val-Glu-X54.36-Pro-Cys-X-X-Cys (Conticello
2008) e incluye enzimas que catalizan la desaminacion de bases, nucledtidos y acidos
nucleicos en diferentes contextos biologicos que van desde el salvamento de purinas y
pirimidinas en bacterias, eucariotas y fagos, donde estarian implicadas CDAs, dCMP
desaminasas, GDAs o0 AMPDs, hasta la desaminacion in situ de bases que se encuentran
formando parte de la cadena de ARN o ADN. Dichas desaminaciones juegan un papel
central en el proceso de edicion del ARN a la hora de generar secuencias apropiadas en
el anticodon de los ARNt, modificar secuencias de micro ARNs o alterar el marco
abierto de lectura de los ARNm. También se han relacionado las desaminaciones con
procesos de defensa frente a virus o con la hipermutacion somadtica asociada al cambio

de clase de los anticuerpos (Iyer, Zhang et al. 2011).

Dentro de las desaminasas que actian sobre acidos nucleicos, las mas
ampliamente distribuidas en bacterias y eucariotas, son las adenosina desaminasas de
ARNt (ADAT) que catalizan la desaminacion de adenosina a inosina en la primera
posicion del anticodén, como por ejemplo la ADATI1 (EC 3.5.4.34) eucariota que
desamina la posicion 37 del ARNt de la alanina para estabilizar las interacciones codon-
anticodon. En tripanosomatidos, se ha observado que ADAT2/3, ademas de ser
responsable de la desaminacion de la adenosina en posicion 34 y la citosina (previa
metilacion por TRM140) en posicion 32 del ARNt de la treonina (Fig. A10) (Rubio,
Gaston et al. 2017), es capaz de llevar a cabo la desaminacion de citosina a uracilo en
ADN de cadena sencilla (Rubio, Pastar et al. 2007). Las adenosina desaminasas de
ARNm (ADAR, EC 3.5.4.37) estan implicadas en la inactivacion de virus tipo ARN y
en la edicion de diversos ARNm y precursores de micro ARNs. En cuanto a
desaminacion de citidina en acidos nucleicos, la AID (activation-induced deaminase)
estaria implicada en la diversificacion de los anticuerpos y las enzimas APOBEC
(Apolipoprotein B mRNA editing catalytic polypeptide-like) en la edicion de diversos
ARNm. Se ha caracterizado ademds una nueva CDA, denominada CDAT8 (EC
3.5.4.35), presente en arqueas como Methanopyrus kandleri (Randau, Stanley et al.
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2009) que cataliza la desaminacion de la citidina en posicion 8 de ciertos ARNt como el

del 4cido aspartico o la histidina.

Las ADAR fueron identificadas por primera vez en Xenopus laevis, siendo la
primera ADAR identificada en humanos ADARI, la que condujo a la posterior
identificacion de ADAR2 y ADAR3, enzimas que estin muy conservadas en
vertebrados (Nishikura 2010). En mamiferos concretamente, ADAR1 presenta 2
isoformas o variantes de splicing, ADAR1p150 y ADARI1p110(Christofi y Zaravinos
2019). En Drosophila melanogaster hay un gen que codifica para una ADAR2-like
mientras que en Caenorhabditis elegans hay 2 genes, CeADR1 y CeADR2 que codifican
para proteinas con actividad ADAR (Tonkin, Saccomanno et al. 2002). Asi mismo, se
han identificado genes que codifican para ADAR1 y ADAR2 en erizos de mar y
anémonas, indicando que éstos surgieron por duplicacion génica en la evolucion
temprana de los metazoos, mientras que ADAR3 parece haber evolucionado a partir de
la duplicacion del gen ADARZ2 en vertebrados. Ademas, las ADAR estan ausentes en
protozoos, levaduras y plantas (Nishikura 2010, Jin, Zhang et al. 2009).

Se pensaba que las enzimas de la familia AID/APOBEC se expresaban
unicamente en vertebrados. Sin embargo, se ha observado la presencia de proteinas
APOBEC-like en diversos grupos de metazoos como los dictiostélidos y algunas algas.
En humanos se expresan 11 proteinas de la familia AID/APOBEC: AID, APOBECI,
APOBEC2, APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3D, APOBEC3F,
APOBEC3G, APOBEC3H y APOBEC4. Concretamente, AID y APOBEC2 surgieron
en los peces sin mandibula (agnatos), mientras que APOBECI surgié en péjaros y
reptiles. Posteriormente, eventos de duplicacion génica dieron lugar a la aparicion de
APOBEC3 en mamiferos, mientras que APOBEC4 es la de mas reciente aparicion

(Christofi y Zaravinos 2019).
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Figura A10. Representacion esquematica de la metilacion y posterior desaminacion de la
citosina 32 del ARNt de la treonina en T. brucei (adaptado de Dixit, Henderson et al.
2019). La imagen muestra como ocurre la desaminacion de la citosina 32 del ARNt de la
treonina (ARNt™) en el nucleo de T. brucei. Posteriormente ADAT2/3 cataliza también la

desaminacion de la adenosina 34 en el citoplasma de la célula.

Aparte de los integrantes de la superfamilia de las desaminasas dependientes de
zinc, en la desaminacion de bases libres y nucledtidos estdn implicadas otras
aminohidrolasas tales como citosina desaminasas (CoDA, EC 3.5.4.1) que requieren de
la participacion de un ion de hierro durante la catalisis (en el caso de la enzima

bacteriana) o las dCTP desaminasas (EC 3.5.4.13) de bacterias como la de Escherichia
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coli, en cuyo mecanismo de accion no estd implicado ningtn ion metalico (Johansson,

Neuhard et al. 2004).

Por otra parte, las desaminasas tipo DYW, que se encuentran Unicamente en
plantas y en Naegleria spp., estan implicadas en la maduracion de los transcritos en
cloroplasto y mitocondria, a través de eventos de desaminacion de citidina (Iyer, Zhang

et al. 2011, Hayes y Santibanez 2020).

A.4.1. Citidina desaminasas

CDA es una enzima de la ruta de salvamento de pirimidinas que cataliza la
desaminacion de Ctd y dCtd hasta Urd y dUrd respectivamente (Fig. A11). CDA es una
enzima dependiente de zinc, ion metdlico que es esencial para la catalisis. Se han
descrito 2 grandes familias estructurales, las CDAs tetraméricas, en las que cada
mondmero tiene una masa molecular de unos 15 kDa y las CDAs diméricas en las que
cada uno de los mondmeros tiene una masa de unos 30 kDa. Las diméricas se
encuentran en bacterias Gram-negativas como Escherichia coli (Betts, Xiang et al.
1994), Haemophilus influenzae (Fleischmann, Adams et al. 1995) Vibrio cholerae o
Klebsiella pneumoniae (Liu, Shang et al. 2019) y en plantas como Arabidopsis thaliana
(Vincenzetti, Cambi et al. 1999), mientras que las tetraméricas parecen estar mas
ampliamente distribuidas y se encuentran en bacterias Gram-positivas como Bacillus
subtilis (Johansson, Mejlhede et al. 2002), asi como en Mycobacterium tuberculosis
(Sanchez-Quitian, Schneider et al. 2010) o Mycoplasma pneumoniae (Himmelreich,
Hilbert et al. 1996) y en muchos eucariotas tales como mamiferos (Vincenzetti, Cambi
et al. 1996, Teh, Kimura et al. 2006), nematodos (Anant, Martin et al. 1997, Thompson,
Britton et al. 2002) o levaduras (Xie, Sowden et al. 2004) (Fig. A12A). La masa
molecular del enzima en condiciones nativas es de aproximadamente 60 kDa puesto que
en el primer caso se constituyen como homodimeros y en el segundo como

homotetrameros.
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Figura All. Representacion esquematica de la reaccion catalizada por CDA. La imagen
muestra como para que tenga lugar la reaccion de desaminacion catalizada por CDA sobre Ctd o
dCtd es necesaria la participacion de una molécula de agua generandose como productos Urd o

dUrd y amoniaco.

Tanto la estructura general como el mecanismo de la catélisis de las CDAs
diméricas o tetraméricas es muy similar (Vincenzetti, De Sanctis et al. 2003), aunque
una de las caracteristicas distintivas entre ambas es la naturaleza de los residuos que se
coordinan con el zinc en el centro activo. Mientras que en las diméricas se trata de una
histidina y dos cisteinas (His102, Cys129 y Cys132 para E. coli), en las tetraméricas son
tres cisteinas (Cys65, Cys99 y Cys102 para la humana) cargadas negativamente, lo cual
es bastante inusual, siendo la Cys65 esencial para la correcta orientacion del mismo
(Frances y Cordelier 2020). Ademads, se ha sugerido que el zinc en las CDAs
tetraméricas juega un papel estructural aparte de su papel catalitico (Johansson, Neuhard

et al. 2004).

El 4cido glutdmico en posicion 67 (numeracion de la enzima humana) tiene un
papel central en el inicio de la catélisis puesto que el grupo carboxilo es el responsable
de promover el ataque inicial sobre el carbono 4 del anillo de pirimidina, protonando el
nitrégeno adyacente en posicion 3 y desprotonando la molécula de agua, que estd
coordinada con el atomo de zinc en el centro activo, formandose un intermediario de
estructura tetraédrica constituida entre el anillo de pirimidina, el grupo hidroxilo
procedente de la molécula de agua, el carboxilo del 4cido glutdmico y el zinc
(Johansson, Mejlhede et al. 2002, Chung, Fromme et al. 2005, Sanchez-Quitian,
Schneider et al. 2010, Frances y Cordelier 2020). Finalmente, mediante quimica acido—

base se favorece la ruptura del intermediario tetraédrico (Fig. A12B).
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Figura A12. Estructura de las diferentes clases de CDAs e intermediario tetraédrico de la
reaccion (Adaptado de Frances y Cordelier 2020, Wang, Guo et al. 2020). (A) Estructura de
las CDAs diméricas y tetraméricas representadas por la CDA de E. coli (EcCDA) y la humana
(HsCDA) respectivamente. (B) Intermediario tetra¢drico de la reaccion de desaminacion
catalizada por CDA, constituido por el anillo de pirimidina, el grupo hidroxilo procedente de la

molécula de agua, el carboxilo del acido glutdmico y el a&tomo de zinc.

En las enzimas diméricas, como la de E. coli, ambos monomeros se disponen para
formar un pseudotetramero y cada una de las dos subunidades posee un dominio activo
que se coordina con un atomo de zinc y otro dominio C-terminal que no es funcional,
puesto que a pesar de ser estructuralmente homologo al dominio catalitico (Teh, Kimura
et al. 2006), carece tanto de los residuos que se coordinan con el zinc como del acido
glutdmico esencial para la catélisis. La similitud entre los 2 dominios sugieren que las
CDAs diméricas surgieron a partir de un evento de duplicacion génica o a raiz de una
serie de mutaciones que condujeron a la pérdida del dominio catalitico C-terminal sin

alterar la estructura general (Johansson, Mejlhede et al. 2002, Chen, Herde et al. 2016,



Introduccién |41

Wang, Guo et al. 2020). En el dominio C-terminal inactivo se encuentra una cavidad
denominada broken active site que juega un importante papel puesto que el centro
activo de cada mondémero esta constituido por residuos del broken active site del otro

monodmero (Vincenzetti, De Sanctis et al. 2003, Micozzi, Pucciarelli et al. 2010).

Las CDAs tetraméricas, como la humana, estan constituidas por cuatro subunidades
idénticas que se asocian para formar un dimero de dimeros (Chung, Fromme et al.
2005). Cada uno de los monomeros contiene un dominio catalitico que opera de manera
independiente y estd coordinado a un atomo de zinc (Vincenzetti, De Sanctis et al. 2003,
Micozzi, Pucciarelli et al. 2010, Micozzi, Carpi et al. 2014), siendo importante sefialar
que cada centro activo esta constituido por residuos procedentes de las otras tres
subunidades a través de una serie de complejas interacciones, lo que explicaria por qué
la enzima s6lo es activa en forma de tetramero (Frances y Cordelier 2020). Se ha
observado que los residuos Phe36 y Phel37 pueden ser importantes en la estabilizacion
de las interacciones hidrofobicas entre el ligando y la enzima y por tanto facilitar el
proceso catalitico (Vincenzetti, De Sanctis et al. 2003). Parece que en las CDAs
tetraméricas existen otros residuos muy conservados que estarian implicados en el
mantenimiento de la estructura cuaternaria o en la union al sustrato como: Tyr60, que
forma un enlace de hidrogeno con el 5°-OH del anillo de ribosa, Tyr33, que forma parte
del motivo 3,PYSHF;6 que estd conservado en la mayoria de las CDAs tetraméricas,
Arg68 o Glul08 (numeracion humana) (Vincenzetti, De Sanctis et al. 2003, Micozzi,
Pucciarelli et al. 2010, Frances y Cordelier 2020). El grupo 3’-OH de la ribosa se une
mediante enlaces de hidrogeno a la Asn54 y Glu56 (Teh, Kimura et al. 2006). No
existen evidencias de que el grupo 2’-hidroxilo de la ribosa de la Ctd establezca
interacciones con ningin residuo de CDA, motivo por el cual la Ctd y la dCtd son
buenos sustratos y por lo que la enzima no discrimina entre ribosa y desoxirribosa

(Johansson, Mejlhede et al. 2002).

El interés clinico de CDA se debe a su capacidad de desaminar agentes
quimioterapéuticos analogos de citidina empleados como antineoplésicos o antivirales
tales como la citosina arabindsido (Ara-C), 5’-azadesoxicitidina, gemcitabina,
decitabina, etc. La desaminacion de estos agentes conduce a su inactivacion
farmacologica (Chung, Fromme et al. 2005, Frances y Cordelier 2020). Es por ello que

estos farmacos se administran frecuentemente junto con inhibidores de CDA como la
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tetrahidrouridina (THU) o la zebularina para mejorar su farmacocinética y

farmacodinamica (Micozzi, Carpi et al. 2014, Ruan, Qiu et al. 2016).

Asi pues, CDA juega un importante papel en la terapia frente al cancer puesto que
niveles elevados pueden contribuir en el fracaso de las terapias y alternativamente,
niveles bajos de CDA en pacientes tratados con dichos fArmacos muestran serios efectos
adversos debido a la toxicidad del tratamiento (Frances y Cordelier 2020). La expresion
de CDA en las células cancerosas permite dividir los tumores en 2 grandes subgrupos:
los que sobreexpresan CDA (tumores de pancreas, estomago, tiroides,...) y los
deficientes en CDA (tumores de higado, cérvix, colon,...), lo que hace que difieran en
su sensibilidad frente al tratamiento antitumoral. Es decir, CDA se podria emplear como
marcador para guiar la terapia anticancerosa (Mameri, Bieche et al. 2017).
Concretamente, la sobreexpresion de CDA sensibiliza a las células frente a derivados no
toxicos como la 5-hidroximetildesoxicitidina (5hmdC) o la 5-formildesoxicitidina
(5fdC) (Zauri, Berridge et al. 2015), de manera que la administracion de dichos
derivados en tumores con niveles elevados de CDA podria conducir a una mayor

selectividad de la quimioterapia.

La deficiencia de CDA conduce a inestabilidad gendmica y dafo en el ADN y se ha
relacionado con el sindrome de Bloom, de manera que la pérdida de la expresion de
CDA es concomitante con la mutacion del gen BLM asociado a dicha enfermedad
(Frances y Cordelier 2020). El desequilibrio del pool de pirimidinas resultante de la
deficiencia de CDA es fuente de estrés durante la replicacion y produce defectos en la
segregacion debido a la acumulacion intracelular de dCTP que a su vez reduce la
actividad de PARP-1 (poli(ADP-ribosa) polimerasa 1) implicada en la respuesta al dafo
en ADN (Gemble, Ahuja et al. 2015, Gemble, Buhagiar-Labarchede et al. 2016).

A.4.2. Citosina desaminasas

La CoDA es una metaloenzima que cataliza la desaminacion de Cyt para generar
Ura y amoniaco y de 5-metilcitosina a timina (Ko, Lin et al. 2003). Este enzima no esta
presente en tripanosomatidos y se encuentra en bacterias y hongos, donde juega un

importante papel en el salvamento de pirimidinas. Sin embargo, no esta presente en
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células de mamiferos que utilizan la CDA en su lugar (Ireton, McDermott et al. 2002,
Ko, Lin et al. 2003). Si comparamos las CoDAs de bacterias, representadas por la de E.
coli, con las de levaduras, representada por la de Saccharomyces cerevisiae,
encontramos multitud de diferencias que abarcan desde la secuencia de aminoacidos
hasta la estructura cuaternaria. Mientras que la enzima bacteriana es un hexamero, que
podriamos definir como un dimero de trimeros, constituido por subunidades
independientes y con una masa molecular total de 300 kDa, la de levaduras es un
homodimero de unos 35 kDa de masa molecular. En ambos casos la enzima presenta un
dominio catalitico por subunidad (Ireton, Black et al. 2003, Zhao, She et al. 2017). Otra
diferencia resefiable es el hecho de que en las CoDAs bacterianas un atomo de hierro
esta coordinado con tres histidinas y un aspartato (His61, His63, His214, Asp313 para
E. coli), aunque se ha observado que la enzima presenta actividad, si bien ésta es menor,
si el centro activo se coordina con otro cation divalente como el zinc (Hall, Fedorov et
al. 2011). Por su parte, en las CoDAs de levaduras el centro activo se coordina a un
atomo de zinc a través de una histidina y dos cisteinas (His62, Cys91 y Cys94 para S.

cerevisiae) (Ko, Lin et al. 2003).

Las CoDAs bacterianas son similares a la ADA, conservando residuos implicados en la
union al i6n metalico y al sustrato (Ireton, McDermott et al. 2002). Por otra parte, la
arquitectura del dominio catalitico de la CoDA de levaduras es muy similar a la de la
CDA dimérica de E. coli y presenta dos secuencias conservadas en la familia de las
CDAs: His-X-Glu y Cys-X-X-Cys, que estan implicadas en la coordinacién con el
atomo de zinc en el centro activo asi como con la propia actividad catalitica. Es
importante destacar que la CoDA no actua sobre Ctd probablemente debido a que la
ribosa de la Ctd no puede ser acomodada en el centro activo (Ireton, Black et al. 2003,

Ko, Lin et al. 2003).

Las desaminasas de nucledsidos y las de nucleobases han evolucionado
independientemente de manera que una de las familias incluye enzimas como la CoDA
bacteriana o la ADA, mientras que la otra contiene a las CDAs, asi como desaminasas
implicadas en la edicion de ARN como es el caso de las ADAR y las ADAT. La CoDA
de levaduras también parece estar incluida en esta Gltima familia (Ireton, McDermott et

al. 2002).
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A.4.3. Desaminasas de desoxicitidina-5’-monofosfato (dCMP desaminasas)

Las dCMP desaminasas estan presentes en la mayoria de organismos eucariotas (no
asi en tripanosomatidos) y bacterias Gram-positivas catalizando la conversion de dCMP
a dUMP dentro de la ruta de salvamento de pirimidinas. Por el contrario, las bacterias
Gram-negativas E. coli y Salmonella typhimurium (Hou, Liang et al. 2008) producen
dUMP a partir del dCTP. Posteriormente el dUMP serd empleado por la TS en la
sintesis de dTMP. Tanto la TS como la dCMP desaminasa presentan niveles de
expresion elevados en células que se dividen rédpidamente como tumores o células
embrionarias (Weiner, Ciesla et al. 1995), mientras que apenas se expresan en células

que no se dividen (Almog, Maley et al. 2004).

Se distinguen dos clases de dCMP desaminasas en funcién de si se encuentran en
células de mamifero o bacterias Gram-positivas y fagos, pero en ambos casos la
estructura cuaternaria es un hexamero de unos 117 kDa (Maley, Lobo et al. 1993) en el
que cada subunidad contiene un centro activo idéntico (Almog, Maley et al. 2004, Hou,
Liang et al. 2008) y un Unico sitio alostérico (Li, Guo et al. 2016). Mientras que en las
CDAs el centro activo de cada mondémero estd constituido por residuos de los otros
monodmeros, en las dCMP desaminasas el dominio catalitico esta formado por residuos
de una unica subunidad. Las enzimas de mamifero contienen un tnico i6n de zinc por
subunidad necesario para la catalisis, mientras que las de bacterias y fagos contienen 2
iones de zinc por mondémero (Keefe, Maley et al. 2000, Almog, Maley et al. 2004). Uno
de ellos implicado en la catalisis y el otro parece estar implicado en el mantenimiento de
la integridad estructural y en la interaccion con el grupo fosfato del sustrato (Almog,

Maley et al. 2004, Hou, Liang et al. 2008).

Es muy llamativo el hecho de que la actividad catalitica de la enzima se ve afectada
en funcion del ratio dCTP/dTTP y de hecho, las dCMP desaminasas son las Unicas
integrantes de la superfamilia de desaminasas dependientes de zinc que presentan
regulacion alostérica (Marx y Alian 2015). Mientras que el dCTP actia como un
activador, el dTTP lo hace como inhibidor, mediante un mecanismo competitivo
dependiente de la concentracion de ambos (Li, Guo et al. 2016), de manera que a
medida que se incrementa el pool de dTTP, éste desplaza al dCTP del sitio alostérico y

viceversa, regulando la actividad de la enzima para mantener controlado el ratio
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dCTP/dTTP. Tanto dCTP como dTTP parecen unirse al mismo sitio alostérico en
coordinacion con un catién de magnesio (Hou, Liang et al. 2008, Marx y Alian 2015,

Li, Guo et al. 2016).

Las dCMP desaminasas pertenecen a la superfamilia de las CDAs y presentan 3
motivos conservados fundamentales implicados tanto en la interaccion del regulador
(dCTP o dTTP) con el sitio alostérico (Gly-Tyr-Asn-Gly) (Hou, Liang et al. 2008, Li,
Guo et al. 2016), como en la coordinacion con el i6n de zinc y en la propia catalisis
(His-Ala/Val-Glu-X-Asn y Pro-Cys-X-X-Cys) (Hou, Liang et al. 2008, Marx y Alian
2015).

Es interesante sefialar que el clorovirus PBCV-1 posee una dCMP-dCTP
desaminasa bifuncional en la que el dCTP promueve tanto la desaminacion de ¢l mismo
con la del dCMP, mientras que el dTTP inhibe su actividad en ambos casos (Zhang,

Maley et al. 2007, Li, Guo et al. 2016).

A.4.4. Desaminasas de desoxicitidina-5’-trifosfato (dCTP desaminasas)

La sintesis de dTMP catalizada por la TS ocurre a través de la metilacion reductiva
del dUMP que se puede obtener mediante 2 vias. Una de ellas, que es considerada muy
minoritaria en el aporte de dTTP consiste en la reducciéon del UDP por la RNR para
obtener dUDP que seréd fosforilado a dUTP y éste finalmente transformado en dUMP
(Johansson, Thymark et al. 2007). El principal aporte de dUMP en eucariotas y
bacterias Gram-positivas procede de la desaminacion del dCMP, catalizada por la
dCMP desaminasa, mientras que en otros procariotas, como las enterobacterias E. coli y
S. typhimurium (Beck, Eisenhardt et al. 1975), la dCTP desaminasa cataliza la
desaminacion del dCTP hasta dUTP que posteriormente serd hidrolizado a dUMP
mediante una dUTPasa. En arqueas como Methanocaldococcus jannaschii, la sintesis
de dUMP a partir de dCTP ocurre directamente por la accion de una dCTP
desaminasa/dUTPasa bifuncional (Bjornberg, Neuhard et al. 2003, Helt, Thymark et al.
2008). Esta junto con las dCTP desaminasas y las dUTPasas triméricas constituyen una
familia de enzimas estructuralmente relacionadas puesto que se constituyen como

homotrimeros (Li, Xu et al. 2003). Tanto la dCTP desaminasa monofuncional como la
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dCTP desaminasa/dUTPasa son inhibidas por dTTP, que se une al centro activo
estabilizando a la enzima en una conformacion inactiva (Johansson, Thymark et al.
2007, Thymark, Johansson et al. 2008). La actividad dCTP desaminasa estd ausente en

tripanosomatidos.

Las dCTP desaminasas no presentan secuencias conservadas respecto a las
desaminasas dependientes de zinc, a excepcion de un residuo de acido glutamico
fundamental para que tenga lugar la desaminacion (Li, Xu et al. 2003). En el
mecanismo de la catalisis no interviene ningiin cofactor metalico activando la molécula
de agua para el ataque nucleofilo como si ocurre en las dCMP, citidina o citosina

desaminasas (Johansson, Fano et al. 2005).

Se ha observado para la dCTP desaminasa de E. coli que un i6n de magnesio esta
coordinado con los grupos fosfato del dCTP. Asi pues, aunque el magnesio no juega
ningin papel en la catdlisis, si parece confirmarse que el verdadero sustrato de la
enzima seria el complejo Mg”"-dCTP y que el magnesio compensaria la carga negativa
de dichos grupos fosfato (Johansson, Fano et al. 2005). En el caso de las enzimas
bifuncionales de arqueas, también requieren magnesio para su actividad confirmandose
que ningln otro cation metalico puede sustituirlo (Bjornberg, Neuhard et al. 2003, Li,

Xu et al. 2003).

Las dCTP desaminasas/dUTPasas bifuncionales habian sido identificadas
unicamente en arqueas pero M. tuberculosis también expresa una enzima con actividad
dCTP desaminasa y dUTPasa que resulta inhibida por dTTP. Al igual que los otros
miembros de la familia se constituye como un homotrimero. Pese a tratarse de una
enzima bifuncional, parece estar mas intimamente relacionada con la dCTP desaminasa

monofuncional de E. coli. (Helt, Thymark et al. 2008).

A.45. Desaminacion de citidina en acidos nucleicos

En todos los organismos se dan cientos de modificaciones a nivel de los
(desoxi)ribonucledtidos tanto en ARN como en ADN. La identificacion de dichas
modificaciones a nivel de ARN recibi6 el nombre de “edicion de ARN”, término que ya

habia sido empleado por Rob Benne en los afios 80 en referencia a las
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inserciones/delecciones de wuridinas a nivel de ARNm en la mitocondria de
Trypanosoma spp., para ajustar los codones y la pauta abierta de lectura (Stuart,
Schnaufer et al. 2005, Read, Lukes et al. 2016, Smith 2017, Lerner, Papavasiliou et al.
2018). Las proteinas AID/APOBEC comparten la capacidad de generar mutaciones en
ADN y ARN desaminando la citidina a uridina. El primer miembro de la familia que se
identifico y caracterizo fue APOBECI1 (apolipoprotein B editing complex 1) (Conticello
2008, Lerner, Papavasiliou et al. 2018). La familia APOBEC en humanos consta de 11
miembros que incluyen APOBECI1, AID (activation-induced deaminase), APOBEC?2,
APOBEC3A-H y APOBEC4 (Salter, Bennett et al. 2016, Smith 2017).

Todos los miembros de la familia comparten la estructura de las desaminasas
dependientes de zinc, cuya principal caracteristica es el dominio responsable de la
actividad catalitica que porta la secuencia de aminoacidos His-[Ala/Val]-Glu-X;4.36-Pro-
Cys-X-X-Cys, en la que la histidina y las dos cisteinas se coordinan con un atomo de
zinc. El sustrato se acomoda en el bolsillo catalitico y la desaminacién tiene lugar a
través del ataque nucleodfilo de una molécula de agua activada por el zinc, sobre el
carbono 4 del anillo de citosina. El residuo de acido glutamico acttia como dador de
protones. Se trata por tanto de un mecanismo de accién conservado por todos los
miembros de la superfamilia de desaminasas dependientes de zinc, lo que sugiere la
existencia de un antecesor comun (Conticello 2008, Prohaska, Bennett et al. 2014,

Smith 2017).

Existen rasgos estructurales inherentes a la familia APOBEC, como regiones
constituidas por residuos cargados positivamente, asi como residuos hidrofobicos que
rodean el centro activo y varian entre los distintos miembros de la familia. Estas
secuencias estarian implicadas en la neutralizacion de la carga negativa de la cadena de
ARN o ADN asi como en la acomodacién de la base de citidina (Prohaska, Bennett et
al. 2014, Salter, Bennett et al. 2016, Smith 2017). El motivo Ser-Trp-Ser localizado

antes del motivo Pro-Cys-X-XCys es necesario para la catalisis (Conticello 2008).

Los integrantes de esta familia llevan a cabo la desaminacion de citosina en el
contexto del ARN o ADN de cadena simple de modo que la regulacion de este proceso
y la eficiencia de edicion esta determinada por diversos mecanismos tales como la
regulacion de la expresion de los genes APOBEC, modificaciones postraduccionales,

compartimentalizacidon subcelular, interaccion con cofactores y procesos de degradacion
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proteica (Prohaska, Bennett et al. 2014). De hecho, dada la actividad mutagénica de este
grupo de proteinas, la mayoria de las enzimas AID/APOBEC se localizan inicialmente

en el citoplasma como mecanismo de control (Conticello 2008).
AID

Juega un papel central en los linfocitos B como desaminasa implicada en las
multiples mutaciones requeridas para la diversificacion y recombinacion de los genes de
las inmunoglobulinas mediante procesos como la recombinacién de cambio de clase o
la hipermutacién somadtica (Salter, Bennett et al. 2016, Smith 2017). La deficiencia en
AID conduce al sindrome de hipergammaglobulinemia M tipo 2, una inmunodeficiencia
en la que la incapacidad para llevar a cabo la recombinacion de cambio de clase
conduce a la ausencia de anticuerpos a excepcion de las IgM (Conticello 2008, Salter,

Bennett et al. 2016, Smith 2017).

La actividad catalitica de AID tiene lugar en el nlcleo pero la enzima se localiza
fundamentalmente en el citoplasma debido a la presencia de una sefial de exportacion
nuclear en el extremo C-terminal. También se ha descrito la presencia de una sefial débil
de localizacion nuclear en la region N-terminal (Conticello 2008). En el citoplasma,
AID se encuentra retenida mediante una serie de interacciones con el factor de
elongacion eucariota la (eEF1A), la proteina de choque térmico 90 (HSP90) y
posiblemente ARN (Salter, Bennett et al. 2016, Smith 2017). Se ha visto que forma
homodimeros funcionales aunque los monémeros también presentan actividad (Salter,

Bennett et al. 2016).
APOBEC1

Es responsable de la desaminacion de la Ctd en posicion 6666 en el pre-ARNm de
la apolipoproteina B (ApoB), generando un codén de parada prematuro que conduce a
la obtencion de una proteina truncada que es el principal componente de los
quilomicrones implicados en el transporte de los triglicéridos (Conticello 2008, Lerner,

Papavasiliou et al. 2018).

Esta enzima por si misma no tiene actividad desaminasa ni capacidad de union al
ARN (o es muy baja), de manera que APOBECI forma parte de un complejo
macromolecular llamado editosoma y del que también forman parte proteinas de union a

ARN, como ACF (apobecl complementation factor) o RBM47 (RNA-binding motif
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protein 47) (Smith 2017, Lerner, Papavasiliou et al. 2018). APOBEC]1 se mantiene en el
citoplasma junto con ACF formando un complejo 60S cataliticamente inactivo. La
fosforilacion de ACF permite que APOBECI se desplace al ntcleo donde se formara de
novo un complejo 27S activo (Salter, Bennett et al. 2016, Smith 2017). La enzima
presenta un estado oligomérico de dimero esencial para la actividad catalitica (Xie,

Sowden et al. 2004).

ACEF es el cofactor de APOBECI mas ampliamente estudiado y estd implicado en
el reconocimiento de una secuencia de anclaje en 3’ respecto a la Ctd editada que
ademas estd rodeada de secuencias ricas en AU (Conticello 2008, Prohaska, Bennett et
al. 2014). Estudios de transcriptomica han revelado que existen numerosos eventos de
edicion de Ctd a Urd en la region 3°’'UTR de numerosos transcritos, la mayoria de los
cuales presentan secuencias de anclaje en 3. APOBECI y ACF se unen a los ARNm
para regular la expresion proteica mediante cambios en su estabilidad (Prohaska,

Bennett et al. 2014, Smith 2017, Lerner, Papavasiliou et al. 2018).
APOBEC3

Las proteinas APBOBEC3 constan de 7 miembros que comprenden desde
APOBEC3A hasta APOBEC3H, siendo su sustrato preferente la dCtd en ADN de
cadena sencilla. APOBEC3B, D, F y G presentan dos dominios desaminasa de los
cuales, el N-terminal carece de actividad desaminasa pero esta implicado en la
interaccion con el ARN o ADN. Estudios espectroscopicos han puesto de manifiesto
que APOBEC3A y C se encuentran en estado monomérico en las células, mientras que
APOBEC3B, D, F, G y H son multiméricas (Salter, Bennett et al. 2016, Smith 2017).
Los integrantes de este grupo estan implicados principalmente en la defensa frente a
virus, como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el de la hepatitis B

(VHB), asi como elementos moéviles del genoma.

APOBEC3G se localiza en el citoplasma formando parte de complejos
ribonucleoproteicos de elevado o de bajo peso molecular en los que el enzima se
encuentra en estado inactivo o activo respectivamente. Dichos complejos se encuentran
formando parte de los P bodies y los granulos de estrés (SGs) implicados en la funcion,
estabilidad y metabolismo del ARN (Conticello 2008, Prohaska, Bennett et al. 2014).
Por el contrario, APOBEC3B se localiza preferentemente en el nucleo debido a una

sefal de localizacion nuclear y su expresion se mantiene en niveles muy bajos en la
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mayoria de tejidos normales, mientras que se encuentra muy elevada en diversas formas
de cancer. La tnica limitacion en el acceso de APOBEC3B al ADN genoémico parece
ser el control de los niveles de expresion (Salter, Bennett et al. 2016), al contrario de lo
que ocurre con otros miembros de la familia que estan sometidos a mecanismos de

control mas ajustados.
Otras CDAs con actividad sobre ARN

Se han caracterizado CDAs implicadas en el metabolismo de pirimidinas con
actividad de union a ARN, como la CDA de Brugia pahangi que presenta una Vmax
menor que la enzima humana y exhibe actividad de unién a ARN con secuencias ricas
en AU (como la secuencia del ARNm de ApoB) (Anant, Martin et al. 1997) o la CDA-1
y CDA-2 de Caenorhabditis elegans que presentan igualmente actividad de union a
secuencias de ARN ricas en AU (Thompson, Britton et al. 2002). Asi mismo, la CDA-1
de S. cerevisiae no solo es capaz de unirse a secuencias de ARN sino que cataliza una

desaminacion significativa del ARNm de ApoB (Dance, Beemiller et al. 2001).

Las secuencias de estas cuatro CDAs con actividad de union a ARN presentan dos
residuos aromaticos conservados, el primero de los cuales es una tirosina o una histidina
y el segundo es una fenilalanina (Tyr69/Phe98 para B. pahangi, His76/Phel05 y
Tyr76/Phel05 para la CDA-1 y 2 de C. elegans respectivamente o His75/Phel06 de
S. cerevisiae). Por el contrario, en otras CDAs como la de E. coli o B. subtilis que no
presentan actividad sobre ARN, estos residuos aromaticos son reemplazados por
residuos lineales (Teh, Kimura et al. 2006). Por lo tanto, CDAs que presenten dichos
residuos conservados en su secuencia como la de Mus musculus o la propia enzima

humana podrian tener un papel adicional interactuando con ARN.

En la arquea M. kandleri los ARNt del acido aspartico, la cisteina y la histidina
poseen una Urd en posicion 8 mientras que el correspondiente gen posee una Ctd. La
enzima implicada en dicha edicion se ha identificado como CDATS, cuya estructura en
solucion es un dimero y que presenta tanto la secuencia conservada His-Ala/Val-Glu-
X24-36-Pro-Cys-X-X-Cys propia de los integrantes de la superfamilia de desaminasas
dependientes de zinc, como el dominio THUMP implicado en la interaccion con la

secuencia 3’-CCA de los ARNt (Randau, Stanley et al. 2009).
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En tripanosomatidos también se produce edicion de Ctd a Urd en algunos ARNt
como el del triptéofano, en el que el anticodon CCA se edita a UCA para poder
decodificar el codon UGA del triptofano a nivel mitocondrial (Alfonzo, Blanc et al.
1999). Esta reaccion esta catalizada por una CDA mitocondrial denominada TomCDAT
(CDA mitocondrial que actiia sobre ARNt) que ha sido recientemente caracterizada

(Paris, Svobodova et al. 2021).

Por otra parte, se ha identificado una CDA-like de funcion desconocida y sin
ortdlogos conocidos en mamiferos. Dicha proteina se encuentra muy conservada en
kinetoplastidos y se caracteriza por presentar en su secuencia tanto un dominio tipo
CDA como un dominio CCCH de dedos de zinc (Kramer, Kimblin et al. 2010) que
sugiere la posible interaccion con acidos nucleicos. La proteina de T. brucei (TbCDA-
like) pertenece a una rama divergente dentro del clado de las CDAs en el que se
incluyen proteinas de otros organismos eucariotas tales como algas clorofitas,
estramenopilos (Stramenopiles) o heterocontos (Heterokonta) y alveolados como
Perkinsus marinus (Iyer, Zhang et al. 2011). TbCDA-like también sera objeto de

estudio en la presente Tesis Doctoral.
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B. OBJETIVOS

El mantenimiento de la integridad gendémica es fundamental para asegurar la
supervivencia y la viabilidad celular, especialmente en el caso de las células altamente
proliferativas como los microorganismos patdégenos. Se trata de un proceso altamente
regulado en el que se debe mantener un control constante de los niveles de dNTPs ya
que alteraciones en dicha regulacion pueden conducir a eventos de genotoxicidad y

mutagénesis.

En el caso de T. brucei el metabolismo de pirimidinas esta constituido por dos
principales vias: la sintesis de novo y la ruta de salvamento; dependiendo esta Gltima de
numerosas enzimas necesarias para la supervivencia del parasito. Se ha observado que
las enzimas implicadas en la generacion de dTMP tales como DHFR-TS o TK son
esenciales, haciendo de la sintesis de dTMP una interesante fuente para la obtencion de
dianas para el disefio de farmacos. En este sentido, cabe destacar que T. brucei posee
una dUTPasa esencial que regula los niveles de dUTP impidiendo su incorporacion a
ADN vy por otra parte produciendo dUMP, el sustrato de la sintesis del dTMP. Teniendo
en cuenta que los tripanosomatidos carecen de actividad dCMP desaminasa (que es
responsable de la formacién mayoritaria de dUMP en células de mamiferos), se plantea
la cuestion acerca de si el dUMP necesario procede mayoritariamente de la accion de
dUTPasa o alternativamente de TK (que fosforila dUrd a dUMP) y de ser este ultimo
caso, de donde procede la dUrd que actia como sustrato para TK. Por todo ello, el
primer objetivo de la presente tesis doctoral consistié en esclarecer la ruta que conduce
a la sintesis del dTMP estudiando la contribucion de una CDA en la produccion de dUrd
como sustrato para TK, asi como establecer si la dUTPasa esta relacionada unicamente
con el mantenimiento de unos niveles bajos de dUTP o por el contrario tiene un papel
fundamental en la generacion del dUMP necesario para la sintesis de dTMP. Para ello,

se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Realizar la caracterizacion bioquimica y cinética de TbCDA estudiando sus
potenciales sustratos.

2. Determinar la localizacion intracelular de TOCDA en T. brucei.

3. Establecer el papel de ThCDA 'y ThdUTPasa en el mantenimiento de los niveles de
dUMP y la sintesis de dTMP.
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La expresidon génica en T. brucei presenta una transcripcion policistronica de
manera que depende casi exclusivamente de mecanismos de control post-transcripcional
basados, a menudo en proteinas de union a ARN que regulan tanto la traduccion como
la estabilidad del ARNm asi como de otras especies de ARN. En este sentido, se han
descrito en otros organismos diversas enzimas con actividad desaminasa implicadas en
la maduracion de los ARNms y ARNts mediante la desaminacion de adenosinas y/o
citosinas en posiciones concretas. Hasta la fecha no se han descrito en Trypanosoma
enzimas que lleven a cabo la desaminacion del ARNm (ADAR) mientras que la
desaminacion de ARNLt esta catalizada por enzimas con actividad ADAT que han sido
bien caracterizadas. Asi mismo, parecen jugar un papel importante las secuencias AU
que se encuentran en las regiones 3’UTR de los ARNm, a las que aparentemente se
unen algunas CDASs y que especialmente en T. brucei son determinantes para regular los

niveles de ARNm.

Hemos identificado la existencia de una CDA-like de funcion desconocida
conservada en kinetoplastidos y perteneciente a una rama divergente dentro del clado de
las CDAs. Esta novedosa CDA-like se caracteriza por presentar un dominio de dedos de
zinc en su secuencia. Con estas observaciones en mente, el segundo objetivo general de
esta tesis consiste en estudiar el papel de CDA-like como posible desaminasa de
citosina en ARN vy establecer su importancia para la supervivencia de T. brucei. Con

este fin, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el impacto de ThCDA-like en la proliferacién y supervivencia de
T. brucei.

2. Evaluar la implicacion de ToCDA-like en la progresion del ciclo celular y
la integridad gendmica.

3. Establecer el papel de ThCDA-like en la homeostasis de nucleétidos y el
perfil metabolémico de T. brucei.

4. Determinar la actividad de union a ARN de TbCDA-like y su papel dentro
de la regulacién de la expresion génica de T. brucei.

5. Describir la localizacion intracelular de TbCDA-like en T. brucei en
condiciones fisioldgicas y de estrés nutricional. Establecer asi mismo el
grado de colocalizacidn con otras proteinas que se localizan en granulos de

estrés.
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C.MATERIAL Y METODOS

C.1. MATERIAL

C.1.1. Lineas celulares de Trypanosoma brucei

En la presente Tesis Doctoral el trabajo ha sido realizado sobre protozoos
paréasitos de la especie Trypanosoma brucei, en concreto, la subespecie T. brucei brucei,
agente causal de la tripanosomiasis africana en animales o ‘“nagana”. En los
experimentos se han empleado tanto tripomastigotes sanguineos de la forma alargada
(forma sanguinea) como tripomastigotes prociclicos (forma prociclica). Todas las lineas

celulares generadas derivan de las siguientes lineas parentales de T. b. brucei 427:

T. brucei 449 (forma prociclica) (Tb PF) (Biebinger, Wirtz et al. 1997). Se
caracteriza porque se ha integrado en su genoma el gen para el represor inducible de
tetraciclina (TetR). El cultivo de esta linea parental se realiza en presencia de fleomicina

0,5 pg/ml.

T. brucei S16 (forma sanguinea) (Tb BF) (Wirtz, Leal et al. 1999). Se han

integrado en su genoma genes para la T7 ARN polimerasa y TetR. El cultivo de esta

linea parental se realiza en presencia de G-418 2,5 pg/ml.

Lineas celulares generadas:

Linea Marcador
Linea celular arental de Descripcién Referencia
b seleccion
. . 2 ARN de interferencia frente a la Presente Tesis
CDAERIVAL B EiF Hig secuencia codificante de ToCDA Doctoral
ARN de interferencia frente a la Presente Tesis
CDA-RNAIi(2) | TbBF Hig® secuencia codificante y la 3 UTR de
Doctoral
ThCDA
a Sobreexpresion de una copia ectopica | Presente Tesis
Cibis-QI= VD EiF AU inducible de ThCDA Doctoral
a Sobreexpresion de una copia ectépica | Presente Tesis
CDA-OE Tb PE Pur inducible de ToCDA Doctoral
5 Sobreexpresion de una copia ectopica | Presente Tesis
CDAGIE | 1o FF il inducible de TbCDA fusionada a c- Doctoral
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myc en el extremo C-terminal

(Castillo-Acosta,

DUT-KO Tb BF Hig, Bla | Linea knock-out para la TbdUTPasa | Aguilar-Pereyra
et al. 2013)
. Linea knock-out para la TbdUTPasa .
DLVARO Tb BF Hig, Bala, que expresa la DCTD humana de HEEIO IS
DCTD Pur . ' Doctoral
forma inducible
. ARN de interferencia frente a la .
C%ﬁ%@' Tb PF Hig® region N-terminal de la secuencia Preéec)rg[ec);?5|s
codificante de ThCDA-like
. ARN de interferencia frente a la .
CRDI\'IAAIiI(l;()e- Th PF Hig® region C-terminal de la secuencia Pre[S)%r::ttZL(IESIS
codificante de ThCDA-like
Sobreexpresion de una copia ectépica :
CDA-like-OE | Th PF Pur® inducible de TbCDA fusionada a c- Presente Tesis
: Doctoral
myc en el extremo N-terminal
CDA-like- Tb PE Hi Linea single knock-out para TOCDA- | Presente Tesis
sKO g like Doctoral
CDA-like- Tb BE Hi Linea single knock-out para TOCDA- | Presente Tesis
sKO g like Doctoral
Linea single knock-in (sobre un
CDA-like-N- . fondo sKO) para TbCDA-like con 6 Presente Tesis
Tb PF Hig, Bla .
ter Kl c-mycs en el extremo N-terminal del Doctoral
locus enddgeno de un alelo
Linea single knock-in (sobre un
CDA-like-C- . fondo sKO) para TOoCDA-like con 12 | Presente Tesis
Tb PF Hig, Bla .
ter Kl c-mycs en el extremo N-terminal del Doctoral

locus enddgeno de un alelo

®La adicién de DOX 1 pg/ml induce la sobreexpresion de la copia ectdpica o la expresion del

ARN de interferencia segun el caso.

Tabla C1. Lineas celulares generadas a partir de las lineas parentales Tb PF y Th BF.

Listado, descripcion y condiciones de cultivo.

Clz2.

Cepas de Escherichia coli

XL1-Blue (Bullock WO 1987) Rec Al, end Al, gyr A96, thi-1, hdsR17, supE44,

relAl, lac [F’proAB laclq ZAM15 Tn10 (Tetr)]. Empleada para los clonajes.

BL21(DE3) (Phillips, VanBogelen et al. 1984) F- dcm, ompT, hsdS (rB- mB-)gal

/A (DE3). Empleada para la expresion de proteinas.
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C.1.3. Maedios de cultivo

C.1.3.1. Medios de cultivo para parésitos

HMI-9 es el medio empleado para llevar a cabo el cultivo de los tripomastigotes
sanguineos de T. brucei. Su composicion se detalla a continuacion: IMDM (Sigma)
1,77% (p/v), NaHCO3; 36 mM, hipoxantina 1 mM, timidina 80 uM, cisteina 1,5 mM,
acido disulfonico de batocuproina 54 puM, piruvato sédico 1 mM, B-mercaptoetanol 0,2
mM. Ajustar el pH a 7,5, filtrar a través de membranas de 0,22 uM y suplementar con
suero bovino fetal (SBF) 10 % (GIBCO). En el caso de los experimentos llevados a
cabo en medio HMI-9 libre de pirimidinas se excluyo la timidina en la preparacion del

mismo.

SDM-79 es el medio empleado para llevar a cabo el cultivo de los tripomastigotes
prociclicos de T. brucei. Su composicion se detalla a continuacion: MEM (GIBCO) 0,7
% (p/v); medio 199 (GIBCO) 0,2 % (p/v), aminoacidos esenciales MEM 50x (Sigma)
0,8 % (p/v), aminoacidos no esenciales MEM 100x (Sigma) 0,6 % (p/v), glucosa 5,6
mM, HEPES 30 mM, MOPS 24 mM, NaHCO3 24 mM, piruvato sodico 1 mM, D-L-
alanina 2,24 mM, L-arginina 574 uM, L-glutamina 2 mM, D-L-metionina 469 uM, L-
fenilalanina 484 uM, L-prolina 5,2 mM, D-L-serina 571 pM, taurina 1,28 mM, D-L-
treonina 3 mM, tirosina 552 pM, guanosina 35 pM, 4acido folico 9 uM,
D(+)glucosamina 0,2 mM, &cido p-aminobenzoico 14,6 uM, biotina 409 nM. Filtrar y
suplementar con SBF 10 % y hemina 11,5 uM.

C.1.3.2. Medios de cultivo para bacterias

Lysogeny broth (LB) es el medio empleado para llevar a cabo el cultivo de
bacterias. Su composicién se detalla a continuacion: 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 seleccidn de bacterias transformadas se adiciond al medio ampicilina (100
ug/ml) o kanamicina (50 pg/ml), dependiendo de la resistencia otorgada segun el

plasmido.
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C.1.4. Soluciones y tampones

Soluciones de uso general

PBS 1X (tampon fosfato salino)

NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH;PO,4 1,8 mM,
Na,HPO, 10 mM, pH 7,4

NaCl 250 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO,1,8 mM,

PBS-250 Na,HPO, 10 mM, pH 7,4
NaCl 500 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO,4 1,8 mM,
FELE Na,HPO410 mM, pH 7,4
TDB-glucosa NaCl 80 Mm, KCI 5 mM, Na;HPO4 20 mM,
g MgSQO,4 1 mM, glucosa 20 mM, pH 7,4
TAE Tris-HCI 40 mM, &cido acético 20 mM, EDTA 1

mM

Purificacion de proteinas

Tampon fosfato 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M,

FPLC-A imidazol 20 mM, inhibidores de proteasas
(Roche)
FPLC-B Tampon fosfato 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M,

imidazol 0,5 M, inhibidores de proteasas (Roche)

Tampon almacentamiento (ThCDA)

50 mM Tris-HCI pH 7,5, glicerol 20%

Tampon de lisis (TbCDA-like
cuerpos de inclusion)

Tris-HCI 50 mM, imidazol 20 mM, urea 8 M,
NaCl 0,5 M, pH 7,5, inhibidores de proteasas
(Roche)

Tampon de lavado (TbCDA-like
cuerpos de inclusion)

Tris-HCI 50 mM, imidazol 50 mM, urea 8 M,
NaCl 0,5 M, pH 7,5, inhibidores de proteasas
(Roche)

Tampon de elucion (TbCDA-like
cuerpos de inclusion)

Tris-HCI 50 mM, imidazol 0,5 M, urea 8 M,
NaCl 0,5 M, pH 7,5, inhibidores de proteasas
(Roche)

Caracterizacién de proteinas

Caracterizacion cinética (TbCDA)

Tris-HCI 50 mM pH 7,5, DTT 1 mM

Tampon de lisis para obtener
extractos de parasitos

Urea 6 M, Na;HPO, 10 mM, B-mercaptoetanol
1%, SDS 1% pH 7

Tampon de carga para proteinas

Tris-HCI 67,5 mM pH 6,8, SDS 3%, glicerol
10%, B-mercaptoetanol 5%

Tampon SDS running

Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%

Tampon de transferencia

Tris base 25 mM, glicina 186 mM, metanol 20%
(V/V)

Purificacidn de anticuerpos
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Tampodn de adherencia HEPES 50 mM, pH 7,5
Tampon de bloqueo Etanolamina-HCI 100 mM, pH 8
Tampon de elucion Glicina 100 mM, pH 2,5

Determinacién de rNTPs

Tampon de lisis HCIO, 0,4 N

Tampon de separacion (NH4)H2PO,4 0,5 M, pH 3,4

Orthogonal Organic Phase Separation (OOPS)

Tampon de digestion con RNAsa A | Tris-HCI 20 mM pH 6,8, MgCl, 1 mM, SDS 1%

Transfeccion de parasitos

EGTA 2 mM, KCI 120 mM, CaCl; 0,15 mM,
Cytomix (van den Hoff, Moorman | K;HPO.4/ KH,PO4 10 mM pH 7,6, HEPES 25
et al. 1992) mM, MgCl, 5 mM, glucosa 0,5%, BSA 100
ug/ml, hipoxantina 1 mM

NaCl 132 mM, KCI 8 mM, Na,HPO,4 8mM,
ZPFM (Bellofatto y Cross 1989) KH,PO,1,5 mM, Mg(CH3COO0), 1,5 mM,
Ca(CH3CO0), 90uM, pH 7

Tabla C2. Principales tampones empleados. Listado y composicion.

C.1.5. Compuestos

C.1.5.1. Nucleotidos, nucledsidos y nucleobases

Nombre Abreviatura Referencia
Nuclettidos
Citidina-5’-trifosfato CTP Sigma-Aldrich
Uridina-5’-trifosfato UTP Sigma-Aldrich
Adenosina-5’-trifosfato ATP Sigma-Aldrich
Guanosina-5’-trifosfato GTP Sigma-Aldrich
Citidina-5’-monofosfato CMP Sigma-Aldrich
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Desoxicitidina-5°- dCMP Sigma-Aldrich
monofosfato
Nucleésidos
Citidina Ctd Sigma-Aldrich
Desoxicitidina dCtd Sigma-Aldrich
5-metil-2’-desoxicitidina | 5-Met-dCtd _Santa -
Biotechnology
Timidina dThd Sigma-Aldrich
Desoxiuridina dUrd Sigma-Aldrich
Uridina Urd Sigma-Aldrich
Nucleobases
Uracilo Ura Sigma-Aldrich
Citosina Cyt Sigma-Aldrich

Tabla C3. Nucleotidos, nucledsidos y nucleobases utilizados. Se incluyen las abreviaturas y

la referencia.

C.15.2. Antibioticos

Nombre | Abreviatura Descripcion Orga_nlsmo Referencia
seleccionado
Antibiotico
Geneticina G-418 aminoglucdsido. Inhibe la T. brucei Gibco
sintesis proteica
Antibidtico glucopéptido.

- Se une al DNA . Sigma-
Fleomicina Fleo blogueando la fase S del T. brucei Aldrich
ciclo celular
Antibiotico
. . . aminoglucoésido. Inhibe la . Sigma-
Al CulEE Hig sintesis proteica (actla 1o DIVGE: Aldrich
sobre ARNm)

Antibiotico
- aminonucledsido. Causa . Sigma-
Puromicina Pur S T. brucei .

terminacion prematura de Aldrich

la cadena polipeptidica

Antibiotico nucledsido-
Blasticidina Bla peptidico. Bloquea la T. brucei Gibco

terminacion de la
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traduccién

Antibidtico betalactamico
derivado de las
Ampicilina Amp penicilinas. Interfiere la E.coli Roche
sintesis de la pared
celular

Antibiotico derivado de
Doxiciclina Dox las tet,raC|c_I|nas. Ir_1h|be la T brucei Slgma-
sintesis proteica Aldrich

uniéndose al ribosoma

Antibiotico
aminoglucoésido. Inhibe la E coli Sigma-
sintesis proteica ' Aldrich
uniéndose al ribosoma

Kanamicina Kan

Tabla C4. Antibidticos empleados. Se incluyen las abreviaturas y una breve descripcion.

C.1.5.3. Otros compuestos

DAPI: Prolong gold antifade mountant with DAPI (Invitrogen). Fluoréforo que se
une a regiones ricas en adenina y timina en ADN permitiendo por tanto el marcaje del

nucleo y kinetoplasto.

MitoTracker: MitoTracker Red CMX Ros (Invitrogen). Fluoréforo que se
acumula en la mitocondria de células vivas debido al potencial de membrana altamente

negativo de ésta.

Yoduro de propidio: (Sigma-Aldrich). Agente intercalante fluorescente que

permite tefiir el ADN del ndcleo y kinetoplasto en células fijadas.

TRIzol: (ThermoFischer). Reactivo para el aislamiento de ARN total a partir de
extractos celulares. Se trata de una solucién de fenol e isotiocianato de guanidina que

permite la purificacién del ARN desde la capa acuosa tras la adicion de cloroforomo.
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C.1.6. Anticuerpos

Nombre

Organismo

Uso en
wesntern-blot

Uso en
inmunofluorescencia

Referencia

Anticuerpos primarios

Presente Tesis

ratén

Anti-TbCDA Conejo 1:500 1:50
Doctoral
Antl-'l_'bCDA- Conejo 1:1000 195 Presente Tesis
like Doctoral
Anti-c-myc Raton 1:5000 1:100 Sigma-Aldrich
Castillo-
Anti- . : Acosta,
ThdUTPasa RIS CIRILY : Estevez et al.
2008
Anti-HsDCTD |  Rat6n 1:1000 1:100 Santa Cruz
Biotechnology
Anti-B-tubulina Raton 1:5000 - Sigma-Aldrich
. . . Glover y Horn
Anti-y-H2A Conejo - 1:500 2012
Cedido por
Anti-TbDhh1 Conejo - 1:100 Antonio
Estévez
Cedido por
Anti-ThScd6 Conejo - 1:100 Antonio
Estévez
Cedido por
Anti-TbDRBD3 Conejo - 1:100 Antonio
Estévez
Anticuerpos secundarios
HRP anti-19G Cabra 1:5000 - Promega
de conejo
HR dP anti-1gG Cabra 1:3000 - Promega
e raton
Alexa-Fluor®
488 anti-1gG de Cabra - 1:40 Sigma-Aldrich
conejo
Alexa-Fluor®
594 anti-1gG de Cabra - 1:40 Sigma-Aldrich
conejo
Alexa-Fluor®
488 anti-1gG de Cabra - 1:40 Sigma-Aldrich

Tabla C5. Anticuerpos empleados durante el desarrollo de esta Tesis. Listado y descripcion.
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Oligonucle6tidos
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Aquellos oligonucleotidos que han sido sintetizados por la unidad de gendmica

del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neyra aparecen referenciados como
IPBLN en la tabla C6.

Nombre Secuencia 5>—» 3’ S't'.o O!? Uso Referencia
restriccion
Clonaje ThCDA en
VCAles | CCCATATCCAATGCTCAT | 4 PET28a/pGRV23b/ |  IPBLN
CATTGAAGACC
PGRV33
GCGGATCCTCAGAAAGTT Clonaje TbCDA en
VCAI66 CCTGGACACC BamHl PET28a/pGRV23b IPBLN
GCGGATCCAAGCTTTGCG | BamHI/Hind | Construccién RNAI
VA GTGGGTGCTGC 1 (1) ThCDA IPBLN
AACGGGCCCGTCGCAAG Construccion RNA
VCALGS TGCGGCCACGTC Hpal/Apal (1) ThCDA IPBLN
AMBL GCGGATCCAAGCTTGCTG | BamHI/Hind | Construccién RNAI IPBLN
ATGCCACAGTCCCTCC i (2) ThCDA
GCGTTAACGGGCCCCATC Construccion RNAI
AMBZ | " ccreeTeeTCATTCAC | HPal/Apal (2) ThCDA IPBLN
GCGTTAACGAAAGTTCCT Clonaje ThCDA en
VCALTb | " GGACACCTTGAGTG Al DGRV33 PELY
T7P AATACGACTCACTATAG - Secuenciacion IPBLN
SP6 ATTTAGGTGACACTATA - Secuenciacion IPBLN
T7T GCTAGTTATTGCTCAGC - Secuenciacion IPBLN
AE41 GAGTTTAA.‘I.%AC‘:TGTTCTCG - Secuenciacion IPBLN
CCTTCTCTTCTTTTGGGTT .y
AE42 CGCTC - Secuenciacion IPBLN
AMB16 GCGGATCCAAGCTTGGAT | BamHI/Hind | Construccion RNAI Metabion
TGGCCAGATGATGGC i (1) ThCDAlike
AACGGGCCCGAGATTGT Construccion RNAI .
AMBL7 | - accaccAATGTCAGe | HPal/Apal (1) ThCDA-like Metabion
AMB21 GCGGATCCAAGCTTGGTG | BamHI/Hind | Construccion RNAI Metabion
GTGACCTCGCTG i (2) ThCDAlike
AACGGGCCCTAAACCCC Construccion RNAI .
AMBI9 ATGTCGTCCC Hpal/Apal (2) ThCDA-like Metabion
GCGGCCGCAACAGCATG Clonaje 5'UTR )
AMB22 GTGCCACTTTTAG Notl | TpcDA-like parako | Metabion
CTCGAGCAATCAGCTATG Clonaje 5"UTR )
AMB23 CAACTAAGTAG Xhol ThCDA-like para KO | Metabion
AGGCCTTTCGTTTGGAGC Clonaje 3°UTR .
AMB24 GGTAGATG Sl | ThcpA-like para ko | Metabion
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GCTAGCGCGGCCGCGTG Clonaje 3’UTR .
AMB25 GACACGCCCTCAG Nhel/Notl | tpcpa-like para ko | Metabion
Comprobacion RNAI
AMB26 EIAABEICEE G - TbCDA-like por RT- Metabion
AGG
gPCR
Comprobacion RNAI
AMB27 GCCCGTATCTTTTCGCAC - TbhCDA-like por RT- Metabion
GC
gPCR
GCGCGATTGCTGATCCC Comprobacion lineas .
VEAS3S CATGTGTATCAC ] KO ThCDA-like Metabion
GTGATACACATGGGG Comprobacion lineas .
VCASS | ATCAGCAATCGCGC ' KO TbCDAlike | Metabion
CGTGTGTGCACAGACGAT Comprobacion lineas .
AMB32 GGAATGC ] KO ThCDAlike | Metabion
GAGAGGGGCAGAGGCGA Comprobacion lineas .
AMB33 GACAAGG ' KO ThCDA-like | Metabion
Clonaje region N-
AMB28 CEUACIAEASEE e Avrll terminal TbCDA-like Metabion
GCCC
en pNAT para Kl
A A A Clonaje region N-
AMB29 GGATCCGCCTTGC CA BamHI terminal ThCDA-like Metabion
GAGC
en pNAT para KI
Clonaje regién C-
AMB30 AAGCI TESTEAERIEEE HindlIll terminal TbCDA-like Metabion
TGATGACG
en pNAT para Kl
Clonaje regién C-
AMB31 TCTAGACTCATGAAGATC Xbal terminal ThCDA-like Metabion
CGCCAC
en pNAT para Kl
Comprobacion lineas
AMB34 GTTGACEA\%G::?J(? WERET - C-terminal Kl Metabion
ThCDA-like
Comprobacion lineas
AMB35 GCACACGC:.I'.AGGCCT%GCTCTC - C-terminal Kl Metabion
ThCDA-like
Comprobacion lineas
AMB36 CCTCCTCnggCCCTCTTC - N-terminal Kl Metabion
ThCDA-like
A AL Comprobacion lineas
AMB37 GCGTGAA%AAAG%TCS CG - N-terminal Kl Metabion
ThCDA-like
GCCATATGCCCGTCCATG Clonaje ThCDA-like .
NE CCCATG Ndel | o hET28a/pGRV23p | Metabion
GCAAGCTTCTACTCATGA . Clonaje ThCDA-like .
AMB13 AGATCCGCC HindlIll en pET28a Metabion
AGATCTCTACTCATGAAG Clonaje ThCDA-like .
AMB43 ATCCGCC Balll en pGRV23b Metabion
GGTCTGCTTCACGAGCGA Secuenciacién regién .
AMB14 ATCATTG ) central THCDA-like | Metabion
CCACCTGCCGCATTGGAT Secuenciacion region .
AMBLS CCTTCTTG ) central TOCDA like | Metabion
Tabla C6. Oligonucledtidos empleados durante el desarrollo de esta Tesis. Listado y

descripcion.
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C.1.8. Plasmidos
Marcador | Marcador
de de
Nombre Vector Inserto seleccion seleccion Uso
en E.coli |enT.brucei
Purificacion y
pGRV181 pGEM-T? TbCDA ORF Amp - sobreexpresion de
ThCDA
Expresion de
PGRV182 | pET-288° | THCDAORF Kan . TBCDA fusionada
a un péptido de 6
histidinas
Sobreexpresion de
5 una copia ectdpica
pGRV192 pGRV23b TbCDA ORF Amp Pur de ThCDA en
T. brucei
Sobreexpresion de
. una copia ectépica
PGRVI03a | pGEM-T* | TPCDAORFSIN |y, : de ThCDA
codén de parada .
fusionada a c-myc
en T. brucei
Sobreexpresion de
: una copia ectépica
0GRV193 | pGRv3z¢ | TBCDAORFsin Amp Pur de THCDA
codon de parada fusi
usionada a c-myc
en T. brucei
Generacion de un
e Fragmento del . sistema RNAI
PGRV183 PGR19 ORF de ThCDA Amp Hig frente a TOCDA en
T. brucei
Fragmento del Generacién de un
e ORF de ThCDA . sistema RNAI
PEIRAR: R (sentidos Amp Hig frente a TbCDA en
opuestos) T. brucei
Generacion de un
Fragmento del segundo sistema de
pGRAL pGEM-T? ORF y 3’UTR de Amp - RNA. frente a
ThCDA ThCDA en
T. brucei
Generacion de un
Fragmento del segundo sistema de
pGRA2 pGR19° ORF y 3’UTR de Amp Hig RNAI frente a
ThCDA ThCDA en
T. brucei
Fragmento del Generacion de un
) segundo sistema de
OGRA3 oGR1g° | ORFy3'UTR de Amp Hig RNA frente a

ThCDA (sentidos
opuestos)

TbCDA en
T. brucei
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Expresion de la
pf[?(\;/-?[s)b pGRV23b° HsDCTD ORF Amp Pur DCTD humana en
T. brucei
a . Purificacion de
pGRA4 pGEM-T ThCDA-like ORF Amp - ThCDA-like
Expresion de
ThCDA-like
pGRAS pET-28a° TbCDA-like ORF Kan - fusionada a un
péptido de 6
histidinas
Generacion de un
) Fragmento del sistema RNAI
pGRAG pGEM-T ORF de_ ThCDA- Amp - frente a ThCDA-
like . i
like en T. brucei
Fragmento del Gggﬁgﬁ:gogl\ldz?n
. .
pGRA7 pGR19 ORF dtlai I'(I'ebCDA- Amp Hig f(ente A ThCD A_-
like en T. brucei
Fragmento del Generacion de un
e ORF de TbCDA- . sistema RNAI
PGRA8 PGR19 like (sentidos Amp Hig frente a TOCDA-
opuestos) like en T. brucei
Generacion de un
Fragmento del segundo sistema de
pGRA10 pGR19° ORF de TbCDA- Amp Hig RNA. frente a
like TbCDA-like en
T. brucei
Generacién de un
OI;rgg dm?é%%el\ segundo sistema de
PGRAL1 PGR19° e (esemi os Amp Hig RNAiI frente a
opuestos) TbCDA—Ilk(_e en
T. brucei
Sobreexpresion de
una copia ectépica
pGRA12a pGEM-T? | ThCDA-like ORF Amp - de ThCDA-like
fusionada a c-myc
en T. brucei
Sobreexpresion de
una copia ectépica
pGRA12 pGRV23b® | ThCDA-like ORF Amp Pur de ThCDA
fusionada a c-myc
en T. brucei
FIEEITEND 32 Generacion de un
pGRA13 pGEM-T? 5’UTR de Amp - KO de ThCDA-like
ThCDA-like
Fragmento de la Generacion de un
pGRA14 pGEM-T? 3’UTR de Amp - KO de ThCDA-like
ThCDA-like
£ Gen de resistencia . Generacion de un
JEIRAY SnIDLEET a higromicina Amp Hig KO de ThCDA-like
Fragmento de la Generacién de un
pGRA16 pHD887’ 5°’UTR de Amp Hig

TbCDA-like

KO de TbCDA-like
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Fragmento de la

Generacion de un

f b 9 1
PGRAL7 | pHD887 3% éoﬂife Amp e KO de ThCDA-like
Fragmento de la
f 37y 5" UTR de Generacion de un
PGRA22 | pHD887 TbCDA-like Amp Bla KO de ThCDA-like
[resistencia a
blasticidina
Fragmento del Generacion de un
PGRAL8 | pGEM-T 5’ORF de Amp - K1 de ThCDA-like
TbCDA-like
Fragmento del Generacion de un
- a ’ -
PGRA19 | pGEM-T Tf) ggAF_ﬁEe AMp K1 de ThCDA-like
Generacion de un
g e Fragmento del K1 de ThCDA-like
pGRA20 pNAT 3’ORF de Amp Bla 12 I
ThCDA-like il (e
extremo C-terminal
Fragmento del Generacién de un
DGRA21 | SpNATOMYCK SORF de Amp Bla Kl de TbCDA-IIkIe
ThCDA-like con 6 c-myc ene
extremo N-terminal
*Promega
"Novagen

‘(Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2012)
Y(Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2012)
®Cedido por Christine Clayton (Clayton, Estevez et al. 2005)
'Cedido por Christine Clayton (Helfert, Estevez et al. 2001)

Cedido por David Horn (Alsford y Horn 2008)

Tabla C7. Plasmidos generados durante el desarrollo de esta Tesis. Listado y descripcion.

C.1.9.

Software y bases de datos

C.1.9.1. Programas informaticos

Adobe Photoshop® CS3 version 10.0.

Biorender ® 2019.
CaryWin UV Software.
Cell-R 1X-81 Software.

EndNote X7.

FIJl/ImageJ (Schindelin, Arganda-Carreras et al. 2012).

FlowJo (version 7.6).
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=  Gene Construction kit® version 1.03.1.

= GraphPad Prism 5 Software.

= Huygens Essential Software (version 3.3; Scientific Volume Imaging).

= |BM SPSS® Statistics (version 25).

= |Imaris software (Bitplane, Scientific Software).

=  JACOP ImageJ plugin (Bolte y Cordelieres 2006).

= Jalview Desktop.

= Microsoft Office 2007 y 2010 (Microsoft Word, Microsoft Excel y
Microsoft Power Point).

= Google Chrome y Mozilla Firefox.

= Oligonucleotide Properties Calculator, Northwestern University Medical
School.

C.1.9.2. Bases de datos

e EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/).

e The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/).

e NCBI (https://www.nchi.nIm.nih.gov/).

e PDB (Protein Data Bank) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do/).
e TrypTag (http://tryptag.org/).

e TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/).

e UniProt (Universal Protein Resource) (http://www.uniprot.org/).

e Pfam (The protein families database) (http://pfam.xfam.org/).

C.1.10. Andlisis estadistico

Para el anélisis estadistico de los resultados obtenidos, se llevo a cabo el célculo
de la medias y las desviaciones estandar para posteriormente aplicar el test de la t de
Student para la comparacion de medias procedentes de dos muestras independientes una
vez comprobada la normalidad de los datos y la igualdad de varianzas mediante el test

de Levene. En caso de no cumplirse alguna de las premisas anteriores (normalidad e
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igualdad de varianzas), se recurrio a la comparacion de medianas mediante el test de
Mann-Whitney o a la comparacion de frecuencias de distribucion mediante el test de

Kolmogorov-Smirnov.

Para comparar medias procedentes de mas de dos muestras independientes, se
recurrio al test ANOVA de analisis de la varianza aplicando la comparacién post-hoc de
Bonferroni, previa comprobacion de la normalidad de los datos y la igualdad de
varianzas. En caso de tratar con datos que no se distribuyen segin una distribucién

normal, o0 cuyas varianzas no son iguales, se recurrié al test de Kruskal-Wallis.

Para la realizacion de los calculos se empled el software GraphPad Prism 5 o el
IBM SPSS® Statistics. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

C.2. METODOS

C.2.1. Cultivo y manipulacién de Trypanosoma brucei

C.2.1.1. Cultivo de Trypanosoma brucei

Para los estudios in vitro, se utilizaron tripomastigotes tanto de la forma sanguinea
como prociclica. En el primer caso, se cultivaron a 37°C y 5% CO; en medio HMI-9 o
medio HMI-9 sin timidina en el caso de los experimentos con medio libre de
pirimidinas, suplementado con un 10% de SBF. ElI mantenimiento de los cultivos se
realizd mediante dilucion de los mismos a unos 5 x 10° parasitos/ml cada 48 horas,
cuando se encontraban a una densidad aproximada de 1,5 x 10° parasitos/ml, para
mantenerlos en fase logaritmica. Se emplearon frascos de cultivo estériles con aireacion

de 25, 75y 125 cm®, asi como placas de diversos formatos (NUNC).

Los tripomastigotes prociclicos se cultivaron a 28°C en medio SDM-79
suplementado con un 10% de SBF y hemina 0,01 mM. Los parasitos se diluyeron cada
48 horas, cuando se encontraban aproximadamente a 10’ parasitos/ml, a unos 1,5-2 x
10° parésitos/ml para mantenerlos en fase logaritmica. Se emplearon frascos de cultivo

estériles sin aireacion de 25, 75 y 125 cm® y placas de diversos formatos (NUNC).



Material y Métodos | 74

En ambos casos la densidad celular se determin6 con un contador de particulas Z2
de Beckman Coulter™.

C.2.1.2. Criopreservacion y descongelacion

Para la congelacion de las células, 15 x 10° parasitos de la forma sanguinea o 25 x
10° parasitos de la forma prociclica se centrifugaron a 1400g durante 10 minutos y los
pellet fueron resuspendidos en 0,25 ml de medio con 10% de glicerol en viales de
congelacién de 2 ml, que se congelaron de forma gradual en recipientes con isopropanol
a -80°C, para su posterior almacenamiento en nitrogeno liquido durante largos periodos

de tiempo.

Para poner en marcha cultivos a partir de células congeladas, los viales se
descongelaron introduciéndolos en un bafio a 37°C y posteriormente el contenido del

vial se traspaso a un frasco de cultivo con medio fresco.

C.2.1.3. Transfeccion y generacion de lineas celulares

C.2.1.3.1. Transfeccion estable mediante electroporacion

La transfeccidn consiste en la introduccion de material genético externo en celulas
eucariotas. En el caso de T. bruceli, la transfeccidn se realiza mediante electroporacion
tanto en la forma sanguinea como prociclica (Biebinger, Wirtz et al. 1997, Wirtz, Leal
et al. 1999) y dependiendo del disefio del plasmido, podra producirse la integracion del
mismo (previamente linearizado) en la region espaciadora del ADN ribosomal (ADNr),
gue no esta sujeta a transcripcion, o la recombinacion homologa en un locus concreto
del genoma para la obtencién de lineas knock-out (KO) o knock-in (KI). En todos los
casos, el ADN fue purificado mediante el kit NucleoSpin® plasmid (Macherey-Nagel) y
se digiridé con las enzimas de restriccion adecuadas. A continuacion se precipité con

etanol y se resuspendi6 en agua estéril a 1 mg/ml de concentracidén aproximadamente.
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Para la transfeccion de los tripomastigotes sanguineos, se recogieron por
centrifugacion (1400g, 10 minutos y temperatura ambiente (RT)) 24 x 10° parasitos de
un cultivo en fase logaritmica y el pellet se lavé dos veces con el tampon Cytomix
(Tabla C2) centrifugando en las mismas condiciones. Finalmente el pellet fue
resuspendido de nuevo en Cytomix a una concentracién de 6 x 10’ parésitos/ml y se
afiadieron 10 pg del ADN a transfectar. La mezcla de ADN y parasitos se transfirié a
una cubeta de electroporacion Gene Pulser® Cuvette, 4 mm gap (Bio-Rad) para a
continuacion, mediante el empleo de un electroporador ECM 630 de BTX configurado
con los siguientes parametros: 1,7 KV, 25 Q y 25 uF, proceder a la electroporacion.
Tras ello, las células fueron transferidas a un frasco de cultivo con 12 ml de medio
fresco para finalmente transferir el contenido del frasco a una placa de 24 pocillos (0,5
ml por pocillo) y permitir la recuperacion de las células a 37°C y 5% de CO; durante
toda la noche. Al dia siguiente, se procedio a la seleccion de los transfectantes mediante
la adicion de 1 ml de medio con los antibidticos adecuados, a cada pocillo de la placa.

En el caso de los tripomastigotes prociclicos, se recogieron por centrifugacion
(1400g, 10 minutos y 4°C) 20 x 10° parasitos a partir de un cultivo en fase logaritmica y
el pellet se lavd dos veces con el tampon ZPFM (Tabla C2) previamente enfriado y
centrifugando en las mismas condiciones. Finalmente el pellet fue resuspendido de
nuevo en ZPFM frio a una concentracion de 4 x 10" parasitos/ml y se afiadieron 10 pg
del ADN a transfectar. La mezcla de ADN vy parésitos se transfirid a una cubeta de
electroporacion Disposable Cuvettes Plus™, 2 mm gap (BTX) y se incubd 5 minutos en
hielo. Seguidamente, mediante el empleo de un electroporador ECM 630 de BTX
configurado con los siguientes parametros: 1,6 KV, 25 Q y 25 uF, se procedio a la
electroporacion. Tras ello, las células fueron transferidas a un frasco de cultivo con 12
ml de medio fresco para permitir la recuperacion de las mismas a 28°C durante toda la
noche. Al dia siguiente, se procedié a la seleccion de los transfectantes repartiendo los
12 ml de cultivo entre los pocillos de la primera fila de dos placas de 24 pocillos (0,5 ml
por pocillo) y afiadiendo 1 ml de medio condicionado (obtenido por filtracién a partir de
un cultivo en el que los paréasitos han crecido a 7-9 x 10° parasitos/ml) con los
antibioticos de seleccion apropiados al resto de pocillos de las dos placas. Finalmente se

realizaron diluciones 1:2 en cada columna hasta llegar a la tltima fila.
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C.2.1.3.2. Generacidn de lineas celulares de Trypanosoma brucei

Se ha proporcionado informacion general sobre todas las lineas celulares
generadas en esta tesis a partir de las lineas parentales Tb BF y Th PF en la tabla C1, asi
como el listado y breve descripcién de los oligonucle6tidos y plasmidos empleados en
las tablas C6 y C7, respectivamente. A continuacion se procedera a describir mas en
detalle el proceso de obtencion de las diversas lineas celulares empleadas en el
desarrollo de la presente Tesis Doctoral.

Lineas Tb BF CDA-RNAI, Tbh BF CDA-RNAI(2), Tb PF CDA-like-RNAiy Th
PF CDA-like RNAI(2). Con la intencion de reducir la expresion de ThCDA y TbCDA-
like se empled la estrategia de generar un ARN de interferencia con una estructura de
tallo-lazo. Para ello, el fragmento amplificado por PCR en cada caso se cloné en el
vector pGR19 (Clayton, Estevez et al. 2005) en sentidos opuestos y separados por una
region de ADN llamada stuffer que permite la generacion de esa estructura tallo-lazo.
En el caso de las lineas Tb BF CDA-RNAIi y Tb PF CDA-like-RNAI(2) se emplearon
los oligonucleotidos VCA167 — VCA168 para amplificar un fragmento de 392 bp de la
secuencia codificante de TOCDA comprendida entre las posiciones 123 y 515 del gen y
AMB19 — AMB21 para amplificar un fragmento de 503 bp localizado entre las
posiciones 1229 y 1732 de la secuencia codificante de ToCDA-like. El producto de PCR
se digirié primero con las enzimas de restriccion Apal y Hindlll y se clon6 en pGR19
dando lugar a los plasmidos pGRV183 (TbCDA) y pGRA10 (TbCDA-like), que tras el
clonaje en sentido opuesto del mismo producto de PCR previamente digerido con Hpal
y BamHI, darian lugar a los plasmido pGRV184 (TbCDA) y pGRA11 (ThCDA-like)
que se linearizaron con Notl para transfectar las lineas parentales de T. brucei. Para Th
BF CDA-RNAI(2) y Tb PF CDA-like-RNAI los oligonucleétidos AMB1 — AMB2 y
AMB16 - AMBL7 permitieron la amplificacion de un fragmento de 489 bp
comprendido entre la posicién 316 de la secuencia del gen ThCDA y 256 de su 3’UTR
(region no traducida o untranslated region) y un fragmento de 518 bp comprendido
entre las posiciones 184 y 702 de la secuencia codificante del gen TbCDA-like
respectivamente, que fueron clonados en pGEM-T para dar lugar a pGRAL (ThCDA) y
PGRAG6 (TbCDA-like) que fueron digeridos con Apal y Hindlll para liberar los
fragmentos que se clonaron en pGR19 obteniéndose los plasmidos pPGRA2 (TbCDA) y
pGRA7 (TbCDA-like). Finalmente pGRALl y pGRAG fueron digeridos con Hpal y
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BamHI y los fragmentos liberados se clonaron en pGRA2 y pGRA7 en sentido opuesto
generandose asi pGRA3 (ThCDA) y pGRA8 (ThCDA-like) que fueron linearizados con
Notl para transfectar Tb BF y Tb PF.

Lineas Th BF/PF CDA-OE, Tb PF CDA-c-myc, Tb PF CDA-like-OE. Con el
objetivo de realizar diversos estudios de localizacion intracelular y viabilidad celular en
condiciones de altos niveles de expresion de ToCDA y ThCDA-like, se generaron lineas
que sobreexpresan la proteina nativa o una proteina de fusion a c-myc. Para la obtencion
de las lineas Th BF/PF CDA-OE la secuencia codificante de TbCDA fue amplificada
mediante PCR utilizando los oligonucleétidos VCAL165 — VCAL66 y dicho fragmento
se clondé en pGEM-T generandose el plasmido pGRV181, que fue digerido con Ndel y
BamHI y el fragmento liberado, clonado en pGRV23b (Castillo-Acosta, Aguilar-
Pereyra et al. 2012) obteniéndose pGRV192 que fue linearizado con Notl y transfectado
en Tb BF y Tb PF. Para la expresion de una copia ectopica de ThCDA fusionada a c-
myc, se emplearon los oligonucledtidos VCA165 — VCAL179b que permitieron
amplificar la secuencia codificante de ThCDA sin coddén de parada y su posterior
clonaje en pGEM-T para dar lugar al plasmido pGRV193a, que fue sometido a
digestion con las enzimas de restriccion Ndel y Hpal de manera que el inserto liberado
fue finalmente clonado en pGRV33 (Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2012)
obteniéndose asi el plasmido pGRV193, que permite la expresion de una copia ectdpica
de la proteina fusionada a c-myc en el extremo C-terminal. pGRV193 fue finalmente
digerido con Notl y transfectado en la forma prociclica de T. brucei para obtener la linea
Tb PF CDA-c-myc. Finalmente, para la generacion de la linea Tb PF CDA-like-OE, se
emplearon los oligonucledtidos AMB12 — AMB43 para amplificar la secuencia
codificante de TbCDA-like que posteriormente fue clonada en pPGEM-T generandose asi
el plasmido pGRA12a, de modo que el inserto liberado tras digerir con Ndel y Bglll fue
clonado en pGRV23b (tras un paso previo en el que se habia clonado c-myc en dicho
vector) obteniéndose el plasmido pGRA12 que permite la expresion de TbCDA-like

fusionada a c-myc en su extremo N-terminal.

Linea Tb BF DUT-KO+DCTD. Con el objetivo de comprobar si la expresion de
la DCTD humana era capaz de revertir el fenotipo del knock-out de la TbdUTPasa en la
forma sanguinea de T. brucei, se llevé a cabo la sintesis de ADNc a partir de ARN total
procedente de células HelLa para proceder a la amplificacion por PCR de la secuencia

codificante correspondiente a HSDCTD. EI producto de PCR fue digerido con Ndel y
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BamHI y clonado en pGRV23b (Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2012)
obteniéndose el plasmido pGRV23b+DCTD que fue linearizado con Notl y empleado
para transfectar la linea Tb BF DUT-KO (Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2013)
obteniéndose asi la linea Th BF DUT-KO+DCTD.

Lineas Th PF CDA-like N-ter K1 'y Th PF CDA-like C-ter KI. Con la intencién
de realizar estudios de localizacion intracelular e interaccion de TbhCDA-like con ARN
se obtuvieron 2 lineas knock-in (KI) para TbCDA-like que expresan la proteina
fusionada a 6 c-mycs en el extremo N-terminal de la secuencia o fusionada a 12 c-mycs
en el extremo C-terminal de la secuencia, desde el propio locus endégeno. Para Th PF
CDA-like N-ter KI se emplearon los oligos AMB28 — AMB29 para amplificar un
fragmento de 432 bp de la region N-terminal de la secuencia codificante de ThCDA-like
(desde la posicion 1 hasta la 420). Dicho fragmento se clon6 en pGEMT para obtener el
plasmido pGRA18, el cual fue digerido con Avrll y BamHI para liberar el fragmento de
ThCDA-like que fue finalmente clonado en el plasmido pNAT (Alsford y Horn 2008)
para expresar la proteina fusionada a 6 c-mycs en el extremo N-terminal desde el locus
enddogeno, obteniendose de este modo el plasmido pGRA21 que fue linearizado
mediante digestion con Kpnl para la posterior transfeccion de las formas prociclicas de
T. brucei. En el caso de la linea Tb PF CDA-like C-ter KI se emplearon los oligos
AMB30 — AMB3L1 para amplificar un fragmento de 536 bp de la regién C-terminal de la
secuencia codificante de TbCDA-like (posiciones 1241 hasta 1764) y clonarlo en
PGEMT para obtener el plasmido pGRA19. Se emplearon las enzimas de restriccion
Hindlll y Xbal para digerir pPGRAL19 y el fragmento liberado se cloné en pNAT
(Alsford y Horn 2008) para expresar la proteina fusionada a 12 c-mycs en el extremo C-
terminal de la secuencia. Se obtuvo asi el plasmido pGRA20 que fue digerido con Blpl

y empleado para transfectar los tripomastigotes prociclicos de T. brucei.

Lineas Th BF/PF CDA-like-sKO. Los oligos AMB22 — AMB23 se usaron para
amplificar un fragmento de 461 bp de la 5’UTR del gen ThCDA-like que se clono en
PGEMT para obtener el plasmido pGRAL13. Posteriormente, se utilizaron las enzimas de
restriccion Notl y Xhol para liberar el fragmento de la 5’UTR y clonarlo en el plasmido
PGRA15 (que a su vez procede de cambiar el gen de resistencia de blasticidina por el de
higromicina en pHD887 (Helfert, Estevez et al. 2001)) y obteniéndose pGRAL6. Por
otra parte, se amplificd por PCR un fragmento de 454 bp de la 3’UTR del gen TOhCDA-
like utilizando los oligos AMB24 — AMB25 y se cloné en pGEMT para obtener el
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plasmido pGRA14, que fue digerido con Stul y Nhel para liberar el fragmento de la
3’UTR que finalmente se cloné en pGRA16 para generar pGRA17. Por Gltimo pGRA17
se digirié con Notl para liberar el cassette con los fragmentos de la 5’UTR y 3°’UTR de
TbCDA-like flanqueando el gel de resistencia a higromicina y se transfectaron las lineas
Th BF y Th PF.

C.2.2. Purificacion y caracterizacion in vitro de dos citidina desaminasas

recombinantes de T. brucei

C.2.2.1. Construccién de plasmidos

Para purificar TOCDA se empleo la estrategia de expresar la proteina fusionada a
una cola de histidinas (His-TbCDA). Se llevé a cabo la amplificacion por PCR de la
secuencia codificante de ThCDA con los oligonucleotidos VCA165 — VCA166 y se
clond en pGEM-T para obtener el plasmido pGRV181, que posteriormente fue digerido
con Ndel y BamHI vy el inserto liberado se clond en pET-28a obteniéndose el plasmido

pGRV182 que permitié la expresion de la proteina de fusion en E. coli BL21(DE3).

En el caso de ThCDA-like se siguio la misma estrategia y se emplearon los oligos
AMB12 — AMB13 para amplificar la secuencia codificante de ThCDA-like a partir del
ADN gendmico de tripomastigotes prociclicos de T. brucei 427. El producto de PCR se
cloné en pGEMT para dar lugar al plasmido pGRA4, que posteriormente fue digerido
con Hindlll y Ndel para liberar el fragmento con la secuencia codificante para TbOCDA-
like y éste se clond en pET28a para obtener pGRAS. Finalmente E. coli BL21(DE3) se
transformo6 con pGRADS para expresar TOCDA-like fusionada a una cola de histidinas en
el extremo N-terminal (His-ThCDA-like).

C.2.2.2. Expresion de His-TbCDA y His-TbCDA-like

Para la purificacion de His-TbCDA, la expresion a 37°C durante 4 horas en

bacterias E. coli BL21(DE3) fueron las condiciones seleccionadas. En primer lugar, se
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crecié una colonia de E. coli BL21(DE3) transformada con pGRV182 en 10 ml de
medio LB con kanamicina 50pug/ml a 37°C y en agitacion durante toda la noche. Al dia
siguiente, se utilizo este cultivo para inocular otro de 50 ml que se dejé crecer hasta que
las bacterias alcanzaron una densidad dptica de 0,6 a 600nm de longitud de onda. En ese
momento, se inoculd un cultivo de 2 L de LB con kanamicina (dilucién 1:50) y cuando
las bacterias alcanzaron una DOgo de 0,6 se procedio a inducir la expresion de His-
ThCDA mediante la adicion al medio de IPTG a 1 mM (concentracion final) y el cultivo
se mantuvo en agitacion a 37°C durante 4 horas. Transcurrido ese tiempo, las células se
recogieron centrifugando a 8000 rpm durante 15 minutos a 4°C y el pellet de bacterias
se almaceno a -80°C.

En el caso de His-ThCDA-like no fue posible obtener proteina en fraccion soluble
pero en cualquier caso procedemos a describir el procedimiento seguido para inducir su
expresion para la posterior purificacion en condiciones desnaturalizantes para la
obtencién de un anticuerpo policlonal. Concretamente, se crecié una colonia de E. coli
BL21(DE3) transformada con pGRAS en 100 ml de medio LB con kanamicina 50ug/mi
a 37°C y en agitacion durante toda la noche. Al dia siguiente se inoculé en un volumen
final de 2 L de LB con kanamicina (50ug/ml) y se midio la DOggo hasta que el cultivo
alcanzé un valor de 0,6, momento en el que se adiciona IPTG a una concentracion final
de 1 mM. Transcurridas 5 horas en agitacion a 37°C se recogieron las células mediante
centrifugacion durante 15 minutos a 8000 rpm y 4°C. El pellet de bacterias se almacend
a -80°C.

C.2.2.3. Purificacion de His-ThCDA recombinante

El pellet de bacterias obtenido tras inducir la expresion de His-TbCDA (apartado
C.2.2.2.), fue resuspendido en 20 ml de tampdn FPLC-A (Tabla C2), sonicado 8 veces
durante 30 segundos con ciclos del 50% y sometido a 30 minutos de centrifugacion a
13000 rpm y 4°C. El sobrenadante filtrado se cargo en el sistema de FPLC (Pharmacia)
donde previamente se habia acoplado una columna HiTrap Chelatning HP (GE
Healthcare) cargada con Ni?*y equilibrada con tampén FPLC-A (Tabla C2). Para la
elucién de His-TbCDA se emple6 un gradiente lineal de tampon FPLC-B (Tabla C2).

Las distintas fracciones obtenidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE para
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combinar aquellas con mayor concentracion de proteina que se pasaron por una
columna PD10 (GE Healthcare) para cambiar el tampon en el que se encontraban por
tampon de almacenamiento (TbCDA) (Tabla C2) y guardar la proteina purificada en
alicuotas a -80°C.

C.2.2.4. Caracterizaciéon enzimatica de His-TbCDA

La determinacién de la actividad citidina desaminasa se llev6 a cabo mediante un
ensayo descrito previamente (Vincenzetti, Cambi et al. 1996) y basado en la medida del
descenso de absorbancia que se produce a 282 nm, como consecuencia de la

desaminacion del anillo de citosina.

Concretamente, una concentracion de 0,125 puM de TbCDA fue incubada en
tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7,5 DTT 1mM (Tabla C2) con diferentes
concentraciones de los distintos sustratos ensayados: citidina, desoxicitidina y 5-metil-
2’-desoxicitidina, en un volumen final de 1 ml, empleando un sistema de “stopped
flow” (Hi-Tech Scientific), acoplado a un espectrofotémetro (Cary 50). El calculo de los
diferentes pardmetros cinéticos se realizo a partir de las medidas de ADO/min obtenidas

experimentalmente para cada una de las concentraciones de sustrato ensayadas.

C.2.3. Estudios celulares a partir de T. brucei para la caracterizacion de la

citidina desaminasa-like

C.2.3.1. Andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo (FACS) y

tincién con DAPI

El analisis del ciclo celular por citometria de flujo se llevo a cabo en las lineas Th
PF, Tb PF CDA-like-RNAi y Th PF CDA-like-OE empleando yoduro de propidio para
el marcaje del ADN celular. Tras la induccion del RNAI o la sobreexpresion mediante
la adicion de doxiciclina (DOX) 1 ug/ml, se tomaron muestras cada 48 horas durante 6

dias. En cada caso, se recogieron 1x10’ células centrifugando 10 minutos a 1000g y 4°C
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y se lavo el pellet dos veces con 5 ml de PBS 1X. Finalmente, se fijaron los parasitos
durante toda la noche a -20°C en una solucién de etanol 70% y PBS 1X 30%. Al dia
siguiente, los parasitos se volvieron a recoger por centrifugacion a 1000g y 4°C durante
10 minutos y se volvieron a lavar dos veces con PBS 1X. Tras los lavados, se
resuspendio el pellet en 0,5 ml de PBS 1X y se incub6 30 minutos a 37°C con yoduro de
propidio (Sigma-Aldrich) 40 ug/ml y RNasa A (Sigma-Aldrich) 10 ug/ml. La medicion
de las muestras se realiz6 con un citémetro FACScalibur™ (Becton Dickinson). Para el
analisis de los datos obtenidos se empled el software FlowJo (Tree Star Inc.).

Complementariamente, se realizé también el estudio del ciclo celular en las lineas
Tb PF, Tb PF CDA-like-RNAIi y Tb PF CDA-like-OE mediante tincién con DAPI para
analizar el numero y morfologia de nucleos y kinetoplastos por microscopia de
fluorescencia (al menos 100 células por condicion). De nuevo se tomaron muestras cada
48 horas durante los 6 dias siguientes a la induccion del RNAIi o la sobreexpresion
mediante la adicién de DOX 1 pg/ml al medio. En cada caso, se recogieron 1x10°
parasitos y se fijaron durante 20 minutos, sobre portas previamente tratados con Poli-L-
lisina, con p-formaldehido 4% en PBS 1X. Las muestras se lavaron dos veces con
solucién de lavado (PBS-Tween® 20 0,2%) y se deshidrataron con metanol durante 1
minuto. Finalmente se procedid al montaje utilizando ProLong™ Gold Antifade
Mountant with DAPI (Invitrogen). Para la adquisicion de iméagenes se utilizé un
microscopio Zeiss Axio Imager Al y para el analisis se empleo el software Fiji (version
1.5e; ImageJ) (Schindelin, Arganda-Carreras et al. 2012).

C.2.3.2. Anadlisis metabolémico

Los estudios metabolomicos fueron realizados por Metabolon Inc. sobre la linea
Tb PF CDA-like-RNAi tras 6 dias de induccion con DOX respecto a la linea parental de
tripomastigotes prociclicos. Se analizaron 4 réplicas bioldgicas diferentes y, en cada
caso, se recogieron 1x10° células que se lavaron con medio fresco sin SBF a 1400g y

4°C. Los pellet se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido.

Las muestras se enviaron a Metabolon Inc., donde identificaron 565 metabolitos

diferentes. Brevemente, las muestras se prepararon segun el sistema de MicroLab
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STAR® y se analizaron mediante diversos métodos de espectrometria de masas,
concretamente: cromatografia liquida de fase reversa y ultra alta resolucién acoplada a
espectrometria de masas en tandem ((RP)/UPLC-MS/MS) con ionizacion por
electrospray (ESI) en modo de polarizacion positivo o negativo y cromatografia de
interaccion hidrofilica de ultra alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en
tdndem (HILIC/UPLC-MS/MS) con ESI en modo de polarizacion negativo.

C.2.3.3. Cuantificacion de los niveles de ribonucleétidos intracelulares

La determinacion de los ribonucleétidos trifosfato (rNTPs) se realizd mediante
cromatografia de intercambio anidnico en un sistema HPLC (Pharmacia). Se recogieron
1x10® células para cada condicién: Th PF, Th PF CDA-like-RNAI (sin inducir y tras 2
dias de induccion con DOX) y Th PF CDA-like-OE (sin inducir y tras 2 dias de
induccion con DOX). Tras lavar con PBS 1X se resuspendio el pellet en 125 ul de agua
a 4°C y se afiadieron 125 pl de acido perclorico 0,4 N. Se incubaron 5 min en hielo y se
centrifugaron 10 minutos a 16000g y 4°C. Finalmente se tomaron 125 ul del
sobrenadante a los que se adicionaron 125 pl de tampon fosfato amonico 0,5 M pH 3,4
y se cargd la muestra en una columna Partisphere 5 um SAX (Hichrom). La separacion
de los diferentes rNTPs tuvo lugar en condiciones isocraticas de elucion con tampon
fosfato amonico 0,5 M pH 3,4. Para la cuantificacion de los nucledtidos se cargaron
soluciones de concentracion conocida de cada rNTP y se realizd una recta patron para

cada uno de ellos.

C.2.3.4. Determinacién de la actividad de union a ARN mediante

Orthogonal Organic Phase Separation (OOPS)

Para determinar si TOCDA-like presenta actividad de union a ARN se empleé la
técnica de OOPS (Orthogonal Organic Phase Separation) basada en el método del
tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo para la extraccion de ARN (Queiroz, Smith et

al. 2019). Para cada muestra, se recogieron 2x108 células y se lavaron 2 veces con PBS



Material y Métodos | 84

1X durante 10 minutos a 1400g y 4°C. A continuacion el pellet se resuspendio en 400 pl
de PBS 1X de los cuales 200 pl se almacenaron como control y los otros 200 ul se
sometieron a cross-link con luz UV a 254 nm (800 mJl/cm?). Tras centrifugar las
muestras se resuspendio el pellet en 1 ml de TRIzol y se incubd 5 minutos a RT, tras lo
cual, se afiadieron 200 pl de cloroformo, se mezclaron por inversion y se centrifugaron
10 minutos a 12000g y 4°C. Una vez separadas las diferentes fases (organica, acuosa e
interfase), se guardaron 100 ul de la fase orgénica de cada muestra como control. Por
otra parte, las interfases se sometieron a 2 extracciones adicionales con TRIzol y
cloroformo. Tanto la fase organica como la interfase se sometieron a precipitacion con 9
volimenes de metanol durante 30 minutos en hielo y posteriormente se centrifugaron 10
minutos a 16000g y 4°C.

El pellet de las muestras procedentes de la fase organica se resuspendié en 40 pl
de tampdn de carga para proteinas (Tabla C2). Por otro lado, los pellet procedentes de la
interfase se resuspendieron en 100 ul de tampon de digestion con RNAsa A (Tabla C2),
se incubaron 15 minutos a 95°C. A continuacion las muestras se dejaron enfriar, se
adicionaron 5 pl de RNAsa A (10 mg/ml) y se incubaron 3 horas a 37°C. Transcurrido
este tiempo se procedid a la extraccion de las proteinas presentes en la interfase con

metanol y se prepararon las muestras para SDS-PAGE.

Por otra parte, para demostrar que la presencia de TbCDA-like en la interfase se
debe a su interaccién con ARN, tras la digestion de 3 horas con RNasa A se adicionaron
otros 5 pul de RNAsa A (10 mg/ml) y se incuban durante toda la noche a 37°C. Al dia
siguiente se adicionan 500 ul de TRIzol y 100 ul de cloroformo, se centrifuga 10
minutos a 12000g y 4°C y finalmente, tanto la interfase como la fase organica se

someten a precipitacion con metanol y se preparan las muestras para SDS-PAGE.

C.2.3.5. Andlisis de la expresion génica mediante NGS (Next-generation

transcriptome sequencing) RNA-seq

La preparacion de las librerias y la secuenciacion Illumina se llevé a cabo por
parte de la unidad de genomica del IPBLN. Brevemente, se extrajo ARN total

procedente de la linea parental de tripomastigotes prociclicos de T. brucei asi como de
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las lineas Tb PF CDA-like-RNAi y Tb PF CDA-like-OE tras 2 dias de induccién del
RNAi o la sobreexpresion respectivamente, mediante el kit RNeasy Mini Kit
(QUIAGEN) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La calidad del ARN se
determind mediante Bioanalyzer RNA 6000 Nano chip electrophoresis (Agilent
Technologies). La construccién de librerias de PolyA se realiz6 de acuerdo al Truseq®
stranded RNA kit (Illumina) empleando 100 ng de ARN total para cada muestra. La
calidad y la distribucion de tamafos de las librerias se validdo mediante el Bioanalyzer
High Sensitivity assay (Agilent Technologies) y la concentracion se midié con un
fluorimetro Qubit®. Las librerias finales se diluyeron y desnaturalizaron de acuerdo con
las recomendaciones de la guia Illumina NextSeq 500 library preparation. Las librerias
se secuenciaron por ambos extremos generando fragmentos de 75 bp mediante el
empleo de un secuenciador NextSeq 500 en configuracion High Output (150 ciclos)
obteniéndose una media de 38,33 millones de lecturas por muestra.

El analisis transcriptomico se llevd a cabo por parte de la unidad de
bioinformatica del IPBLN mediante el protocolo miARma-Seq (Andres-Leon, Nunez-
Torres et al. 2016). En primer lugar, los archivos de fastq se analizaron mediante el
software FastQC (Andrews 2010) para determinar los posibles errores de secuenciacion
y determinar los indicadores de calidad. Posteriormente, las lecturas obtenidas se
alinearon con el genoma de referencia (Trypanosoma brucei (427) TriTrypDB version
49 del 2018) mediante homologia de secuencia a traves del software HISAT2 (Kim,
Langmead et al. 2015). Asi pues, las lecturas se asociaron a los diferentes genes

obteniéndose los valores sin normalizar para cada gen.

Para el analisis de la expresion diferencial se utilizd el paquete de edgeR
(Nikolayeva y Robinson 2014). Los genes con bajo nivel de expresion fueron
eliminados y los restantes se normalizaron con el método TMM (trimmed of M-values)
(Robinson y Oshlack 2010). Se calcularon las RPKM (lecturas por kilobase por cada
millon de lecturas mapeadas), las CPM (cuentas por millon) y las log2-CPM (logaritmo
en base 2 de las CPM) para cada gen en cada muestra. Los genes diferencialmente
expresados (DEG) se determinaron comparando las 3 réplicas de cada condicidn
eliminando el efecto de la DOX. Asi pues, todos los genes con un FDR<0,01 (false
discovery rate) se consideraron DEG vy los valores de log2FC se emplearon para evaluar

la significancia del cambio en la expresion de cada gen en las diferentes muestras.
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C.2.4. Técnicas inmunoldgicas

C.2.4.1. Obtencion y purificacion de anticuerpos policlonales

C.2.4.1.1. Obtencion y purificacion de anti-TbCDA

Para la obtencion de un anticuerpo policlonal frente a ThbCDA se inmuniz6 un
conejo de la cepa New Zealand White con ThCDA recombinante purificada (Material y
métodos C.2.2.3.). Para la primera inmunizacion se inyect6é una emulsion (v/v) con unos
400 pg de proteina en 0,5 ml de PBS 1X y Adyuvante Completo de Freund (Sigma)
(ratio 1:1). La segunda y tercera inmunizacion se realizaron a intervalos de dos
semanas, mientras que la cuarta se realizd un mes mas tarde, inyectando en cada caso
una emulsion con 0,5 ml de proteina purificada en PBS 1X y Adyuvante Incompleto de
Freund (Sigma) (ratio 1:1 en v/v). Extracciones de sangre (=20 ml) fueron realizadas
una semana después de cada inmunizacion a excepcion de la cuarta inmunizacion tras la

cual se procedio a desangrar al animal para obtener alrededor de 75 ml de sangre.

Para separar el suero se incubé la sangre a temperatura ambiente durante 2 horas y
después 20 minutos a 37°C. Finalmente se incubd 4 horas a 4°C y se centrifugo 10
minutos a 25009. EI sobrenadante obtenido se almaceno en alicuotas con azida sodica
0,02% a 4°C y -80°C.

La purificaciébn del anticuerpo anti-TbCDA se llevd a cabo mediante
cromatografia de afinidad frente a la proteina purificada gracias al empleo de una resina
Affi-gel 10 (Bio-Rad) que tiene capacidad para unir ligandos con aminas primarias. En
primer lugar se lavd la resina 2 veces con 20 voliumenes de agua bidestilada y a
continuacion 2 veces con 20 volumenes de tampon de adherencia (Tabla C2) para
finalmente incubarla con 1,2 mg de proteina purificada en 3 ml de tampon de
adherencia durante toda la noche a 4°C en el rotor orbital. Al dia siguiente se centrifugd
1 minuto a 2000 rpm y se procedio a lavar la resina con 20 volimenes de tampdn de
blogueo (Tabla C2) centrifugando de nuevo. La resina se resuspendio en 2 ml de

tampdn de bloqueo y se incubd 1 hora a 4°C en el rotor orbital. Posteriormente la resina
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se lavé 2 veces con 20 volimenes de las siguientes soluciones: PBS 1X, tampon de
elucion (Tabla C2) y Tris-HCI 100 mM pH 8. Con la resina resupendida en 1 ml de
Tris-HCI 100 mM pH8, se transfiri6 a una columna Poly-Prep® Chromatography
Column (Bio-Rad) y se lavo de nuevo con 20 volimenes de esta misma solucién en la
que se encuentra la resina. A continuacion se lavo la resina con 20 volimenes de PBS-
500 (Tabla C2) y después con 20 volimenes de PBS 1X. Seguidamente se recircularon
2 veces 10 ml del suero y se lavo la resina con 20 volimenes de PBS 1X, PBS-250
(Tabla C2) y PBS-500. Finalmente se procedi6 a la elucion del anticuerpo circulando 5
volimenes de tampdn de elucion (Tabla C2) y se ajusto el pH de las alicuotas obtenidas
hasta aproximadamente 7,5 mediante la adicion de Tris-HCI 1 M pH 9,5. Se adicion6
azida sodica 0,02% para su conservacion.

Anti-TbCDA purificado

Elucion 1 2 3 4 5

97,1 kDa___
66,2 kDa—

45 kDa—

31 kDa—

21,5kDa— TR TbCDA

14,5 kDa—

Figura C1. Chequeo del anticuerpo anti-TbCDA purificado. Se cargaron extractos de
parasitos de la forma prociclica que sobreexpresan ThCDA (5x10° parasitos en cada carril) para
chequear las 5 alicuotas obtenidas tras el proceso de purificacion de anti-ThCDA. Se empled
una dilucién 1:5000 de anti-ThCDA. TbCDA: 21 kDa.

C.2.4.1.2. Obtencion y purificacion de anti-ThCDA-like

El pellet de bacterias obtenido tras inducir la expresién de His-ThCDA-like
(Material y métodos C.2.2.2.), se resuspendié en 50 ml de tampdn de lisis (Tabla C2) y
se sonicd 4 veces durante 40 segundos con ciclos del 50%. El extracto al completo se

incubd durante 2 horas a temperatura ambiente con Ni Sepharose™ High Performance
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affinity media (GE Healthcare), una resina cargada con iones niquel divalentes que
permite llevar a cabo cromatografia de afinidad para purificar proteinas fusionadas a
histidina, previamente equilibrada con tampon de lisis. Posteriormente la resina se lavo
con tampdn de lisis y tampon de lavado (Tabla C2) y se procedio a la elucion de la
proteina mediante el empleo de altas concentraciones de imidazol (tampon de elucion,
Tabla C2). Las distintas fracciones obtenidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE y
la concentracion de proteinas cuantificada mediante el método de Bradford.

Para obtener la proteina purificada se empled la estrategia de electroelucion
mediante el uso del sistema Protean® Il Xi Cell System (Bio-Rad) realizando la
separacion en un gel de acrilamida 10% a 200V durante 5 horas. A continuacion las
bandas correspondientes a ThCDA-like se cortaron del gel y la proteina se aisld
mediante un sistema Electro-Eluter 422 (Bio-Rad) a 30mA durante 5 horas a
temperatura ambiente. Las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE
(Fig.C2) y se empled el método de Bradford para cuantificar la concentracion de

proteina.
TbCDA-like
97,1 kDa \
66,2 kDa -
45 kDa -

Figura C2. Comprobacién de la pureza de TbCDA-like tras la electroelucion. SDS-PAGE
para chequear que las fracciones de ThCDA-like obtenidas tras la electroelucion no presentan

contaminacién con ninguna otra proteina (His-ThCDA-like, 68 kDa).

Para la obtencion de un anticuerpo policlonal frente a ThCDA-like se inmunizo6 un
conejo de la cepa New Zealand White con ThCDA-like purificada en condiciones
desnaturalizantes. Para la primera inmunizacion se inyect6 una emulsion (v/v) con unos

400 pg de proteina en 0,5 ml de PBS 1X y Adyuvante Completo de Freund (Sigma)
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(ratio 1:1). La segunda y tercera inmunizacion se realizaron a intervalos de dos
semanas, mientras que la cuarta se realiz6 un mes mas tarde, inyectando en cada caso
una emulsion con 0,5 ml de proteina purificada en PBS 1X y Adyuvante Incompleto de
Freund (Sigma) (ratio 1:1 en v/v). Extracciones de sangre (=20 ml) fueron realizadas
una semana después de cada inmunizacion a excepcion de la cuarta inmunizacion tras la

cual se procedi6 a desangrar al animal para obtener alrededor de 75 ml de sangre.

Para separar el suero se incub0 la sangre a temperatura ambiente durante 2 horas y
después 20 minutos a 37°C. Finalmente se incubd 4 horas a 4°C y se centrifugé 10
minutos a 2500g. El sobrenadante obtenido se almaceno en alicuotas con azida sodica
0,02% a 4°C y -80°C.

Con la intencidn de aislar las 1gGs presentes en el suero obtenido, se procedio a la
purificacion del mismo mediante cromatografia de afinidad gracias al empleo de una
resina unida a proteina A (protein A sepharose CL-4B, GE Healthcare) que presenta
lugares de unidn a la region Fc de las 1gGs. Para ello, se lava la resina con 4 volumenes
de agua y a continuacién con tampon fosfato 20 mM pH 7, se carga la resina en la
columna y se equilibra con 10 volimenes de tampén fosfato 20 mM pH 7. A
continuacion se hacen pasar por la resina 6 volumenes del suero obtenido tras la
inmunizacion y se vuelve a lavar la resina con 10 volimenes de tampén fosfato. Para
finalizar, se eluyeron las 1gGs adheridas a la resina haciendo circular 10 volimenes de
tampén de elucion (glicina 100 mM pH 3) y se procedio a ajustar el pH de las
fracciones eluidas mediante la adicion de Tris-HCI 1M pH 9,5. Se adiciond azida sodica
0,02% para su conservacion. La especificidad del anticuerpo se demostrd incubando
éste con un exceso de 10 veces de TbCDA-like purificada durante toda la noche. Al dia
siguiente, se empled el sobrenadante de dicha incubacion para la realizacion de un

Western-blot frente a la linea parental de tripomastigotes prociclicos (Fig. C3).
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A Anti-TbCDA-like B
purificado
Tb PF Ag+Ab Ab
_WT OE
150 kDa___
97,1 kDa 100 kDa___
. 75 kDa— TbCDA-like

— TbCDA-like
50 kDa—
45 kDa e
25 kDa___

31 kDa

1: Tb PF 5x10° parasitos
2: Tb PF 2.5x10° parasitos

Figura C3. Chequeo del anticuerpo anti-TbCDA-like purificado frente a proteina A. (A)
Se cargaron extractos de parasitos de la forma prociclica tanto de la linea parental (WT) como
de la linea que sobreexpresa ThCDA-like (OE) (5x10° parasitos en cada calle) para chequear el
anticuerpo tras el proceso de purificacion. (B) Western-blot que muestra la especificidad del
anticuerpo. Se incubo el extracto de parasitos de la linea parental de tripomastigotes prociclicos
(Tb PF) con el sobrenadante procedente de la incubacion del anticuerpo con la proteina
purificada (Ag+Ab), o con el anticuerpo anti-TbCDA-like (Ab). Se emple6 una dilucién 1:1000
de anti-TbCDA-like. Ag (antigeno), Ab (anticuerpo). TOCDA-like: 68 kDa.

C.2.4.2. Generacion de extractos de T. brucei y western-blot

La generacién de extractos totales de parasitos se realiz6 a partir de 5x10°
parasitos por muestra, obtenidos a partir de cultivos en fase logaritmica de crecimiento.
Los parasitos se recogieron por centrifugacion a 1400g durante 10 minutos y el pellet se
lavé con PBS 1X para después resuspenderlo en tampdn de lisis (Tabla C2). Finalmente

se desnaturalizaron las proteinas calentando 5 minutos a 99°C.

Los extractos totales obtenidos se sometieron a andlisis mediante SDS-PAGE para
separar las proteinas en base a su peso molecular en geles de acrilamida del 8-12% a
150 — 200V durante 60-90 minutos en tampon SDS running (Tabla C2). A continuacion
las proteinas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF, GE

Healthcare) previamente activada en metanol, entre dos papeles Whatman de 3 mm. La



Material y Métodos |91

transferencia tuvo lugar a 4°C empleando un sistema Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad) a 100V durante 45-50 minutos en tampdn de transferencia
(Tabla C2). Para llevar a cabo la visualizacién de los marcadores de peso molecular
(SDS-PAGE Standard Low Range, Bio-Rad), se tifié la membrana con Rojo Ponceau
durante 1 minuto y seguidamente se lavé con solucion de lavado (PBS 1X Tween® 20
0,1%). Finalmente la membrana se bloqued durante 1 hora a temperatura ambiente con
solucién de bloqueo (PBS 1X Tween® 20 0,1%, leche en polvo desnatada 5%) y
después se incub6 a 4°C durante toda la noche con la dilucidén adecuada de anticuerpo
primario en solucion de blogueo. Tras lavar la membrana con solucién de lavado (x3) se
incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente con una dilucién 1:40 de anticuerpo
secundario. Finalmente, la membrana se volvio a lavar con solucién de lavado (x3) y se
procedi6 a la visualizacién de las proteinas mediante el kit ECL® Select (GE
Healthcare) empleando peliculas autorradiograficas Hyperfilm® ECL (GE Healthcare).

C.2.4.3. Analisis mediante inmunofluorescencia

Para determinar la localizacion intracelular de TbOCDA, DCTD y TbCDA-like, se
llevaron a cabo estudios de inmunofluorescencia para los cuales, se recogieron 1x10’
parasitos centrifugando 10 minutos a 14009 y posteriormente se incubaron durante 15
minutos con MitoTracker® Red CMXRos (Invitrogen) en 1 ml de medio de cultivo sin
SBF a 37°C o 28°C segun si se esta trabajando con formas sanguineas o prociclicas,
respectivamente. La fijacion se llevo a cabo sobre portas previamente tratados con Poli-
L-lisina, durante 20 minutos con p-formaldehido 4% en PBS 1X. Posteriormente los
portas se lavaron dos veces en agitacion con solucion de lavado (PBS-Tween® 20 0,2%)
y se permeabilizd la muestra durante 75 minutos a temperatura ambiente con NP-40 1%
en solucion de bloqueo (Blocking Reagent (Roche) 1% en solucion de lavado. Tras
lavar una vez para detener la permeabilizacion, se llevo a cabo la incubacion con la
solucion de anticuerpo primario en solucion de blogueo durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se emplearon como anticuerpos primarios: anti-ThCDA (1:100 para formas
prociclicas y 1:50 para sanguineas), anti-ThCDA-like (1:25), monoclonal anti-DCTD
humana (1:100) y monoclonal anti-c-myc (1:100). A continuacion se lavaron las

muestras seis veces durante 5 minutos con solucion de lavado y se incubaron durante 1
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hora a temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo secundario. Se utilizaron
monoclonales de cabra anti-IgG de conejo o de raton acoplados al fluorocromo Alexa
Fluor® 488 (1:40). Finalmente la muestra se deshidraté con metanol durante 1 minuto y
se procedié al montaje utilizando ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI
(Invitrogen).

La adquisicion de las imagenes se realiz6 en un microscopio Widefield Olympus
mediante el software Cell-R 1X81 capturando 30 - 40 capas para cada imagen. Para la
deconvolucién de las imagenes se empled el software Huygens Essential (version 3.3;
Scientific Volume Imaging) y para el analisis se utilizo el software Fiji (version 1.5¢;
ImageJ) (Schindelin, Arganda-Carreras et al. 2012). Para los estudios de colocalizacion
se empled el plugin JACoP (Bolte y Cordelieres 2006).

Paralelamente, para los estudios de cuantificacion del dafio en ADN gendmico en
las formas prociclicas de T. brucei, se empled un anticuerpo anti- yH2A (1:500) (Glover
y Horn 2012). La preparacion de las muestras se llevo a cabo tal y como se ha descrito
anteriormente y para la adquisicion de imagenes se empled un microscopio Zeiss Axio
Imager Al y se analizaron mediante el software Fiji (version 1.5e; ImageJ) (Schindelin,
Arganda-Carreras et al. 2012).

C.2.4.4. Andlisis de la localizacion de TbCDA-like en condiciones de estrés

nutricional

Para determinar si ThOCDA-like se relocaliza en granulos de estrés en condiciones
de estrés nutricional, se emplearon tanto la linea parental Tb PF como la linea Th PF
CDA-like N-ter Kl y se recogieron 2,5x10’ células en fase logaritmica de crecimiento.
Tras realizar 2 lavados con PBS 1X, los parasitos se mantuvieron en cultivo durante 60,
120 6 180 minutos en PBS 1X. Transcurrido el tiempo indicado se realizd una
inmunofluorescencia tal y como se ha descrito en el apartado C.2.4.3. empleando los
anticuerpos anti-TbCDA-like (1:25) para la linea parental o anti-c-myc (1:100) para la
linea KI. Respecto al estudio del area y namero de granulos por célula, se empleo el

software Fiji/lmageJ fijando un tamafio minimo de particula de 0,05 um?®. Se emplearon
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19-21 células por condicién y el andlisis se realizO sobre la proyeccion z de las
imagenes que se obtuvo por el método de suma de capas.

Los estudios de colocalizacion de ThoCDA-like con ThDhhl, TODRBD3 y ThScd6
en la linea Tb PF CDA-like N-ter KI, se realizaron segun lo descrito en el apartado
C.2.4.3. empleando como anticuerpos primarios los policlonales anti-ThDhh1l, anti-
ThDRBD3 o anti-ThScd6 y el monoclonal anti-c-myc para la visualizacion de TbCDA-
like. Se emplearon como anticuerpos secundarios anti-lgG de conejo conjugado con el
fluorocromo Alexa Fluor® 594 y anti-1gG de rat6n conjugado con el fluorocromo Alexa
Fluor® 488. El grado de colocalizacién se determind mediante el coeficiente de
correlacion de Pearson y el coeficiente de solapamiento de Manders, ambos calculados
con el plugin JACoP (Bolte y Cordelieres 2006) del software Fiji/lmageJ en, al menos,
10 células por condicion. El coeficiente M1 indica el grado de solapamiento de ThoCDA-
like sobre ThDhh1, ThScd6 o ThDRBD3 mientras que M2 indica lo contrario.
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D. RESULTADOS

D.1. CARACTERIZACION DE LA CITIDINA DESAMINASA
DE Trypanosoma brucei (TbCDA)

D.1.1. Identificacion de un ortélogo de la citidina desaminasa en T. brucei

Con objeto de identificar ortdlogos de la CDA humana en Trypanosoma brucei, se
empled dicha secuencia para realizar una blusqueda en la base de datos del genoma de T.
brucei (GeneDB), obteniéndose como resultado una proteina anotada como CDA
putativa (TbCDA) (Tb927.9.3000) compuesta por 182 aminoacidos y con una masa
molecular estimada de 19,17 kDa. La secuencia se alined con ortologos caracterizados
de organismos eucariotas y procariotas mediante el empleo de ClustalOmega (Goujon,
McWilliam et al. 2010, Sievers, Wilm et al. 2011, McWilliam, Li et al. 2013).

En el alineamiento, que fue visualizado en JalView con el esquema de colores de
Clustal, se incluyeron los siguientes organismos: Homo sapiens, B. subtilis, E. coli y
A. thaliana (Fig. D1). Los resultados muestran que en la secuencia de TbCDA estan
conservados los motivos responsables de la interaccion con el zinc necesaria para la
catalisis (Conticello 2008, Prohaska, Bennett et al. 2014). Destacar el acido glutamico
en posicion 72 (Glu72) analogo al Glu67 en la CDA humana y que juega un importante
papel durante la catalisis (Chung, Fromme et al. 2005), la prolina 112 (Prol12) y la
triada de cisteinas (Cys70-Cys113-Cys116) caracteristica que se coordinan directamente
con el ion de zinc en las CDAs tetrameéricas (Johansson, Mejlhede et al. 2002). El
alineamiento muestra también otros residuos conservados en CDAs tetraméricas o
diméricas tales como Phe42, Asn60, Glu62, Ala71 y Phel58 implicados en la unién con
el sustrato, asi como Ser40, Argll7, GInl118, Glul22 y Leul54 necesarios para
estabilizar las interacciones entre las distintas subunidades que constituyen el tetramero
o el dimero (segun se trate de una CDA tetramérica o dimérica), asi como para
estabilizar interacciones dominio-dominio en las CDAs diméricas (Johansson, Mejlhede
et al. 2002). La Tyr39 esta conservada en las CDAs tetraméricas y es importante para la

estabilizacién de la estructura cuaternaria (Micozzi, Pucciarelli et al. 2010). Asi mismo,
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el grupo NH de la Tyr66 se une mediante enlace mediado por puente de hidrégeno con

el 5°-OH del sustrato (Chung, Fromme et al. 2005) estando también conservado este

residuo en las CDAs tetraméricas.
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Figura D1. Alineamiento de los ortdlogos de citidina desaminasa de diversos organismos

incluyendo Trypanosoma brucei. El alineamiento se realizé utilizando ClustalOmega y fue

posteriormente visualizado en JalView. Los aminoacidos implicados en la coordinacion con el

ion de zinc estan destacados con triangulos (prolina (Pro112) y 3 cisteinas (Cys70-Cys113-

Cys116)), aquellos implicados en la unién al sustrato estan indicados con cuadrados, los

aminoacidos gue estabilizan las interacciones entre subunidades o dominios estan marcados con

asteriscos y los residuos de tirosina conservados en las CDAs tetraméricas estan indicados con
circulos. Trypanosoma brucei (XP_803607.1), Homo sapiens (NP_001776.1), Bacillus subtilis
(KOS70912.1), Escherichia coli (KHJ23847.1) y Arabidopsis thaliana (CAA06460.1).

D.1.2. Expresion de la proteina recombinante ThCDA en el sistema

heterdlogo Escherichia coli

A partir de ADN gendmico de T. brucei y mediante el empleo de cebadores

especificos (Tabla C6), se llevd a cabo la amplificacion por PCR de la secuencia

41
35
23
70
45

115
101

88
131
106

177
146
136
180
178

182

251

255

294
301



Resultados | 99

codificante de TbCDA para su posterior clonaje en el vector de expresion pET-28a
(Novagen) que permite la obtencion de proteina recombinante fusionada a una cola de 6
histidinas en el extremo amino-terminal. El vector resultante tras el clonaje (pGRV182)
fue empleado para transformar diferentes cepas de E. coli, como E. coli BL21(DE3J), E.
coli BL21(DE3) RP o E. coli BL21(DE3) pLys, las cuales presentan una copia
lisogénica del gen que codifica para la T7 RNA polimerasa cuya expresion se encuentra
bajo el control del promotor T7lac y permite regular la expresion de genes

recombinantes en bacterias.

La induccion de la expresién de His-ThCDA se llevé a cabo mediante la adicion
de IPTG a una concentracion final de 1 mM. Los cultivos se incubaron 5 horas en
agitacion a 37 °C, momento en el que las bacterias se recogieron por centrifugacion para

la posterior preparacion de extractos.

B
Fraccion soluble Fraccion insoluble
d
QR M QR
PN N
O, Q9 ¥ 9 ¥, Q
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kDa kDa HPTG (37°C) +IPTG (37°C)
97.4 —
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45.0 —
31.0 — ™
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215 — 215 — ..
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Figura D2. Analisis mediante SDS-PAGE de la expresion de TbCDA en E. coli
BL21(DE3). Prueba de expresiéon de His-ThCDA en distintas cepas de E. coli a 37°C durante 5
horas. Los extractos, que se separaron en fraccion soluble (A) e insoluble (B) se obtuvieron a
partir de cultivos en los que se indujo la expresion de His-TbCDA mediante la adicién de IPTG
(+IPTG). Como control se emplearon cultivos a los que no se adiciond IPTG (-IPTG) asi como
extractos de bacterias transformadas con el vector pET28-a vacio. Se emplearon geles de
acrilamida al 15%. La flecha indica la posicion de His-TbCDA (21,3 kDa).
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La expresion de His-TbCDA (21,3 kDa) en las condiciones experimentales
condujo a la obtencion de proteina en fraccion soluble en todas las cepas ensayadas.

D.1.3. Purificacién de TbCDA recombinante e identificacion mediante huella

de masa peptidica

La purificacion de la proteina recombinante se llevé a cabo a partir de un cultivo
de E. coli BL21(DES3) transformadas con pGRV182 induciendo la expresion con IPTG
1 mM durante 5 horas a 37 °C tal y como ha sido descrito previamente en la presente
Tesis Doctoral (Material y métodos C.2.2.3).

La purificacion de la proteina recombinante se llevd a cabo mediante
cromatografia de afinidad a niquel a partir del extracto obtenido tras la sonicacion del
pellet de bacterias recogido después de la induccion. Se empleé una columna HiTrap
Chelating HP-Ni** (GE Healthcare) acoplada a un sistema FPLC (Pharmacia)
lograndose la elucion de la proteina mediante la aplicacién de un gradiente lineal de
imidazol (20 — 500 mM). Las fracciones obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE
combinandose aquellas con mayor concentracion de proteina (Fig. D3A), para
finalmente sustituir el tampdn por uno de almacenamiento mediante columnas PD-10
(GE Healthcare) (Fig. D3B) y guardar la proteina a -80 °C hasta su utilizacion. La tabla
D1 representa el rendimiento del proceso de purificacion calculado a partir de los
valores de actividad especifica obtenidos espectrofotométricamente determinando la
disminucion de absorbancia producida cuando el anillo de Cyt se desamina a Ura
(Vincenzetti, Cambi et al. 1996).
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Figura D3. Analisis mediante SDS-PAGE de la purificacion de TbCDA. (A) Fracciones (F)
de proteina purificada seleccionadas tras la cromatografia de afinidad a niquel. (B) Gel de

acrilamida comparando el extracto crudo (EC) con las 2 eluciones realizadas con la PD-10.

Paso de Proteina total (mg) Ae Atotal Grado de Rendimiento
purificacion 9 (rmol/min-mg) (rmol/min) purificacion (%)

Afinidad a
niquel + PD10

11,50 22,70 261,05 32,12 63,84

Tabla D1. Rendimiento del proceso de purificacion de TbCDA. Datos referentes a la

purificacion a partir de E. coli BL21(DE3) transformadas con pGRV182. Ae: actividad
especifica. Atotal: actividad total.
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Con el fin de verificar que la proteina purificada es His-ThCDA, se llevo a cabo la
identificacion por huella de masa peptidica (Peptide Mass Fingerprinting, PMF) en el
servicio de protedmica del IPBLN. La banda de tamafio esperado obtenida tras la
purificacion de la proteina fue analizada mediante espectrometria de masas tipo MALDI
TOF/TOF. La identificacion de las proteinas a partir de las masas de los péptidos
identificados en el espectro (Fig. D4 y Tabla D2), se realiz6 usando las bases de datos
de T. brucei (Tbrucei_927) y en SwissProt frente a todos los organismos empleando
MASCOT (Matrix Science) como motor de buasqueda. El resultado reveld la
identificacion de una proteina de 19,2 kDa anotada como CDA en la base de datos de T.
brucei con una cobertura de secuencia del 47,3%.
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Figura D4. Espectro de masas obtenido para la identificacion de TbCDA. La proteina fue
digerida con tripsina para posteriormente recoger los péptidos digeridos y realizar una
extraccion del gel con TFA y AcN. La muestra fue depositada en una placa AnchorChip
(Bruker), cristalizada con CHCA vy analizada en un espectrometro de masas MALDI TOF/TOF

(UltrafleXtreme de Bruker) obteniéndose el correspondiente espectro de masas.

T 717 7717

mfz




Resultados 103

m/z [?) g;/nz] z | P | Rango Secuencia Modificaciones
2069.1811 | 30,89 | 1| 1| 826 TGCLKLLSQLPEGLQQAGR Carbamidometil: 3
15099008 | 4137 | 1| 0 | 13-26 LLSQLPEGLQQAGR
1856,9808 | 39.65 | 1| 1 | 79-95 ANMDGYRTAQAVAIYGR
18729726 | 37.66 | 1| 1 | 79-95 ANMDGYRTAQAVAIYGR Oxidacion: 3
10496168 | 40,94 | 1] 0 | 86-95 TAQAVAIYGR
22031512 | 39,84 | 1| 0 | 96-117 SVLPTAAAAAADATVPPCGFCR Carbalrg'dzolme“':

LSELLPQPFGPSSIGMDVA
28805727 | 4050 | 1| 0 | 150-177 ALATGEHSR

LSELLPQPFGPSSIGMDVA .
2896,5617 38,24 1| 0 | 150-177 ALATGEHSR Oxidacion: 16

Tabla D2. Valor m/z y secuencia de los péptidos identificados en la secuencia de ThCDA.

D.1.4. Determinacién de la masa molecular y de la conformaciéon nativa
TbCDA

Para determinar el estado oligomérico de la proteina, una muestra en solucion de
ThcDA purificada fue sometida a un analisis por espectrometria de masas aplicando un
método lineal entre 3-90 kDa y utilizando el Protein std Il de Bruker como estandares
para la calibracion. El espectro revelé un pico mayoritario con un valor m/z de
21192,059 que corresponde con la masa teorica de His-TbCDA (21334,2 Da) y un pico
de m/z 42568,411 cuya fragmentacion correspondia a TbCDA, sugiriendo la presencia

de una estructura cuaternaria dimérica de la proteina en solucién (Fig. D5).

Sin embargo, no pudieron identificarse estados oligoméricos mayores
probablemente debido a que las interacciones entre las diferentes subunidades son de
naturaleza iénica de modo que estructuras triméricas o tetraméricas podrian haber sido

inestables tras la ionizacion y por tanto indetectables.

Para confirmar de manera definitiva si la conformacion nativa de TbCDA es
dimérica o tetramérica se llevd a cabo una cromatografia de exclusion molecular o
filtracion en gel empleando una columna Superdex™ — 200 10/300 GL y se determin6
en primer lugar el volumen de elucién de los estandares de peso molecular conocido

(Sigma-Aldrich) y posteriormente el de la proteina purificada.
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La masa molecular estimada de la citidina desaminasa de T. brucei en base a su
secuencia es de 19,17 kDa y sin embargo la cromatografia de exclusibn molecular
reveld la presencia de un pico mayoritario correspondiente a 77,7 kDa indicando que
TbhCDA pertenece a la clase homotetramérica dentro de la familia de las CDAs lo cual
ademas concuerda con lo observado en la secuencia de aminoacidos ya que las CDAs
tetraméricas se coordinan con el i6n zinc mediante tres cisteinas, como es el caso de
ThCDA, HsCDA o BsCDA; mientras que las CDAs diméricas como ECCDA o AtCDA,
se coordinan con el ion zinc mediante una histidina y 2 cisteinas (Fig. D1) (Betts, Xiang
et al. 1994, Johansson, Mejlhede et al. 2002, Johansson, Neuhard et al. 2004, Micozzi,
Pucciarelli et al. 2010).
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Figura D5. Espectro de masas para la determinacién de la conformacion nativa de
TbCDA. El espectro revela la presencia de un pico mayoritario con un valor m/z de 21192,059
que corresponde con la masa teérica de His-TbCDA y un pico de m/z 42568,411 que sugiere

que la estructura de ThCDA en solucién es un dimero.
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D.1.5. Caracterizacion cinética de ThCDA

La determinacién de los parametros cinéticos de TbCDA se realizo
espectrofotométricamente mediante la monitorizacion del descenso de la absorbancia
que se produce cuando el anillo de Cyt se desamina a Ura (Vincenzetti, Cambi et al.
1996).

La enzima sigue una cinética de Michaelis-Menten (Fig. D6) de modo que a partir
de los valores de ADO/min obtenidos experimentalmente y mediante un ajuste de
regresion no lineal de los datos a la ecuacién de Michaelis, se obtuvieron los pardmetros
cinéticos Ky Yy Vmax para los sustratos ensayados: Ctd, dCtd y 5-Met-dCtd (cuya
desaminacion genera dThd). Posteriormente se llevo a cabo el calculo de la constante
catalitica (kcar) a partir de los valores de Vmax para poder obtener el valor de la constante
de especificidad (kca/Km) (Tabla D3). La Tabla D4 refleja los parametros cinéticos
publicados para las CDAs de diversos organismos, siendo estos del mismo orden de
magnitud que los obtenidos para la de T. brucei. La enzima no mostré actividad frente a
dCMP ni dCTP.

TbCDA
Km Vmax I(cat kcat/ Km Vmax/
M) | (@mol-min®mg?) | (min?) | @Mtmin?) | Ky
. 52,3 + 745,6 +
Desoxicitidina 45 34,9+0,8 17.6 14,3 0,67
et 199,5 26904 +
Citidina £9.0 126,1 + 3,4 72,0 13,5 0,63
5-metil-2°- 245 + 1256 +
desoxicitidina 3,3 5902 4.8 51 0,24

Tabla D3. Paradmetros cinéticos para distintos sustratos de ThCDA determinados

espectrofotométricamente a 282nm.
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HsCDA AtCDA EcCDA BsCDA
Km Vmax Vmax/ Km Vmax Vmax/ Km Vmax Vmax/ Km Vmax Vmax
Km Km Km

Desoxicitidina | 39 | 455 | 1,17 75 49 0,65 60 | 444 7,4 236 | 230

Citidina 39 1683 | 1,75 150 [ 595 | 0,39 | 110 | 147 | 1,33 | 216 | 184

Tabla D4. Parametros cinéticos publicados para diferentes CDAs. Los valores de K, se
expresan en uM. Los valores de V. Se expresan en umol-min'l-mg'l. Consultar referencia
(Vincenzetti, Cambi et al. 1996) para HSCDA, (Vincenzetti, Cambi et al. 1999) para
AtCDA y EcCDA y (Johansson, Neuhard et al. 2004) para BsCDA.
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Figura D6. Representaciones de Michaelis-Menten para los distintos sustratos ensayados
frente a TbCDA. (A) Citidina (Ctd), (B) desoxicitidina (dCtd) y (C) 5-metil-2’-desoxicitidina
(5-Met-dCtd).
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La 5-Met-dCtd es el sustrato frente al que la enzima mostr6 la mayor afinidad,
obteniéndose valores de Ky, del mismo orden que para HSCDA (Zauri, Berridge et al.
2015), seguido por dCtd y Ctd, mientras que los valores de Vmax Siguen el orden
contrario siendo mas eficiente para la Ctd seguido por dCtd y 5-Met-dCtd. Los valores
de Kcat/Km sSOn muy similares para Ctd y dCtd y algo menores para 5-Met-dCtd que
probablemente en condiciones fisiolégicas no es el principal sustrato para ToCDA.

D.1.6. Papel de TbCDA y ThdUTPasa en la provision de dUMP para la
sintesis de dTMP en T. brucei

D.1.6.1. La deficiencia de TbCDA puede ser contrarrestada mediante la

adicion de altas concentraciones de nucleosidos pirimidinicos

Como ya se ha mencionado en la introduccion, T. brucei expresa una Gnica TK1 y
es una enzima esencial cuya inhibicion provoca una importante reduccion de los niveles
de dTTP (Valente, Timm et al. 2016). El papel esencial de la enzima no reside en el
salvamento de dThd, sino en la fosforilacion de dUrd para la sintesis de dUMP (Leija,
Rijo-Ferreira et al. 2016, Valente, Timm et al. 2016). Un interrogante que se plantea
como consecuencia de esta observacion es cual la procedencia de la dUrd y la

contribucién de ThTK al pool total de dUMP intracelular.

Para comprobar si TOCDA juega un papel esencial en la provision de dUrd y en la
sintesis de dUMP, se llevd a cabo la reduccion de los niveles de enzima en
tripomastigotes sanguineos de T. brucei, mediante la técnica de interferencia mediada
por ARN (RNAI). Para tal fin, un fragmento de 392 bp de la secuencia codificante del
gen ThCDA fue amplificado por PCR y clonado en orientaciones opuestas y separadas
por una secuencia de DNA denominada stuffer, en el vector pGR19. Esta secuencia
stuffer de DNA es la responsable de la formacion de un ARN con estructura tallo-lazo.
El sistema es inducible mediante la adicion de tetraciclina o alguno de sus derivados
(como la doxiciclina) al medio, ya que el promotor que regula la transcripcion se

encuentra reprimido por el represor de tetraciclina. La Figura D7A muestra el limitado
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efecto de este sistema sobre la proliferacién de la linea RNAI obtenida (Tb BF CDA-
RNAI), confirmandose por western-blot que los niveles de expresion de ThCDA no

estaban siendo eficientemente reducidos (Fig. D7B).
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Figura D7. Efecto del primer RNAI frente a TOCDA sobre la proliferacion de T. brucei in
vitro. (A) Curva de crecimiento de las lineas parental (Tb BF) y RNAI frente a ToCDA (Tb BF
CDA-RNAI) con o sin doxiciclinca (+/- DOX) (1 pg/ml). (B) Seguimiento de los niveles de
ThCDA por western-blot a partir de extractos de Tb BF CDA-RNAIi +/-DOX y de Tb BF en
cada uno de los puntos de la curva de crecimiento. En cada carril se cargaron 5x10° parasitos.
Se emplearon los anticuerpos anti-ThCDA (1:500) y anti-B-tubulina (1:5000) como control de

carga.

A la vista de los resultados se decidio llevar a cabo la construccion de un segundo
sistema de RNAI. Para esta construccion se emple6 una region de 489 bp que
comprendia el final de la secuencia codificante de ThCDA vy el principio de la 3’ UTR a
menudo implicada en la estabilizacion y en la regulacion del splicing y la traduccion del
ARNmM (Clayton 2019). En este caso se observo un fenotipo estable de pérdida de
viabilidad de aproximadamente un 40% respecto a la linea parental (Fig. D8A) en
medio HMI-9 libre de pirimidinas, asi como un silenciamiento eficiente de la proteina
mediante western-blot (Fig. D8B). Posteriormente, con la intencion de determinar si
efectivamente TbCDA juega un papel relevante en la provision de dUMP, via
formacién de dUrd que posteriormente sera fosforilada por TbTK, se decidid

complementar el medio con distintas concentraciones de dThd o dUrd. En ambos casos
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se produjo una reversion del fenotipo restaurandose el crecimiento a niveles similares a
los de la linea parental manteniéndose la eficiencia del RNAI (Fig. D8C-F).
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Figura D8. Efecto del segundo RNAI frente a TbCDA sobre la proliferacién de T. brucei in
vitro y efecto de la complementacion con diferentes nucleésidos. (A) Curvas de crecimiento
de las lineas parental (Tb BF) y RNAI frente a ToCDA (Th BF CDA-RNAI) con o sin
doxiciclinca (+/- DOX) (1 pg/ml) en medio HMI-9 sin pirimidinas suplementado con un 10%
de SBF. (B) Seguimiento de los niveles de ThCDA y ThdUTPasa por western-blot a partir de
extractos de Tb BF CDA-RNAI +/-DOX y de Th BF en cada uno de los puntos de la curva de
crecimiento. (C-D) Curvas de crecimiento de Tb BF y Tb BF CDA-RNAI en medio HMI-9 sin
pirimidinas suplementando con un 10% de FBS y en presencia de diferentes concentraciones de
(C) timidina (dThd) o (D) desoxiuridina (dUrd). (E-F) Western-blot que demuestra que la
reduccion de los niveles de ThCDA se mantuvo estable durante la complementacion con dThd o
dUrd. En cada carril se cargaron 5x10° parasitos. Se emplearon los anticuerpos anti-ThCDA
(1:500), anti-ThdUTPasa (1:75000) y, como control de carga, anti-B-tubulina (1:5000).

D.1.6.2. La dUTPasa de T. brucei no juega un papel relevante en la sintesis de
dUMP

T. brucei posee una dUTPasa dimérica, una enzima esencial que cataliza la
hidrolisis del dUTP o dUDP para generar dUMP. Las lineas de tripomastigotes
sanguineos KO para la dUTPasa (Th BF DUT-KO) son auxotrofas para dThd (Fig.
D9A) (Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2013) y por ello se ha propuesto un papel
dual para la enzima. Por una parte, estaria implicada en la provision de dUMP para la
sintesis de dTMP y por otra, seria la encargada de mantener un correcto balance
dUTP/dTTP para controlar la incorporacion de Ura en el ADN (Castillo-Acosta,
Estevez et al. 2008) (Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2013).

El papel esencial de TbCDA en la sintesis de dUrd y dUMP plantea una serie de
incdgnitas en relacion a cudl seria el papel que juega la ThdUTPasa en la sintesis de
timidilato. Es evidente que la presencia de dUTPasa no es suficiente para contrarrestar
la ausencia de TbhCDA, Para analizar esta aparente contradiccion, como primera
aproximacion, se decidid comprobar si la expresion de la TbdUTPasa aumenta para
compensar la reduccién de los niveles de ThCDA, al estar afectada la sintesis de dUMP
a través de la fosforilacion de dUrd. Sin embargo, la figura D8B muestra que no existe
alteracion en los niveles de ThdUTPasa tras la induccion del RNAI frente a ThCDA,

sugiriendo que es posible que esta enzima no esté implicada en la generacién de dUMP.
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Adicionalmente, si el papel esencial de la ThdUTPasa esta relacionado con la
sintesis de dUMP, la sobreexpresion de la DCTD humana en la linea Tb BF DUT-KO
deberia restaurar el crecimiento de forma similar a lo que ocurre con la dThd al generar
directamente el dUMP para la sintesis de timidilato. La linea Tb BF DUT-KO
disponible en el laboratorio fue transfectada con la construccion pGRV23b + DCTD
que permite la sobreexpresién de la DCTD humana tras induccion con doxiciclina. Sin
embargo, como se observa en la figura D9B, las células que expresan la DCTD humana
mueren rapidamente al igual que ocurre con la linea Tbh BF DUT-KO en ausencia de
dThd. Un analisis mediante inmunofluorescencia reveld que la localizacion de la DCTD
humana expresada ectopicamente en T. brucei es citos6lica (Fig. D3E). Todas estas
observaciones unidas al hecho de que TbCDA es esencial, apoyan la nocion de que el
papel principal de la TbdUTPasa y lo que justificaria su caracter esencial, es la retirada
del exceso de dUTP para evitar su incorporacion masiva al ADN. De tener un papel en
la provision de dUMP para la sintesis de dTMP, seria minoritario y no esencial. Por
consiguiente, la linea Th BF DUT-KO es auxotrofa para dThd porque la expansion del
pool intracelular de dThd contribuiria a generar niveles elevados de dTTP
contribuyendo asi a normalizar el ratio dUTP/dTTP y evitando la incorporacion
excesiva del dUTP en el ADN, evento que es altamente citotoxico (Castillo-Acosta,
Estevez et al. 2008).
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Figura D9. Expresion de la DCTD humana en la linea KO para la TbdUTPasa. (A) Curva
de crecimiento de la linea parental (Tb BF) y de Tb BF DUT-KO en presencia de timidina
(dThd) 600 UM o 5-metil-2’-desoxicitidina (5-Met-dCtd) 2 mM en HMI-9 sin pirimidinas
suplementado con un 10% de SBF. (B) Curva de crecimiento de Tb BF DUT-KO en presencia o
ausencia de dThd 600 uM asi como de la linea Th BF DUT-KO que expresa de manera ectopica
la DCTD humana. (C-D) El analisis por western-blot demuestra que la linea Tb BF DUT-KO
no expresa la ThdUTPasa y que las células expresan la DCTD humana tras la adicién de
doxiciclina 1 pg/ml al medio. Se emplearon los anticuerpos anti-ThdUTPasa (1:75000), anti-
DCTD (1:1000) y anti-p-tubulina (1:5000). Se cargaron 5x10° parésitos en cada carril. (E)
Localizacion subcelular de la DCTD humana expresada ectpicamente en tripomastigotes

sanguineos de T. brucei analizados por inmunofluorescencia. Se emplearon los anticuerpos anti-
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DCTD policlonal y secundario anti-lgG monoclonal conjugado con el fluorocromo Alexa
Fluor® 488. Las mitocondrias se marcaron con MitoTracker Red CMXRos y los nlcleos y
kinetoplastos con DAPI. Las imagenes fueron tomadas en un microscopio Olympus IX81 y
deconvolucionadas con el software Huygens Essential (versién 3.3; Scientific Volume
Imaging). Las imagenes se analizaron con el software FiJi/ImageJ. Barra, 10 um.

TbhCDA es capaz de desaminar eficientemente el sustrato 5-Met-dCtd (Tabla D4),
siendo el producto de esta reaccion la dThd, de modo que si la linea Tb BF DUT-KO es
auxétrofa para dThd, la suplementacion con 5-Met-dCtd en medio libre de otras
pirimidinas deberia ser suficiente para mantener el crecimiento in vitro. Efectivamente,
tal y como se muestra en la figura D9A, tripomastigotes sanguineos KO para la
ThdUTPasa crecen de forma similar con 5-Met-dCtd 2 mM y dThd 600 uM. Esta
observacion confirma que ThCDA es capaz de desaminar andlogos de nucleosidos en T.
brucei y que juega un papel esencial en la sintesis de dTMP.

D.1.7. Localizacién intracelular de ToCDA

En organismos eucariotas la localizacion intracelular de CDA varia. HSCDA
presenta una localizacion  fundamentalmente  nuclear, determinada  por
inmunofluorescencia en diversos tipos celulares (The Human protein Atlas (Uhlen,
Fagerberg et al. 2015)) (Somasekaram, Jarmuz et al. 1999), habiéndose incluso
establecido que los primeros 27 aminoacidos de su secuencia contienen una sefial de
localizacion nuclear constituida por 2 secuencias de aminoacidos basicos separados por
una region espaciadora (KRPACTLKPECVQQLLVCSQEAKK) (Somasekaram,
Jarmuz et al. 1999). En otros organismos es exclusivamente citosolica como ocurre con
la CDA de A. thaliana o Glycine max (Chen, Herde et al. 2016), pasando por
organismos como el molusco Haliotis diversicolor supertexta, donde la proteina se
localiza mayoritariamente en el citosol aunque una pequefia proporcién se concentraria
en el ndcleo (Wu, Wu et al. 2009).

El analisis de la localizacion subcelular de ThCDA se llevd a cabo tanto en

parasitos sanguineos (Fig. D10B) como prociclicos (Fig. D10A) de T. brucei, mediante
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inmunofluorescencia indirecta empleando un anticuerpo policlonal anti-ThCDA
generado en el laboratorio. En ambos casos se confirmé que la localizacion de la
proteina es mitocondrial, tanto para las lineas parentales como para las lineas que
sobreexpresan ThCDA. Ademas, se generd una linea de tripomastigotes prociclicos que
sobreexpresan TOhCDA fusionada a c-myc en su extremo C-terminal, confirmandose por
microscopia de fluorescencia empleando un anticuerpo monoclonal anti-c-myc, que la
proteina se localiza en la mitocondria del parésito (Fig. D10A). Esta observacion
constituye la primera descripcién de un ortélogo mitocondrial de HsSCDA implicado en
la ruta de salvamento de pirimidinas. El analisis de colocalizacion fue llevado a cabo a
partir de las sefiales del MitoTracker y del Alexa Fluor® 488, obteniéndose una
colocalizacién positiva con un coeficiente de Pearson de 0,9 + 0,024 para la linea que
sobreexpresa y 0,85 + 0,063 para la linea parental.
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Figura D10. Localizacién intracelular de TbCDA. Inmunofluorescencia mostrando la
localizacién de ThCDA en (A) tripomastigotes prociclicos (Tb PF) y formas prociclicas que
sobreexpresan ThCDA (Th PF CDA-OE) o ThCDA fusionada a c-myc (Th PF CDA-c-myc) y
(B) tripomastigotes sanguineos (Tb BF) y formas sanguineas que sobreexpresan TbCDA (Tb BF
CDA-OE). Se emplearon los anticuerpos anti-ThCDA policlonal y un secundario anti-lgG
monoclonal conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor® 488. Las mitocondrias se marcaron
con MitoTracker Red CMXRos y los nucleos y Kinetoplastos con DAPI. Las imagenes fueron
obtenidas en un microscopio Olympus 1X81 y deconvolucionadas con el software Huygens
Essential (version 3.3; Scientific Volume Imaging). Las imagenes se analizaron con el software

FiJi/Imagel. Barra, 10 pm.
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La figura D11A-D demuestra que la sobreexpresion de ThCDA es estable a lo largo del

tiempo y que la intensidad de fluorescencia es claramente superior en las células

inducidas tras la adicion de DOX al medio. Asi mismo, el analisis mediante western-

blot evidencia que los niveles de expresién de TbCDA en la forma prociclica del

parésito son dos veces superiores respecto a la forma sanguinea (Fig. D11E-F).
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Figura D11. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia y los niveles de expresion de

TbCDA. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en las lineas parentales y los mutantes
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que sobreexpresan ThCDA en (A) las formas prociclicas y (B) las formas sanguineas del
pardsito. Las cajas representan los rangos intercuartil (R1Q) y los bigotes representan los valores
maximos y minimos. (C) Western-blot a partir de extractos de Tb PFy Tb PF CDA-OE + DOX
y (D) Tb BF y Tb BF CDA-OE + DOX que muestran que la sobreexpresién de ThCDA es
estable a lo largo de 8 dias tras la adicion de DOX (1 pg/ml). (E) Western-blot representativo
de los niveles de expresion de ThCDA en Tb BF y Th PF. En cada carril se cargaron 5x10°
parasitos. Se emplearon los anticuerpos anti-TbhCDA (1:500) y anti-p-tubulina (1:5000) como
control de carga. (F) Cuantificacién del western-blot que muestra los niveles de expresion de
ThCDA en Th BF y Tb PF. Las barras de error muestran la desviacion estandar de 3 réplicas
bioldgicas. Tanto la cuantificacion del western-blot como la de la fluorescencia se realizaron

empleando el software FiJi/lmageJ.

D.2. CARACTERIZACION DE UNA CITIDINA DESAMINASA-
LIKE EN Trypanosoma brucei (TbCDA-like)

D.2.1. ldentificacidon de una citidina desaminasa-like de funcion desconocida

en T. brucei

Con el fin de identificar y caracterizar otras potenciales citidina desaminasas
presentes en T. brucei, se realizd6 una busqueda en la base de datos TriTrypDB
Kinetoplastid Informatics Resources y se identificd una proteina putativa identificada
como “A distinct subfamily of CDD/CDA-like deaminases” (TbCDA-like)
(Th927.10.8850) cuya secuencia consta de 585 aminoacidos y una masa molecular
estimada de 65,89 kDa. La proteina se caracteriza por presentar en la region C-terminal
de la secuencia un domino CDA del tipo Cys-X-Glu-Xp4.36-Pro-Cys-X-X-Cys
constituido en T. brucei por las cisteinas Cys483, Cys524 y Cys527, asi como el residuo
de acido glutamico Glu485 y la prolina Pro523. Asi mismo, la regién N-terminal
contiene un domino de dedos de zinc catalogado como motivo CCCH no convencional
del tipo Cys-Xs-Cys-Xs-Cys-Xs-His (Kramer, Kimblin et al. 2010) y este motivo podria
sugerir que TbCDA-like puede actuar sobre acidos nucleicos. En la secuencia de T.

brucei las cisteinas son Cys210, Cys216 y Cys222 y la histidina His226.
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El ortélogo de esta proteina presente en Leishmania major Friedlin
(LmjF36.5940) se ha postulado como el representante de un nuevo grupo que constituye
una rama divergente dentro del clado de las proteinas tipo CDA en el que se incluye la
proteina ThCDA-like de T. brucei y que estd presente en organismos eucariotas tales
como kinetoplastidos, algas clorofitas, estramenopilos (Stramenopiles) o heterocontos
(Heterokonta) y alveolados como Perkinsus marinus, sin que se hayan identificado por
el momento ort6logos en mamiferos (lyer, Zhang et al. 2011).

Posteriormente se realizd una busqueda en la base de datos de familias de
proteinas Pfam (The protein families database) (Mistry, Chuguransky et al. 2021),
partiendo de la secuencia de T. brucei, con el objetivo de estudiar en mayor profundidad
la familia a la que pertenece esta ThCDA-like. Dicha busqueda confirmd que esta
familia esta incluida dentro de la superfamilia de las CDASs y que esta constituida por 94
secuencias de proteinas distribuidas entre organismos eucariotas como se ha indicado
anteriormente. Todas ellas contienen un dominio CDA anotado como LmjF365940-
deam en referencia a la proteina de L. major como representante del grupo. Asi mismo
se identifican 4 grupos de arquitecturas de dominios (Fig. D12), en uno de los cuales se
incluyen 21 secuencias entre las que se encuentran las proteinas de kinetoplastidos que
se caracterizan por presentar un dominio tipo C3H1 de dedos de zinc ademéas de una
insercion de un motivo tipo C2C2 dentro del dominio desaminasa (lyer, Zhang et al.
2011).

W Globisporangium ultimum (strain ATCC 200006 / CBS 805.95 /
B — DAOM BR144) (Pythium ultimum)
()= Leishmania major
(i)~ Trypanosoma brucei brucei (strain 927/4 GUTat10.1)

3 — PK iTyraSer-Thig) KD channel )

Symbiodinium microadriaticum (Zooxanthella microadriatica) - policistina-2

D

E Symbiodinium microadriaticum (Zooxanthella microadriatica) - etanolamina fosfato citidiliitransferasa
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Figura D12. Arquitecturas de dominios incluidas dentro del grupo de las CDA-like
representadas por la proteina de L. major (LmjF36.5940). El analisis de la ThCDA-like de
T. brucei realizado empleando la base de datos Pfam revel6 la existencia de 4 arquitecturas de
dominios dentro de esta familia de desaminasas-like. (A) Arquitectura constituida por 50
secuencias de proteinas representadas por una proteina no caracterizada de Globisporangium
ultimum (UniProtKB-K3X7R0). (B) Arquitectura constituida por 21 secuencias pertenecientes
principalmente a kinetoplastidos que se caracterizan por presentar un dominio C3H1 de dedos
de zinc ademas de una insercién de un motivo tipo C2C2 dentro del dominio desaminasa. En
este grupo encontramos la CDA-like de T. brucei (Th927.10.8850/ UniProtkKB-Q38A89) y
L. major (LmjF36.5940/ UniProtKB-Q4Q0G6). (C) Grupo constituido Unicamente por la
policistina-2 de Symbiodinium microadriaticum (UniProtKB-A0A1Q9E3B0). (D) Grupo
constituido Unicamente por la etanolamina-fosfato citidililtransferasa de S. microadriaticum
(UniProtKB-AOA1Q9E3H3). En verde se resalta el dominio CDA anotado como LmjF365940-
deam en referencia a la CDA-like de L. major. En rojo se resalta el dominio protein kinasa
(tirosina y serina/treonina kinasa). En azul se resalta el dominio PKD (Polycystin cation
channel). En amarillo se resalta el dominio citidililtransferasa-like (CTP transferasa-like). Los
bordes serrados hacen referencia a dominios que no estdn completamente conservados en el
extremo N-terminal, C-terminal o ambos. También se destacan en color gris regiones
identificadas como “desordenados” en Pfam y en color azul claro regiones de baja complejidad.

Esta figura se ha creado con la herramienta “Generate domain images” de Pfam.

Se emplearon 10 secuencias de proteinas CDA-like de kinetoplastidos para hacer
un alineamiento utilizando la herramienta ClustalOmega (Goujon, McWilliam et al.
2010); (Sievers, Wilm et al. 2011); (McWilliam, Li et al. 2013) que fue posteriormente

visualizado en JalView con el esquema de colores de Clustal (Fig. D13).

En el alineamiento se observa como el dominio CDA estd perfectamente
conservado en todas las secuencias analizadas. Asi mismo, el dominio de dedos de zinc
CCCH o C3H1 no se observa en el alineamiento para Leishmania infantum. Es
interesante resaltar los residuos Cys424, Cys426, Cys461 y Cys46 (numeracion de T.
brucei) que podrian constituir la insercion C2C2 que mencionan lyer et al. como un
dominio con capacidad para quelar zinc. Los residuos Cys130, Cys134, Cys143,
Cys145 e His149 se disponen de manera que recuerda a un dominio de zinc finger sin
llegar a serlo y podria ser el motivo por el que lyer et al. sugieren que las CDA-like de

Kinetoplastidos presentan mas de un dominio CCCH en su secuencia.
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Figura D13. Alineamiento de los ortdlogos de citidina desaminasa like de kinetopléstidos
incluyendo Trypanosoma brucei. El alineamiento se realizo utilizando ClustalOmega y fue
posteriormente visualizado en JalView. Los aminoécidos que forman el nlcleo del dominio
desaminasa estan destacados con triangulos, los residuos del dominio CCCH de dedos de zinc
estan indicados con cuadrados y las cisteinas que podrian constituir el dominio C2C2 que se
coordinaria con zinc estan marcadas con circulos. Strigomonas culicis (UniProtKB — S9TLDA4),
Leptomonas pyrrhocoris (UniProtKB — AOAOM9G3M3), Leishmania braziliensis (UniProtKB
— A4HQB?2), Leishmania major (UniProtKB — Q4Q0G6), Leishmania infantum (UniProtKB —
A41EQ7), Trypanosoma brucei (UniProtkKB — Q38A89), Trypanosoma theileri (UniProtkKB —
AOALXONLMS), Trypanosoma cruzi Dm28c (UniProtkKB — V5B3J9), Trypanosoma conorhini
(UniProtkB — A0A422Q7Q1), Trypanosoma rangeli SC588 (UniProtKB — AOA061J7V9).

Tal y como se observa en el alineamiento, la secuencia esta muy conservada en
kinetoplastidos, especialmente el extremo C-terminal donde se encuentra el dominio

desaminasa.

D.2.2. Purificacion de ThCDA-like recombinante

Para la purificacion de TbCDA-like recombinante se abordaron diferentes
estrategias. En primer lugar, se transformo la cepa E. coli BL21(DE3) con el plasmido
pPGRAS (Tabla C7) que permite la expresion de TbCDA-like fusionada a 6 histidinas en
su extremo N-terminal. Para la induccion de la expresion se empled IPTG 1mM vy se
testaron diferentes tiempos y temperaturas observandose en todos los casos una

completa ausencia de ThCDA-like en la fraccion soluble (Fig. D14).

A continuacion, se procedido a expresar His-ThCDA-like en las cepas E. coli
BL21(DE3) pLysS, E. coli BL21 Codon Plus (DE3)-RIL y E. coli BL21 Codon Plus
(DE3)-RP pero nuevamente, no fue posible obtener proteina en la fraccion soluble.
Finalmente, se opt6 por expresar His-ThCDA-like en la cepa E. coli Artic Express
(DE3) que se caracteriza por expresar las chaperonas Cpnl0 y Cpn60 de Oleispira
antarctica. En este caso, si obtuvo proteina en la fraccidn soluble pero en cantidades

insuficientes como para llevar a cabo el proceso de purificacion (Fig. D14).
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A His-ThbCDA-like en E. coli BL21(DE3)
Fraccion soluble Fraccion insoluble
control 37°C 5h 16°C o/n control  37°C 5h 16°C o/n

97,1kDa
66,2kDa

45kDa

31kDa
21,5kDa
145kDa

B His-TbCDA-like en E. coli Artic Express His-TbCDA-like en E. coli Artic Express
Fraccién soluble Fraccién insoluble

Artic Express(1) Artic Express(2) Artic Express(3)
control 13°C 24h control 13°C 24h control 13°C 24h

Artic Express(1) Artic Express(2) Artic Express(3)
control 13°C 24h control 13°C 24h control 13°C 24h

e~ 97,1 kDa—
66,2 kDa___

66,2 kDa —— 2
45KDa___

45 kDa

31 kDa 31 kDa_—

Figura D14. Geles representativos de la expresion de His-TbCDA-like en E. coli
BL21(DE3) y E. coli Artic Express (DE3). (A) SDS-PAGE en el que se muestra la expresion
de His-TbCDA-like en la fraccion soluble e insoluble de E. coli BL21(DE3) tras inducir su
expresion con IPTG 1 mM durante 5 horas a 37°C o durante toda la noche a 16°C. Se muestran
los carriles control procedentes del cultivo al que no se adciono IPTG. (B) SDS-PAGE en los
que se muestra la expresion de His-ThCDA-like en la fraccion soluble e insoluble de 3 colonias
diferentes de E. coli Artic Express (DE3) tras inducir su expresion con IPTG 1mM durante 24
horas a 13°C. Se muestran los carriles control procedentes del cultivo al que no se adciono
IPTG. Las flechas en rojo sefialan la altura a la que debe aparecer la banda correspondiente a
His-ThCDA-like (68 kDa). o/n: overnight.
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A la vista de los resultados obtenidos, se decidié cambiar la estrategia para tratar
de aumentar la cantidad de proteina presente en la fraccion soluble. Concretamente, se
generd una construccion para expresar TOCDA-like fusionada a MBP (Maltose Binding
Protein) en el extremo N-terminal y dicha proteina se expreso en E. coli BL21(DE3).
En este caso, si se aprecia una banda del tamafio correspondiente a ThCDA-like en la
fraccion soluble pero de nuevo la cantidad de proteina era insuficiente (Fig. D15).

MBP-TbCDA-like en E. coli BL21(DE3)

Control 379C 5h
F.insol _F.sol 37°C 5h 16°C o/n insol
97,1 kDa— - ¢
66,2kDa____ R
45 kDa — ' =t
[
b — o

Figura D15. Gel representativo de la expresibn de MBP-TbCDA-like en E. coli
BL21(DE3). SDS-PAGE en el que se muestra la expresion de MBP-ThCDA-like en la fraccion
soluble e insoluble de E. coli BL21(DEJ) tras inducir su expresiéon con IPTG 1 mM durante 5
horas a 37°C o durante toda la noche a 16°C. Se muestran los carriles control procedentes de un
cultivo al que no se adiciond IPTG. La flecha en rojo sefialan la altura a la que debe aparecer la
banda correspondiente a MBP-TbCDA-like (109,5 kDa). o/n (overnight) F. insol (fraccién

insoluble), F. sol (fraccion soluble).

En cambio, la expresion de MBP-TbCDA-like en E. coli Artic Express (DE3) si
nos permitid obtener una mayor cantidad de proteina en la fraccion soluble. Sin
embargo, el rendimiento del proceso de purificacion resulté ser muy bajo. Este hecho
asi como las dificultades obtenidas para intentar eliminar las chaperonas inherentes a la
cepa E. coli ArticExpress (DE3), nos llevd a expresar MBP-TbCDA-like en E. coli K12
TB1. En esta Gltima cepa los resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos con
E. coli ArticExpress (DE3) (Fig. D16) lo que hizo practicamente imposible el disefio de

ensayos de actividad con proteina recombinante.
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A MBP-TbCDA-like en E. coli Artic Express B
Purificacion MBP-TbCDA-like
Control 13°C 24h E. coli Artic EXpress
F. insol F. sol F. sol F. insol
97,1 kD
— — 1 KD —
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Figura D16. Geles representativos de la expresion de MBP-TbCDA-like en diferentes
cepas de E. coli y del resultado de la purificacion. (A) SDS-PAGE en el que se muestra la
expresion de MBP-TbCDA-like en la fraccidon soluble e insoluble de E. coli Artic Express
(DE3J) tras inducir su expresion con IPTG 1 mM durante 24 horas a 13°C. Se muestran los
carriles control procedentes del cultivo al que no se adcion6 IPTG. (B) SDS-PAGE
representativo de los diferentes intentos de purificacién de MBP-TbCDA-like a partir de E. coli
Artic Express (DE3) mediante el empleo de una resina de amilosa. (C) SDS-PAGE en el que se
muestra la expresion de MBP-TbCDA-like en la fraccidn soluble e insoluble de E. coli K12
TBL1 tras inducir su expresion con IPTG 1mM durante toda la noche a 16°C. Se muestran los
carriles control procedentes del cultivo al que no se adcioné IPTG. (D) SDS-PAGE
representativo de los diferentes intentos de purificacién de MBP-TbCDA-like a partir de E. coli
K12 TB1 mediante el empleo de una resina de amilosa.Las flechas en rojo sefialan la altura a la
que debe aparecer la banda correspondiente a MBP-TbCDA-like (109,5 kDa). o/n (overnight) F.
insol (fraccion insoluble), F. sol (fraccién soluble).
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D.2.3. Papel de TbCDA-like en la viabilidad celular de T. brucei

D.2.3.1. La deficiencia y la sobreexpresion de TbCDA-like afectan a la tasa
de proliferacion de T. brucei

Con el objetivo de determinar si ThCDA-like es una enzima esencial, se
estudiaron los efectos tanto de la deficiencia como la sobreexpresion de la misma sobre
la proliferacion de T. brucei. En el primer caso, se emplearon dos RNAI diferentes para
cuyo disefio se amplificaron 518 bp de la region N-terminal de la secuencia codificante
del gen TbCDA-like y 517 bp de la region C-terminal, respectivamente. Dichos
fragmentos se clonaron en orientaciones opuestas separados mediante la secuencia
stuffer de ADN en el vector pGRAL19 para posteriormente transfectar los
tripomastigotes prociclicos de T. brucei. En el caso de la sobreexpresion, la forma
prociclica del parésito fue transfectada con una copia inducible del gen ThCDA-like
fusionada en el extremo N-terminal con el epitopo c-myc. Ambos sistemas son
inducibles por DOX puesto que el promotor que regula la transcripcion se encuentra
reprimido por el represor de tetraciclina. La figura D17A demuestra como el RNAI
dirigido frente a la region C-terminal presenta un importante fenotipo de pérdida de
viabilidad con un descenso en el crecimiento de hasta un 80% respecto a la linea
parental que, sin embargo, no esta acompariado de la correspondiente reduccion de los
niveles de expresion de ThCDA-like tal y como se demuestra mediante western-blot
(Fig. D17C). Asi mismo el RNAI disefiado frente a la region N-terminal de la proteina
es claramente leaky y presenta un fenotipo algo mas moderado con un crecimiento de
aproximadamente el 60% respecto a la linea parental (Fig. D17B), confirmandose la
eficiente reduccion de los niveles de ThCDA-like mediante western-blot (Fig. D17D).
Por otra parte, la figura D17E pone de manifiesto el efecto dramatico que tiene la
induccion de la sobreexpresion de TbCDA-like. Concretamente, la induccion con DOX
causa una pérdida de viabilidad de hasta un 90% respecto a la linea no inducida y la
parental. Es necesario destacar como disminuye la sobreexpresion de la proteina tras 6

dias de induccién lo que va acompafiado de una reversion del fenotipo de pérdida de
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viabilidad hasta el punto de igualarse el crecimiento con la linea parental a los 12-14
dias (Fig. D17E-F).
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Figura D17. Curvas de crecimiento del RNAIi y la sobreexpresion de TbCDA-like en
tripomastigotes prociclicos de T. brucei. (A) Curva de crecimiento de la linea parental (Tb PF)
y del primer y (B) segundo RNAI frente a TbhCDA-like (Tb PF CDA-like-RNAI) con o sin
doxiciclina (+/- DOX) (1 pg/ml). (C) Seguimiento de los niveles de ThCDA-like mediante
Western-blot a partir de extractos de Tb PF y Th PF CDA-like-RNAi £DOX (primer RNAI).

(D) Western blot que demuestra la eficiente reduccion de los niveles de TbCDA-like tras la

induccion mediante la adicion de DOX (1 pg/ml) del segundo RNAI. Se emplearon extractos de
Tb PF y Th PF CDA-like-RNAi £DOX (segundo RNAI). (E) Curva de crecimiento de Th PF y
de la linea que sobreexpresa ThCDA-like (Tb PF CDA-like-OE) con o sin DOX (1 ug/ml). (F)

Western-blot que demuestra cdmo la sobreexpresion de ThCDA-like disminuye a partir del dia
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6 de la curva. En cada carril se cargaron 5x10° paréasitos. Se emplearon los anticuerpos anti-
TbCDA-like (1:2500) y como control de carga anti-p-tubulina (1:5000).

Dado que la técnica de RNAI no permite silenciar la expresion de la proteina por
completo, nos propusimos obtener lineas celulares de tripomastigotes sanguineos y
prociclicos KO para TbCDA-like mediante doble reemplazamiento alélico. Para ello, se
emplearon dos cassettes con los genes de resistencia a higromicina y blasticidina,
flanqueados por unos 450 bp de las UTRs situadas en 5’ y 3’ respecto del gen ThCDA-
like para que tenga lugar la recombinacion. La seleccion de los transfectantes se lleva a
cabo mediante la adicién de higromicina o blasticidina al medio. En el caso de los
tripomastigotes prociclicos, la obtencion de la linea celular sKO en la que se reemplaz6
uno de los alelos por el gen de resistencia a higromicina fue posible y se observé un
fenotipo de pérdida de viabilidad del 20% respecto a la linea parental (Fig. D18B).
Igualmente, en las formas sanguineas también se consiguid reemplazar con éxito el
primer alelo del gen ThCDA-like y en este caso se observé una pérdida de viabilidad de
aproximadamente el 40% respecto a la linea parental (Fig. D18A). Tras varios intentos
para reemplazar el segundo alelo por el gen de resistencia a blasticidina, no fue posible
obtener la linea dKO ni en las formas prociclicas ni en las sanguineas, sugiriendo que se
trata de una enzima esencial en ambos casos. Posteriormente se intentd obtener el dKO
en una linea de tripomastigotes prociclicos sKO para ThCDA-like que expresaba una
copia ectopica inducible de la misma. Sin embargo, tampoco fue posible obtener el dKO
probablemente porque la sobreexpresion de TbCDA-like es muy tdxica para la célula.
De hecho, en las formas sanguineas de T. brucei no fue posible sobreexpresar la
proteina ni en la linea parental ni en la linea sKO para ToCDA-like. La figura D15C-D
muestra como la expresion de TbCDA-like se reduce a la mitad en las lineas sKO de

tripomastigotes sanguineos y prociclicos.
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Figura D18. Curvas de crecimiento de las lineas sKO para TbCDA-like en tripomastigotes
sanguineos y prociclicos. Curvas de crecimiento de las lineas parentales (Tb BF o Tb PF) y
single KO (skKO) en (A) tripomastigotes sanguineos (Tb BF CDA-like-sKO) o (B)
tripomastigotes prociclicos (Tb PF CDA-like-sKO). (C) Western-blot que demuestra la
reduccidn de los niveles de expresion de ThCDA-like en la linea Th BF CDA-like-sKO respecto
a la linea parental Th BF. (D) Western-blot que muestra los reducidos niveles de expresion de
ThCDA-like en Th PF CDA-like-sKO respecto a la linea parental Tb PF. En cada carril se
cargaron 5x10° parésitos. Se emplearon los anticuerpos anti-TbCDA-like (1:2500) y como

control de carga anti-B-tubulina (1:5000).

Los datos presentados sugieren que ThCDA-like es una enzima esencial tanto en
formas sanguineas como prociclicas. Asi mismo, se trataria de una enzima cuyos niveles
de expresion estan sometidos a un exhaustivo control puesto que tanto la deficiencia
como la sobreexpresion afectan a la proliferacion. Es de destacar que no se han descrito
ortdlogos de esta proteina en mamiferos lo que la convierte en una potencial diana

farmacoldgica.

14
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D.2.3.2. TbCDA-like juega un papel importante en la progresion del ciclo
celular de las formas prociclicas de T. brucei

Dado el fenotipo de pérdida de viabilidad observado tanto en la linea RNAi como
en la que sobreexpresa ThCDA-like en los tripomastigotes prociclicos de T. brucei, se
analiz6 la progresion del ciclo celular mediante citometria de flujo (FACS,
fluorescence-activated cell sorting) con el fin de esclarecer el mecanismo implicado. En
primer lugar, se llevo a cabo el anlisis sobre la linea Tb PF CDA-like-OE tras 2, 4y 6
dias de induccion de la sobreexpresién mediante la adiciébn de DOX al medio. Los
parésitos fijados se marcaron con yoduro de propidio de manera que tras 2 dias de
sobreexpresion ya se observa una gran acumulacion de células en fase sub-G1 (del 0%
al 35,6%; p<0,001) acompafiado de una drastica bajada del nimero de celulas en fase
G1 (del 46,06% al 15,34%; p<0,001), figura D19A. Estos resultados parecen indicar la
presencia de dafio y fragmentacion en el ADN. De hecho, si observamos la progresion
del ciclo durante los 6 dias de induccion de la sobreexpresion de TbCDA-like (Fig.
D19B) vy los histogramas de cada linea (Fig. D19D), podemos concluir que el fenotipo
observado a los dias 2 y 4 de sobreexpresion de TbCDA-like se corresponde con un
ciclo celular aberrante, mientras que a partir del dia 6 los parasitos dejan de
sobreexpresar la proteina y empiezan a crecer con normalidad y a presentar un ciclo
celular normal. También se observa un ligero descenso de células en fase G2/M (del
24,05% al 18%; p<0,05) y una discreta acumulacion en post-G2/M (del 0% al 5,56%;
p<0,05).

Para corroborar las observaciones realizadas mediante la técnica de FACS y
profundizar en el andlisis de la morfologia e integridad del ADN del ndcleo y el
Kinetoplasto, se recurrié a una tincion con DAPI tras 2 dias de induccion de la
sobreexpresion de ThCDA-like. En este caso se observo un significativo descenso en las
poblaciones IN1K (del 54,79% al 26,95%; p<0,001) y IN1K* (del 29,38% al 9,48%;
p<0,001), como cabria esperar ya que se corresponden con células que se encuentran en
la fase G1, acompafiado de una destacada acumulacién de células ON1K (del 0% al
25,60%; p<0,001) llamadas zoides y que son el resultado de la progresion de la
citoquinesis en ausencia de mitosis y se incluyen en la poblacién sub-G1. Resulta
también llamativa la acumulacion de células XNXK (del 0% al 13,30%; p<0,001)

donde se engloban aquellas que presentan un numero anormal de ndGcleos y
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kinetoplastos entre las que encontramos algunas con varios nucleos concatenados, o

bien con nucleos con un aspecto laxo que parecen dividirse pero sin llegar a separarse,

asi como nucleos cuyo aspecto parece fragmentado (Fig. D19C,E). Finalmente, también

es resefiable la aparicion de poblaciones IN*1K (2,66%) donde el nicleo comienza a

dividirse sin que lo haya hecho primero el kinetoplasto, IN*1K* (2,55%) donde el

ndcleo comienza a dividirse sin que el kinetoplasto haya finalizado su division y INOK

(2,37%) que es el resultado de la progresion de la mitosis sin que haya tenido lugar la

segregacion del kinetoplasto.
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Figura D19. Alteracion de la progresion del ciclo celular en respuesta a la sobreexpresion
de TbCDA-like en formas prociclicas de T. brucei. (A) Grafica que recoge los diferentes
porcentajes de células en las distintas fases del ciclo celular (Sub-G1, G1, S, G2/M y post-
G2/M) tras 2 dias de induccidn de la sobreexpresion y posterior tincién con yoduro de propidio
y analisis por citometria de flujo (FACS). Los datos corresponden a la media (xSD) de 3
experimentos independientes. (B) Progresion del ciclo celular por FACS a los 2, 4 y 6 dias de
induccion de la sobreexpresion de TbCDA-like. Los datos corresponden a la media de 3
experimentos independientes. (C) Cuantificacion de los nacleos (N) y kinetoplastos (K) tras 2
dias de induccion de la sobreexpresion y posterior tincion con DAPI y visualizacién mediante
microscopia de fluorescencia. Los asteriscos indican ndcleos o kinetoplastos que estan en
division. Los datos corresponden a la media (xSD) de aproximadamente 300 células
procedentes de 3 experimentos independientes. (D) Histogramas que ilustran el perfil del ciclo
celular en la linea parental (Tb PF) y en la linea que sobreexpresa ThCDA-like sin DOX y con
DOX (OE +DOX) a los 2,4 y 6 dias de induccidn. (E) Imagenes representativas obtenidas con el
microscopio de fluorescencia Zeiss Axio Imager Al tras la tincion con DAPI y que se
corresponden con las diferentes poblaciones recogidas en (C). Los asteriscos representan
diferencias significativas calculadas mediante el analisis de las varianzas (ANOVA). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

Asi mismo, se empled la linea Tb PF CDA-like-RNAI para estudiar la progresion
del ciclo celular tras 2,4 y 6 dias de induccion del RNAI. En este caso no se observaron
cambios significativos mas alla de una ligera bajada en G1 respecto a la linea parental
(del 50,23% al 44,68%; p<0,05) tras 6 dias de induccion (Fig. D20B). De nuevo en este
caso se complementé el estudio del ciclo celular por FACS con tincion con DAPI a los
2 y 6 dias de induccién del RNAI observandose tal y como muestra la figura D20C-D
una bajada en el porcentaje de células IN1K (del 56,707% al 46,10%; p<0,05) y la
aparicion de poblaciones de células ON1K o zoides (2,13% a los 2 dias y 1,67% a los 6
dias de induccion), INOK (0,57% tras 2 dias de induccion), 2N1K (0,41% tras 2 dias y
1,04% tras 6 dias de induccién), asi como una serie de poblaciones XNXK de células
con distribucion anormal de nucleos y kinetoplastos (3,28% y 1,67% a los 2 y 6 dias de

induccion respectivamente).
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Figura D20. Alteracion de la progresion del ciclo celular en la linea RNAI frente a
TbCDA-like en formas prociclicas de T. brucei. (A) Progresion del ciclo celular por FACS a

los 2, 4 y 6 dias de induccion del RNAI frente a TbCDA-like. Los datos corresponden a la
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media de 3 experimentos independientes. (B) Gréficas que recogen los diferentes porcentajes de
celulas en las distintas fases del ciclo celular (Sub-G1, G1, S, G2/M vy post-G2/M) tras tincion
con yoduro de propido y andlisis por citometria de flujo (FACS) a los 2 y 6 dias de induccion
del RNAi frente a ThCDA-like. Los datos corresponden a la media (£SD) de 3 experimentos
independentes. (C) Cuantificacion de los nucleos (N) y kinetoplastos (K) mediante tincion con
DAPI tras 2 y 6 dias de induccion del RNAI y visualizacion mediante microscopia de
fluorescencia. Los asteriscos indican nucleos o kinetoplastos que estan en division. Los datos
corresponden a la media (£SD) de aproximadamente 300 células procedentes de 3 experimentos
independientes. (D) Imagenes representativas obtenidas con el microscopio de fluorescencia
Zeiss Axio Imager Al tras tincion con DAPI y que se corresponden con las diferentes
poblaciones recogidas en (C). Los asteriscos representan diferencias significativas calculadas
mediante el andlisis de las varianzas (ANOVA). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

D.2.3.3. Implicacion de TbCDA-like en la integridad genomica de T. brucei

Tras la identificacion de perturbaciones en la progresion del ciclo celular, se
analizé si la sobreexpresion o la deficiencia de ThCDA-like producen dafio en el ADN.
Cuando se produce algun tipo de dafio en el ADN como las roturas de doble cadena, se
produce la activacion de la reparacion en respuesta al dafio, siendo uno de los primeros
eventos que tienen lugar en Trypanosoma spp., la fosforilacion de la histona H2A en la
posicion Thr130 (identificada como YH2A) que estd implicada en la cascada de
sefializacion en respuesta al dafio en ADN vy el arresto del ciclo celular. Asi pues, la
cuantificacion de los foci de YH2A en el nticleo ha sido descrita como un marcador de
reparacion del ADN (Glover y Horn 2012).

Concretamente, para analizar si la pérdida de viabilidad de las lineas Tbh PF CDA-
like-RNAI y Th PF CDA-like-OE esta relacionada con el dafio en ADN, se realiz6 una
inmunofluorescencia empleando un anticuerpo policlonal anti-yH2A y anti-lgG de
conejo como anticuerpo secundario, a los 2 y 4 dias de induccion del RNAI o la
sobreexpresion de TbCDA-like. Tras la cuantificacion de entre 250 y 300 células por
linea y condicién, podemos concluir que la sobreexpresion de TbCDA-like produce un
aumento significativo del numero de células que presentan foci de yH2A tanto a los 2
(32,86% mas que la linea parental; p<0,05) (Fig. D21A) como a los 4 dias (32,49% mas
que la linea parental; p<0,001) (Fig. D21B) de induccién. Ademas, dentro de la
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poblacién de células positivas para yH2A, se produce un aumento considerable de la
proporcién de células con todo el nicleo marcado si lo comparamos con la linea
parental (Fig. D21C-D). En el caso del RNAI, el aumento del nimero de células en
cuyo nucleo se observan foci de yYH2A es discreto aunque no significativo, tanto a los 2
dias (6,70% mas que la linea parental; p>0,05) como a los 4 dias (10,40% mas que la
linea parental; p>0,05) e igualmente va acompafiado de un ligero aumento de la
proporcién de células cuyo nlcleo se encuentra marcado por completo tras 2 dias de

induccion.
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Figura D21. Respuesta al dafio en ADN mediada por YH2A en formas prociclicas RNAi o
gue sobreexpresan ThCDA-like. (A-B) La figura muestra el porcentaje de células positivas
para YH2A tanto en la linea parental (Tb PF) como en la sobreexpresion (Th PF CDA-like-OE
+DOX) y el RNAI (Th PF CDA-like-RNAIi £DOX) para ThCDA-like tras 2 (A) y 4 dias (B) de
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inducciéon con DOX 1ug/ml. Los datos se corresponden con la media (xSD) de 3 réplicas
independientes. (C-D) Distribucion del porcentaje de células que presentan 1 focus, >1 foci 6
todo el nucleo marcado para YH2A tras 2 (C) y 4 dias (D) de induccion con DOX 1ug/ml. (E)
Inmunofluorescencia que muestra imagenes representativas de nlcleos con marcaje positivo
para YH2A con 1 focus, >1 foci ¢ todo el nlcleo. Las Imagenes fueron obtenidas con el
microscopio de fluorescencia Zeiss Axio Imager Al tras tincion con DAPI y marcaje con un
anticuerpo policlonal anti- yH2A (1:500). Los asteriscos representan diferencias significativas
calculadas mediante el andlisis de las varianzas (ANOVA). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

D.2.4. Papel de ThCDA-like en el metabolismo de nucleétidos y el perfil
metabolomico de T. brucei

D.2.4.1. La deficiencia de TbCDA-like altera el perfil metabolomico de
T. brucei

Con la intencién de determinar el posible papel de ThoCDA-like en el metabolismo
de nucledtidos, asi como obtener indicios acerca de su papel biologico a nivel global en
el parasito, se llevd a cabo un andlisis del perfil metabolémico en la linea celular Tb PF
CDA-like-RNAI en la que la proteina presenta unos niveles de expresion reducidos. Asi
pues, mediante espectrometria de masas se identificaron 565 metabolitos diferentes de
los cuales un total de 109 se encuentran significativamente alterados cuando
comparamos la linea RNAI tras 6 dias de induccion con DOX con respecto a la linea
parental. Esta cifra se reduce cuando comparamos la misma linea con células sin inducir
con DOX, de manera que en este caso Unicamente 27 metabolitos se encuentran
significativamente afectados. Muy probablemente esto se deba al hecho de que la linea
Tb PF CDA-like-RNAI es leaky y existe expresion constitutiva del RNAI en ausencia de
doxiciclina. Dentro de estos 27 metabolitos afectados cabe destacar los metabolitos
relacionados con el metabolismo de nucleétidos, algunos de los cuales se encuentran
incrementados como el Hyp (2 veces), orotato (2,26 veces), CMP (2,8 veces), Cyt (1,42
veces) y citidina-5’-difosfocolina (1,5 veces). Por el contrario, los niveles de 2’-

desoxiadenosina se encontraban reducidos 1,4 veces (Fig. D22A).
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Si se analizan en detalle los 109 metabolitos que se alteran respecto a la linea
parental, de nuevo observamos acumulacion de algunos relacionados con el
metabolismo de nucledtidos de pirimidina (orotato (1,93 veces), CMP (3,84 veces) y
Cyt (1,58 veces)) y una pequefia bajada del dCMP (1,3 veces). Asi mismo se observa
alteraciones en algunos metabolitos implicados en el metabolismo de aminoacidos
como la treonina, el glutamato, el aspartato, la histidina o la arginina (Fig. D22B-C),
siendo muy Ilamativa también la modificacion generalizada de los niveles de y—glutamil
aminodcidos, produciéndose una acumulacion de la mayoria de ellos (Fig. D22D).
Inicialmente se pensaba que los y—glutamil amino4cidos eran la forma en que los
aminoacidos se transportaban a través de las membranas celulares y que eran
sintetizados por accion de la y-glutamil transpeptidasa (GGT) que actuaria transfiriendo
el grupo y-glutamilo desde el glutation a los diferentes aminoacidos (Griffith, Bridges et
al. 1979, Bridges y Meister 1985). La GGT, que se encuentra anclada a la membrana de
la célula, se postuldo como la principal enzima implicada en un sistema de transporte de
aminoacidos conocido como el ciclo del y-glutamilo que comienza con la sintesis del
glutatién. Sin embargo, a dia de hoy esta teoria se considera erronea por diversos
motivos (Bachhawat y Yadav 2018, Hanigan 2014).

En linea con lo expuesto anteriormente, los datos del presente estudio
metabolomico muestran una clara alteracion de los y-glutamil aminoécidos mientras que
los metabolitos implicados en el metabolismo del glutatién no se modifican a excepcién

de una acumulacion del glutation reducido (GSH) y el oftalmato.
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Figura D22. Principales metabolitos alterados a consecuencia de la deficiencia de TbCDA-
like. La linea parental (Tb PF) y la linea Th PF CDA-like-RNA. se cultivaron en medio SDM-
79 y la expresion del RNAI se indujo mediante la adicion de DOX al medio (1 pug/ml). Tras 6

dias de induccion se recogieron las células y se congelaron inmediatamente en nitrégeno

liquido. Los perfiles metabolomicos se determinaron mediante espectrometria de masas. (A)

Expresion relativa de los principales metabolitos alterados en la linea Tb PF CDA-like-RNAI

tras induccion con DOX en comparacion con la misma linea sin inducir. (B) Metabolitos

implicados en el metabolismo de pirimidinas que se alteran significativamente en la linea Th PF
CDA-like-RNAI +DOX respecto a la linea Th PF. (C) Principales metabolitos implicados en el



Resultados | 138

metabolismo de aminoacidos y del glutation que se alteran en la linea Th PF CDA-like-RNAI
+DOX respecto a la linea Th PF. (D) Alteracion del perfil de y-glutamil aminoécidos en la linea
Th PF CDA-like-RNAi +DOX respecto a la linea Th PF. Las barras de error representan la
desviacion estandar (£SD) de 4 réplicas biol6gicas independientes. El analisis estadistico se
realiz6 mediante el test de Welch (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Resulta también significativa la acumulacion de diversas clases de lipidos en la
linea Tbh PF CDA-like-RNA. tras 6 dias de induccion con DOX tales como los acidos
grasos de cadena larga, acidos grasos poliinsaturados, acidos grasos ramificados,
fosfolipidos, lisofosfolipidos, plasmaldgenos y lisoplasmalégenos (Fig. D23). Los
procesos apoptéticos y de estrés se han asociado a un incremento en la sintesis
citosolica de lipidos (Taketo y Sonoshita 2002, Boren y Brindle 2012), de modo que
dicho aumento podria ser debido a que la deficiencia de ThCDA-like produce un
fenotipo de citotoxicidad que altera de forma generalizada el metabolismo de la célula.

2 Tb PF CDA-like-RNAi +DOX
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Figura D23. La deficiencia de TbCDA-like altera el perfil lipidico en la forma prociclica de
T. brucei. La linea parental (Tb PF) y la linea Th PF CDA-like-RNAI se cultivaron en medio
SDM-79 y la expresion del RNAI se indujo mediante la adicion de DOX al medio (1 pg/ml).
Tras 6 dias de induccion se recogieron las células y se congelaron inmediatamente en nitrégeno
liquido. Los perfiles metabolomicos se determinaron mediante espectrometria de masas. El
grafico muestra la expresion relativa de distintas clases de lipidos en la linea RNAI para
ThCDA-like (Th PF CDA-like-RNAIi +DOX) en comparacion con la linea parental (Tb PF). Las
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barras de error representan la desviacion estandar (xSD) de 4 réplicas bioldgicas
independientes. Las cajas representan los rangos intercuartil (R1Q) y los bigotes representan los

valores maximos y minimos.

D.2.4.2. La deficiencia de TbCDA-like no puede ser compensada mediante la
adicion de nucleosidos o bases de pirimidina

A la vista de los resultados obtenidos en el estudio de metabolomica donde
observamos una clara acumulacion de CMP (~4 veces) en la linea RNAI para ThCDA-
like con respecto a la linea parental, decidimos analizar si la adicion al medio de
diversas pirimidinas producia el rescate del fenotipo observado ante la deficiencia de
ThCDA-like. Los parasitos se cultivaron en medio estandar SDM-79 asi como en medio
SDM-79 al que se adiciono dThd (0,6 mM), dUrd (1 mM), Urd (1 mM) o Ura (0,1
mM). En el caso de dThd se empled una concentracion suficientemente elevada como
para que tenga lugar su transporte por difusion pasiva puesto que las formas prociclicas
carecen de transportadores para dThd (Gudin, Quashie et al. 2006). La Urd es
transportada a traves de TbU2 mientras que el transporte de Ura tiene lugar mediante
TbU1. Se emplearon concentraciones de 1 mM (Urd) y 0,1 mM (Ura) en concordancia
con los datos publicados para dichos transportadores y para a su vez evitar la inhibicion
del crecimiento que tiene lugar por encima de dichos valores (Gudin, Quashie et al.
2006); (Ong, Sienkiewicz et al. 2013). Finalmente, en el caso de la dUrd se empled una
concentracion elevada y no fisiolégica como para que tenga lugar su difusion a través de

la membrana de la célula.

En caso de que TbCDA-like tuviera actividad desaminasa sobre citosina o alguno
de sus derivados, la deficiencia de la misma podria ser compensada por Ura, dado que
éste entraria directamente a la ruta de metabolismo de pirimidinas via UPRT para
generar UMP, metabolito central de la ruta y a partir del cual se obtienen todos los
demas nucledtidos de pirimidina. Asi mismo, la suplementacion con dUrd conduce a la
obtencién de dUMP via fosforilacion mediada por TK para dar finalmente dTMP por
accion de la DHFR-TS. La suplementacion con dThd generaria directamente dTMP tras
ser fosforilada por TK mientras que la suplementacion con Urd podria compensar una
hipotética actividad desaminasa de ThCDA-like sobre Ctd (Fig. D24).
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Figura D24. Esquema del metabolismo de pirimidinas en T. brucei destacando el papel de
los diferentes nucledsidos y bases adicionados al medio. La figura muestra un esquema
simplificado del metabolismo de pirimidinas en T. brucei resaltando el papel de las bases y
nucletésidos que se adicionaron al medio para tratar de revertir el fenotipo del RNAI frente a
ThCDA-like. ElI Ura entraria directamente a la ruta via UPRT para generar UMP. La
suplementacion con dUrd conduce a la obtencién de dUMP via fosforilacion mediada por TK
para dar finalmente dTMP por accién de la DHFR-TS. La suplementacion con dThd generaria
directamente dTMP tras ser fosforilada por TK. La suplementacién con Urd podria compensar

una hipotética actividad desaminasa de ThCDA-like sobre Ctd.

A pesar de que la desaminacion de Ctd y dCtd es funcion de TbCDA tal y como
se ha descrito previamente en el apartado D.1, este hecho no implica que ToCDA-like
no pueda presentar alguna actividad sobre dichos sustratos actuando por ejemplo en otro
compartimento de la célula, dado que TbCDA es una enzima exclusivamente
mitocondrial (Fig. D10).
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Figura D25. Efecto de la complementacion de diferentes nucle6sidos y bases de pirimidina
sobre el RNAIi para ThCDA-like. (A) Curva de crecimiento de las lineas parental (Tb PF) y
RNAI frente a ThCDA-like (Tb PF CDA-like-RNAI) con doxiciclinca (+DOX) (1 pg/ml) en
medio SDM-79 sin pirimidinas suplementado con un 10% de SBF en presencia de diferentes
concentraciones de timidina (dThd), uracilo (Ura), desoxiuridina (dUrd) o uridina (Urd). (B)
Western-blot que muestra el silenciamiento efectivo de ThCDA-like durante la curva. En cada
carril se cargaron 5x10° parésitos. Se emplearon los anticuerpos anti-ThCDA-like (1:2500) y

anti-p-tubulina (1:5000), siendo este ultimo el empleado como control de carga.

Tras analizar el crecimiento de la linea celular de T. brucei (forma prociclica) que
expresa un RNAI frente a TbCDA-like, asi como de la linea parental durante 10 dias en
medio SDM-79 suplementado con 10% de SBF en presencia o ausencia de las
concentraciones anteriormente mencionadas de dThd, Urd, dUrd 6 Ura (Fig. D25),
observamos que en ninguno de los casos se produjo una reversion del fenotipo de

pérdida de viabilidad.
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D.2.4.3. Variaciones en los niveles de expresion de TbCDA-like alteran el
perfil de ribonucleotidos

Teniendo en cuenta la evidente acumulacion de CMP observada en la linea RNAI
para ThCDA-like tras induccion con DOX durante 6 dias, los resultados parecen indicar
que TbhCDA-like podria jugar algin papel en el metabolismo de pirimidinas en T.
brucei. Por este motivo, decidimos llevar a cabo un estudio del perfil de ribonucleotidos
(rNTPs) mediante cromatografia de intercambio i6nico tanto en la linea parental Tb PF,
como en las lineas sKO, RNAi y OE para ThCDA-like.

Los resultados revelaron que tras dos dias de tratamiento con DOX, en la linea
Tb PF CDA-like-RNAI se produce una discreta acumulacion de CTP que se acompafia
de una reduccion del pool de UTP (Fig. D26). Por el contrario, el tratamiento con DOX
también durante dos dias en la linea Tb PF CDA-like-OE, produjo una significativa
reduccion del pool de CTP acompafiada de una destacada acumulacién de UTP (Fig.
D26). Los resultados en la linea Th PF CDA-like-sKO tnicamente revelaron una ligera
bajada en los niveles de UTP respecto a la linea parental en concordancia con lo
observado en el RNA. (Fig. D26). Asi pues, todo parece indicar que ThCDA-like estaria
de alguna forma implicada en la desaminacion de CTP o alguno de los derivados de Ctd
puesto que por el momento no se ha descrito ninguna enzima con actividad desaminasa
sobre el CTP sino especificamente sobre el dCTP (Li, Xu et al. 2003, Johansson, Fano
et al. 2005).
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Figura D26. La sobreexpresion y el RNAI frente a TbCDA-like alteran el perfil de
ribonucle6tidos en T. brucei. (A) La grafica muestra el nivel de los diferentes ribonucleétidos
trifosfato en la linea parental (Tb PF) y las lineas RNAI (Tb PF CDA-like-RNAI), OE (Tb PF
CDA-like-OE) y sKO (Tb PF CDA-like-sKO) frente a ThCDA-like. Los extractos se recogieron
tras 2 dias de induccion de la sobreexpresion o el RNAI con DOX 1ug/mL y las mediciones se
realizaron mediante cromatografia de intercambio i6nico. Los datos se corresponden con la
media (£SD) de 3 réplicas independientes. (B) Detalle de los niveles de CTP y UTP en las
diferentes lineas. Mientras que la linea Th PF CDA-like-OE +DOX muestra un significativo
descenso en los niveles de CTP que se acompafian de una acumulacion de UTP, en la linea Th
PF CDA-like-RNAIi +DOX se produce una significativa bajada del UTP asi como una discreta
acumulacion del CTP. Los asteriscos indican las diferencias significativas respecto a la linea Th
PF calculadas mediante el analisis de las varianzas (ANOVA) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Es también llamativo el hecho de que en la linea Tb PF CDA-like-OE tratada con
DOX durante dos dias se produce una cierta acumulacién de ATP, acompafiada de la
aparicion en el cromatograma de un pico que no se observa ni en la linea parental ni en

la linea OE control sin DOX. Asi mismo tampoco se observa en la linea Th PF CDA-
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like-RNAi +DOX. Podria tratarse de algun rNTP no canonico de ATP tal como el 2-
0x0-ATP (Fig. D27F).
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Figura D27. Cromatogramas representativos del perfil de ribonucle6tidos de diferentes
lineas de T. brucei. La imagen muestra los cromatogramas de las lineas Tb PF (A), Th PF
CDA-like-sKO (B), Tb PF CDA-like-RNAi —-DOX (C) Tb PF CDA-like-RNAi +DOX (D), Tb
PF CDA-like-OE -DOX (E) y Tb PF CDA-like-OE +DOX (F). Se observa como el pico del
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CTP es més alto respecto al del UTP en la linea Tb PF CDA-like-RNAi +DOX en comparacion
con el resto. Por otra parte, en el cromatograma correspondiente a Tb PF CDA-like-OE +DOX,
desaparece el pico correspondiente al CTP y aparece un pico marcado con un signo de

interrogacion (?) que no aparece en el resto de cromatogramas.

D.2.5. Localizacién intracelular de TbCDA-like e implicacion en el
metabolismo de ARN

D.2.5.1. Localizacion intracelular de ThCDA-like

En células humanas, existen Unicamente dos desaminasas que actuan sobre
derivados de Cyt que son la HSCDA y la dCMP desaminasa o DCTD, mientras que
carecen de otras desaminasas como la CoDA o la dCTP desaminasa. En cuanto a la
localizacion intracelular, en el caso de HSCDA se ha determinado como
fundamentalmente nuclear (The human protein atlas (Uhlen, Fagerberg et al. 2015,
Somasekaram, Jarmuz et al. 1999), mientras que la DCTD parece estar ampliamente
distribuida entre el nucleo y el citoplasma celular (The human protein atlas (Uhlen,
Fagerberg et al. 2015)). Como se ha detallado anteriormente en el apartado D.1.7., la
CDA de T. brucei posee una localizacion exclusivamente mitocondrial. Con la intencién
de determinar la localizacion de TbCDA-like, se generaron dos lineas knock-in (KI) que
expresan la proteina fusionada en su extremo N o C terminal a 6 0 12 c-mycs
respectivamente en el locus endogeno. Dichas lineas se utilizaron para llevar a cabo
estudios de inmunofluorescencia de acuerdo con lo descrito en el apartado C.2.4.3.
empleandose un anticuerpo monoclonal anti-c-myc como anticuerpo primario y anti-

IgG de raton como secundario.
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Figura D28. Localizacion de TbCDA-like en lineas knock-in. La imagen muestra la
localizacién citosélica de ThCDA-like en una linea knock-in (K1) para ThbCDA-like fusionada a
6 c-mycs en el extremo N-terminal (Th PF N-ter KI) (fila central) y una linea KI para TOhCDA-
like fusionada a 12 c-mycs en el extremo C-terminal (Tb PF C-ter KI) (fila inferior). Se emple6
la linea parental (Th PF) como control negativo. Se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-c-myc
y anti-1gG de ratén conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor® 488. La mitocondria se marco
con MitoTracker Red CMXRos y el nucleos y kinetoplasto con DAPI. Las imagenes fueron
recogidas en un microscopio Olympus 1X81 y deconvolucionadas con el software Huygens
Essential (version 3.3; Scientific Volume Imaging). Las imagenes se analizaron con el software

Fiji/lmagel. Barra, 10 um.

La figura D28 muestra la distribucion de TbCDA-like en las lineas KiI
empleandose tripomastigotes prociclicos como control negativo (Fig. D28, fila
superior). Se observa que tanto en la linea Kl en el extremo N-terminal (Fig. D28, fila
central), como en la linea KI en el extremo C-terminal (Fig. D28, fila inferior) la

distribucién de TbCDA-like es claramente citosélica con un patron granular.
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Para confirmar nuestras observaciones, se obtuvo un anticuerpo policlonal frente a
ThCDA-like (Material y métodos C.2.4.1.2.) que se utiliz6 como anticuerpo primario en
estudios de inmunofluorescencia realizados tanto en la linea parental de tripomastigotes
prociclicos como en la linea que sobreexpresa ThCDA-like. La sobreexpresion de
ThCDA-like se indujo dos dias antes mediante la adicion de DOX a una concentracion

de 1 pg/pL al medio de cultivo.

De nuevo observamos que en la linea parental Tb PF (Fig. D29, fila superior)
ThCDA-like se localiza en el citoplasma de T. brucei con una distribucion granular
especialmente concentrada en la periferia nuclear caracteristica de las proteinas de
union a ARN. La sobreexpresion muestra la misma distribucion, pero con mayor

intensidad (Fig. D29, fila inferior).

TbhCDA-like Solapamiento

Tb PF CDA-like-OE

Figura D29. Localizacién de ThCDA-like en tripomastigotes prociclicos de T. brucei. La
imagen muestra la localizacién citos6lica de TbCDA-like en la linea parental (Th PF) (fila
superior) asi como en formas prociclicas que sobreexpresan ThCDA-like (Th PF CDA-like-OE)
sin (fila central) o con (fila inferior) doxiciclina (DOX). La inmunofluorescencia se realizé tras
2 dias de induccién de la sobreexpresion de ThCDA-like con DOX (1 ug/ml). Se utilizé un
anticuerpo policlonal anti-TbCDA-like y monoclonal anti-lgG de conejo conjugado con el
fluorocromo Alexa Fluor® 488. Los nucleos y kinetoplastos se marcaron con DAPI. Las
imagenes fueron obtenidas en un microscopio Olympus 1X81 y deconvolucionadas con el
software Huygens Essential (version 3.3; Scientific Volume Imaging). Las imagenes se

analizaron con el software Fiji/lmageJ. Barra, 10 um.
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D.2.5.2. TbCDA-like presenta actividad de union a ARN

Teniendo en cuenta la presencia de dominios de unién a &cidos nucleicos en la
proteina TOCDA-like, se decidié llevar a cabo un estudio para determinar si la proteina
se une a ARN mediante la técnica de OOPS (Orthogonal Organic Phase Separation)
basada en el método del tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo para la extraccion de
ARN de manera que tras irradiar las células con luz UV a 254 nm, las proteinas unidas a
ARN se localizan en la interfase de la separaciéon (Fig. D30A) (Queiroz, Smith et al.
2019, Urdaneta, Vieira-Vieira et al. 2019).

Empleamos la linea Th PF CDA-like N-ter KI que expresa la proteina fusionada a
6 c-mycs en el extremo N terminal en el locus endogeno. Tras llevar a cabo la
extraccion se realizo un western-blot donde la banda correspondiente a ThCDA-like se
observa en la fase organica tanto de las células control no sometidas a cross-link como
de las células tratadas, si bien en este caso la cantidad de proteina es menor (Fig. D30B-
C). Asi mismo solo se observa la banda correspondiente a TOCDA-like en la interfase

correspondiente a las células irradiadas a 254 nm.

Posteriormente se realizd un tratamiento con RNAsa A y se repitid la extraccion
observandose en este caso que la banda correspondiente a ThCDA-like deja de ser
visible mayoritariamente en la interfase para localizarse de nuevo en la fase organica, lo
que demuestra que realmente ThCDA-like se localizaba en la interfase como

consecuencia de su unioén directa a ARN (Fig. D30D).
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Figura D30. TbCDA-like es una proteina que se une a ARN. (A) Representacién
esquematica de la técnica de OOPS (orthogonal organic phase separation) para identificar
proteinas de union a ARN (RBPs), combinando el cross-link con luz UV con la extraccion de
ARN basada en el método del tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo (adaptado de (Queiroz,
Smith et al. 2019)). (B) Western-blot que demuestra que ThCDA-like se une a ARN empleando
B-tubulina como control negativo en la linea KI para TbCDA-like en el extremo N-terminal (Tb
PF CDA-like N-ter Kl). (C) Cuantificacion de las bandas de fase orgéanica en los western-blot
del OOPS de la linea Th PF CDA-like N-ter Kl y la parental (Tb PF) que muestra que hay una
cantidad de proteina ligeramente inferior en la fase organica sometida a cross-link con luz UV.
Los datos representan la media (£SD) de 3 réplicas independientes. (D) Western-blot en el que
se observa la banda en la interfase que demuestra que ThCDA-like se une a ARN asi como la

aparicion de una banda en fase orgénica cuando se digiere con RNAsa. Se empled la linea Tb PF



Resultados | 150

CDA-like N-ter Kl. Se seleccion6 la B-tubulina como control negativo. (E) Western-blot
resultante de llevar a cabo la técnica de OOPS sobre la linea Th PF donde a pesar de no
observare la banda en la interfase si se hace patente que la intensidad de la banda procedente de
la muestra sometida a irradiacion con luz UV es menor. Se utilizé la B-tubulina como control de
proteina que carece de actividad de union a ARN. La cuantificacion de los western-blot se
realiz6 empleando el software FiJi/lmageJ. Se utilizaron los anticuerpos anti-c-myc (1:5000) y
anti-p-tubulina (1:5000).

También se realizd el mismo experimento empleando la linea parental Th PF de
manera que en este caso y empleando el anticuerpo policlonal anti-TbCDA-like, la
banda correspondiente a ThCDA-like aparece en la fase orgéanica correspondiente a las
células control no irradiadas, asi como en las células sometidas a cross-link
observandose de nuevo menor cantidad de proteina en este caso (Fig. D30C,E). Dada la
baja expresion de TbCDA-like no fue posible visualizar la banda en la interfase de las
celulas tratadas con luz UV (Fig. D30E).

D.2.5.3. TbCDA-like se relocaliza en granulos de estrés tras someter a los

parasitos a condiciones de estrés nutricional

El ajuste de la sintesis de proteinas para adaptarse a las condiciones cambiantes es
crucial para el crecimiento y la supervivencia celular y requiere de mecanismos de
regulacion de la traduccién altamente coordinados, rapidos y especificos. A la hora de
regular la expresion génica resulta fundamental mantener un control preciso del
procesamiento, trafico y degradacion de los ARNm. Estos procesos estan regulados por
proteinas de unién a ARN que se unen al ARNm formando complejos que se organizan
en estructuras denominadas granulos, con implicaciones clave dentro del metabolismo
del ARN. Los 2 tipos de granulos mejor estudiados son los granulos de estrés (SGs) y

los cuerpos de procesamiento (processing bodies, P-bodies).

Mientras que los P-bodies se encuentran de forma constitutiva en las células y
contienen enzimas implicadas en la degradacion de los ARNm (Kruger, Hofweber et al.

2013, Ivanov, Kedersha et al. 2019). Los SGs, en cambio, se forman ante situaciones de
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estrés tales como el choque térmico o el estrés nutricional y contienen componentes de
la maquinaria de iniciacion de la traduccion como los complejos de pre-iniciacion de la
traduccion, subunidades ribosomales pequefias (40S), factores implicados en la
iniciacion de la traduccion como elF4F o elF3, la proteina PABP1 (poly(A) binding
protein 1), etc. (Cassola, De Gaudenzi et al. 2007, Kruger, Hofweber et al. 2013, Fritz,
Vanselow et al. 2015). Los SGs y los P-bodies son estructuras dinamicas que
interaccionan mutuamente y se encuentran en equilibrio con los polisomas (lvanov,
Kedersha et al. 2019), compartiendo algunas de las proteinas que los constituyen como
la helicasa Dhhl (DEAD box RNA helicase), el represor de la traduccién Scd6 o la
exorribonucleasa XRN1 (Kramer, Queiroz et al. 2008, Fritz, Vanselow et al. 2015).

Los tripanosomatidos poseen una amplia variedad de granulos constituidos por
ribonucleoproteinas, lo cual es un posible reflejo de su casi absoluta dependencia de la
regulacion post-transcripcional de la expresion genica (Kruger, Hofweber et al. 2013,
Fritz, Vanselow et al. 2015). Se han descrito al menos cuatro tipos diferentes de
grénulos en este grupo de protozoos parasitos: las estructuras tipo P-bodies (Cassola, De
Gaudenzi et al. 2007, Kramer, Queiroz et al. 2008), los granulos de estres que se forman
en condiciones de estrés nutricional o choque térmico (Cassola, De Gaudenzi et al.
2007, Kramer, Queiroz et al. 2008) y los granulos que se forman en la periferia del
nicleo como consecuencia de la inhibicion del proceso de trans-splicing (Kramer,
Marnef et al. 2012).

Los granulos de ARN en tripanosomatidos no pueden clasificarse estrictamente
como P-bodies 0 SGs dada su composicion proteica, aunque los granulos que se forman
ante situaciones de estrés nutricional contienen numerosas proteinas homologas de las
que se encuentran en los SGs de células de mamifero (Cassola, De Gaudenzi et al.
2007). Los principales componentes de los SGs en kinetoplastidos son: la helicasa
Dhhl, el represor de la traduccion Scd6, la exorribonucleasa XRNA, factores de
iniciacion de la traduccion (elF4E1, 2 y 3) y la proteina de union a ARN DRBD3 entre
otras (Fritz, Vanselow et al. 2015).

Tras observar que ThCDA-like se une a ARN se intentd determinar si TOCDA-
like exhibe algun tipo de funcion relacionada con los SGs. Para ello se llevé a cabo un
estudio de inmunofluorescencia empleando un anticuerpo anti-ThCDA-like, en la linea

parental de tripomastigotes prociclicos tras haberla sometido a condiciones de estrés
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nutricional mediante incubacion en PBS a diferentes tiempos (60, 120 y 180 minutos).
La figura D31 muestra como TbCDA-like se relocaliza en grénulos localizados
principalmente en la periferia del nicleo a todos los tiempos ensayados, mientras que el
control sin someter a estrés (Fig D31A, fila superior) sigue presentando el patrén de
distribucion granular por todo el citoplasma. La relocalizacién observada en las
imégenes de microscopia fue corroborada mediante un andlisis cuantitativo del numero
y area de los granulos de entre 20 y 22 células de cada condicion realizado con el
software Fiji/lmageJ, aplicando un umbral de tamafio de particula de 0,05 pm? que
revelé un aumento significativo del nimero de granulos a todos los tiempos ensayados
(Fig. D31B), asi como una reduccion del area de los grénulos que resultd ser
significativa tras 60, 120 y 180 minutos de tratamiento (Fig. D31C). Por lo tanto,
mientras que en el control sin tratar TOCDA-like esta ampliamente distribuida por todo
el citoplasma formando lo que el software consideraria como un gran granulo o unos
pocos granulos de mayor tamafio, tras someter a las células a estrés nutricional, la
proteina se relocaliza en un mayor numero de granulos de menor tamafio que se

concentran fundamentalmente en la periferia nuclear.
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Figura D31. Evolucion temporal de la formacién de granulos en condiciones de estrés
nutricional en T. brucei. (A) Inmunofluorescencia que muestra la distribucién de TbCDA-like

en condiciones normales (control, fila superior) y tras someter a las células a condiciones de
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ayuno durante 60, 120 o 180 minutos. Se empled un anticuerpo policlonal anti-ThCDA-like y
un anticuerpo monoclonal anti-1gG de conejo conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor® 488.
Los nucleos y kinetoplastos se marcaron con DAPI. (B) Anélisis del nimero de granulos por
célula considerando un &rea minima de 0,05 um® Los datos corresponden a la media de al
menos 19 células por condicion. Las cajas muestran el rango intercuartil y los bigotes los
valores maximos y minimos. (C) Andlisis del area de los granulos por célula considerando un
4rea minima de 0,05 pm?. Los datos corresponden a la media (+SD) de las areas de cada célula
con un total de 19-21 células por condicion. Los analisis estadisticos se realizaron mediante un
test ANOVA (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). Las imagenes se analizaron mediante el

software Fiji/lmageJ.

Para corroborar el resultado obtenido, se decidid realizar el mismo experimento
empleando un anticuerpo anti-c-myc, en la linea Kl en el extremo N-terminal de
TbCDA-like. La figura D32A muestra como de nuevo la proteina se redistribuye en
granulos perinucleares a los tres tiempos ensayados, mientras que el control sin someter
a estrés (Fig D32A, fila superior), sigue presentando el patron de distribucion granular
por todo el citoplasma. Se volvié a realizar un analisis cuantitativo del nimero y area de
los granulos de entre 20 y 22 células de cada condicién aplicando un umbral de tamafio
de particula de 0,05 um?® que en este caso desvelé un aumento significativo del nimero
de granulos a los 60 y 120 minutos (Fig. D32C), asi como una significativa reduccion

del area de los mismos tras 60, 120 y 180 minutos de ayuno (Fig. D32D).
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Figura D32. Evolucion temporal de los granulos en condiciones de estrés nutricional en la
linea K1 en el extremo N-terminal para TbCDA-like. (A) Inmunofluorescencia que muestra
la distribucién de ThCDA-like en la linea KI para ThCDA-like en su extremo N-terminal (Th
PF N-ter KI) condiciones normales (control, fila superior) y tras someter a las células a

condiciones de ayuno durante 60, 120 o 180 minutos. Se emple6 un anticuerpo policlonal anti-
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TbCDA-like y un anticuerpo monoclonal anti-lgG de conejo conjugado con el fluorocromo
Alexa Fluor® 488. Los nucleos y kinetoplastos se marcaron con DAPI. (B) Construccion 3D de
las imagenes de inmunofluorescencia obtenidas tras someter a los parasitos a estrés nutricional
realizado con el mddulo de reconstruccion tridimensional del software Leica Application Suite
X (LAS X). (C) Analisis del numero de granulos por célula considerando un &rea minima de
0,05 um? Los datos corresponden a la media de al menos 20 células por condicion. Las cajas
muestran el rango intercuartil y los bigotes los valores maximos y minimos. (D) Analisis del
4rea de los granulos por célula considerando un &rea minima de 0,05 pum® Los datos
corresponden a la media (+SD) de las areas de cada célula con un total de 20-22 células por
condicion. Los analisis estadisticos se realizaron mediante un test ANOVA (*p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001). Las imagenes se analizaron mediante el software Fiji/lmageJ.

A continuacion, para confirmar si dichas estructuras corresponden
verdaderamente con granulos de estrés, se llevaron a cabo estudios de colocalizacion
con tres proteinas descritas en la literatura como integrantes de los SGs tales como: la
heliacasa DEAD-box de ARN Dhhl (ThDhhl) (Presnyak y Coller 2013), el supresor de
la traduccion Scd6 (ThScd6) (Cristodero, Schimanski et al. 2014) y la proteina de unién
a ARN que participa en la estabilizacion de diversos ARNm, DRBD3 (TbDRBD3)
(Fernandez-Moya, Garcia-Perez et al. 2012). En este caso se sometieron las células a
120 minutos de estrés nutricional y se emplearon como anticuerpos primarios en las
inmunofluorescencias un anticuerpo monoclonal anti-c-myc y el correspondiente
anticuerpo policlonal anti-Dhhl, anti-Scd6é o anti-DRBD3 (cedidos por Mark
Carrington, University of Cambridge y Antonio Estévez, IPBLN-CSIC).
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Control Ayuno (120 min)

TbDRBD3 TbDhh1

TbScd6

TbCDA-like Solapamiento TbCDA-like Solapamiento

Figura D33. Colocalizacién de TbCDA-like con diferentes proteinas presentes en granulos
de estrés (SGs). Imagenes de inmunofluorescencia que muestran la colocalizacion de ToCDA-
like con las proteinas marcadoras de SGs ThDhhl (fila superior), ThDRBD3 (fila central) y
ThScd6 (fila inferior) en condiciones normales y de ayuno (120 minutos) en la linea Kl para
ThCDA-like en el extremo N-terminal. Se utilizaron como anticuerpos primarios un anticuerpo
monoclonal anti-c-myc y el correspondiente anticuerpo policlonal anti-Dhhl, anti-DRBD3 o
anti-Scd6. Como anticuerpos secundarios se emplearon monoclonales anti-1gG de ratén y anti-
IgG de conejo conjugados con el fluorocromo Alexa Fluor® 488. Los nlcleos y kinetoplastos se
marcaron con DAPI. Las imagenes fueron obtenidas en un microscopio Leica DMi8 y
deconvolucionadas con el software Huygens Essential (version 3.3; Scientific Volume

Imaging). Las imagenes se analizaron con el software Fiji/ImageJ.

Tal y como se observa en la figura D33, ThCDA-like colocaliza con Dhhl, Scd6 y
DRBD3 tanto en condiciones normales como tras 2 horas de estrés nutricional,
obteniéndose valores de colocalizacion representados por el coeficiente de Pearson de
alrededor de 0,9 en todos los casos. Asi mismo, tanto el coeficiente M1 de Manders que
indica solapamiento de TbCDA-like sobre TbDhhl, ThScd6 o TbDRBD3, como el
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coeficiente M2, que revela el solapamiento de cada una de dichas proteinas sobre
TbCDA-like, alcanzan valores que rondan el 90% de solapamiento en todos los casos
(Tabla D5).

Control Estrés nutricional
Pearson =SD M1 £SD M2 £SD | Pearson £SD M1 £SD M2 £SD
TbDRBD3 | 0,896 +0,024 | 0,937 +0,036 | 0,925 +0,02 | 0,858 +0,037 | 0,878 +0,046 | 0,823+0,079
TbScdb6 0,870 £0,024 | 0,915 +0,042 | 0,960 +0,01 | 0,860 +0,031 | 0,934 +0,053 | 0,882+0,04
TbDhh1 0,906 +0,045 | 0,954 +0,008 | 0,912+0,07 | 0,888 +0,028 | 0,902 +0,062 | 0,943 £0,024

Tabla D5. Cuantificacion de la colocalizacion entre TOCDA-like y diferentes proteinas
marcadoras de SGs. La tabla muestra los coeficientes de Pearson y Manders (M1, referente al
porcentaje de solapamiento de ThCDA-like sobre cada uno de los marcadores; M2, referente al
porcentaje de solapamiento del correspondiente marcador sobre ThCDA-like). Los datos

corresponden a la media (£SD) de al menos 10 células.

D.2.5.4. Papel de TbCDA-like en la expresion diferencial de genes a nivel

transcriptémico en T. brucei

Ante la evidencia de que TbCDA-like presenta actividad de union a ARN vy se
relocaliza en granulos de estrés tras someter a los parasitos a estrés nutricional, se llevd
a cabo un estudio de secuenciacion de ARN (RNAseq) para determinar si cambios en la
expresion de TbCDA-like conllevan cambios en la expresion de genes a nivel
transcriptomico. Concretamente, se emplearon las lineas Tb PF CDA-like-RNAi y Tb
PF CDA-like-OE tras 2 dias de induccién con DOX para determinar el efecto de la
sobreexpresion y del RNA. frente a ThCDA-like.

En el caso de la linea RNAI, tras comparar los genes diferencialmente expresados
(DEG) tras 2 dias de induccion frente a la linea parental de tripomastigotes prociclicos y
eliminando el efecto de la DOX, se obtuvieron Unicamente 6 DEG (p<0,001) (Fig.
D34A-B) incluyendo ThCDA-like (Th427_100095300). Los otros 5 DEG incluyeron un
producto no especificado que parece tratarse de un ARN no codificante (ncRNA)
(Th427_090073300),
(Th427_000829700:pseudogene), una proteina de choque térmico (Histidina kinasa-
ADN girasa B-HSP90-like ATPasa/ proteina HSP90) (Th427 100116300), una proteina

una proteina hipotética (pseudogen)
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de la familia RHS (retrotransposon hot spot) (Th427_000654700) y una S-
adenosilmetionina sintetasa (Th427_060054000).

Por el contrario, si comparamos la linea parental con la que sobreexpresa TOCDA-
like, obtenemos 2522 DEG (p<0,05) (Fig. D34C), con 1282 genes cuyos niveles de
ARNmM se ven aumentados y 1240 genes en los que ocurre lo contrario. Si eliminamos
los pseudogenes, los genes multicopia, y aquellos en los que las lecturas de las réplicas
no sean homogéneas, los 30 genes mas interesantes cuya expresion a nivel de ARNm
cambia como consecuencia de la sobreexpresion de ThCDA-like son los que aparecen
recogidos en la figura D34D. Dentro de la poblacion de genes con niveles més altos de
ARNmM uno de los que mas cambia es Th427_020025800, que codifica para una
proteina hipotética que podria ser una fosfatasa acida. También resulta muy interesante
destacar Tb427_050028000 que codifica para una reverso transcriptasa (ADN
polimerasa dependiente de ARN)/RNAsa H, haciendo sospechar de nuevo la
implicacion de ThCDA-like con el metabolismo del ARN, aunque sin dejar de lado la
mas que aparente participacion en el metabolismo de nucleotidos puesto que también se
observa acumulacion del ARNm del gen Th427 020032900, un transportador de
nucleosidos, en concreto el transportador 2 de adenosina. Asi mismo, es muy llamativa

la acumulacion del ARNm de diversas VSGs.

Respecto a la poblacion de genes cuya expresion a nivel del ARNm se ve reducida
como consecuencia de la sobreexpresion de TbCDA-like cabe destacar
Th427_080005000, una fosfatasa de acido fosfatidico; Th427 000008200 (ESAG10)
que codifica para un transportador de pteridina/folato; Th427 000020600 (ESAG6) que
codifica para una proteina de union a la transferrina; Th427 090014200 que codifica
para el ARNt de la selenocisteina (tRNAsec) y en linea con el metabolismo de ARN
también se observa reduccion de la expresion de Th427 100008600, la helicasa de
ARN DEAD/DEAH box helicase/Type Il restriction enzyme res subunit/Helicase
conserved C-terminal domain containing protein y Th427 110024600 que codifica para
la proteina Zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type (and similar)/CCCH-type zinc
finger/Helicase conserved C-terminal domain containing, conocida como ZC3H41
(1zhaki-Tavor y Dessau 2020, Singh, Minia et al. 2014) que también actia como
helicasa de ARN y parece estar implicada en la regulacion de los P-bodies (Ooi, Benz et
al. 2020).
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Es también llamativa la reduccién de los niveles de ARNm de dos genes que
codifican para dos proteinas implicadas en la etapa glicosomal de la glucélisis en
Trypanosoma spp., la fosfofructoquinasa (Th427_030033300) y la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (Th427_060047900). Finalmente, cabe destacar la reduccion de
la expresion de Th427_070051200, la inosine-uridine preferring nucledésido hidrolasa.
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Figura D34. La sobreexpresion de TbCDA-like produce una alteracién de la expresién
génica en T. brucei. (A) Volcano plot que muestra los transcritos diferencialmente expresados
tras 2 dias de induccion del RNAI frente a TOCDA-like. Para cada gen se representa el Logl0

ajustado por el P-valor frente al Log2 del fold-change. Los datos representan la media de 3
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réplicas bioldgicas independientes. En azul se representan los genes no expresados
diferencialmente (NDEG) y en rosa los genes expresados diferencialmente (DEG). (B) Gréfica
que muestra los 6 genes cuya expresion se ve reducida (negro) o incrementada (gris) tras 2 dias
de induccién del RNAI. (C) Volcano plot que muestra los transcritos diferencialmente
expresados tras 2 dias de induccién de la sobreexpresién de TbhCDA-like. Para cada gen se
representa el LoglO ajustado por el P-valor frente al Log2 del fold-change. Los datos
representan la media de 3 réplicas bioldgicas independientes. En azul se representan los genes
no expresados diferencialmente (NDEG) y en rosa los genes expresados diferencialmente
(DEG). (D) Grafica que muestra los 30 genes mas destacados cuya expresion se ve reducida
(blanco) o incrementada (negro) tras 2 dias de sobreexpresion de TbCDA-like. SAM: S-
adenosilmetionina, HSP: heat shock protein, RHS: retrotransposon hot spot, VSG: variant
surface glycoprotein, PAP: phosphatidic acid phosphatase, ESAG: expression site-associated
genes, tRNAsec: ARN transferente de la selenocisteina, LRRP: leucine-rich repeat protein,
PFK: fosfofructoquinasa, PAG: procyclin-associated gene, GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa, NH: nucleésido hidrolasa.
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E. DISCUSION

E.1. TbhCDA es una enzima esencial en el metabolismo de

pirimidinas en Trypanosoma brucei

E.1.1. Papel de la mitocondria en el metabolismo de pirimidinas y la
sintesis de dTMP

Una de las caracteristicas distintivas de los protozoos de la clase Kinetoplastea
(Kinetoplastida) es la presencia de una unica mitocondria. En las formas sanguineas del
parasito, que dependen de la glucolisis para la obtencion de energia, la mitocondria se
encuentra escasamente desarrollada; mientras que las formas prociclicas poseen una
mitocondria funcional y estructuralmente mucho méas compleja en la que se lleva a cabo
la fosforilacion oxidativa (Hoffmann, Kaser et al. 2018). Mas alla del metabolismo
energético, la mitocondria tiene un importante papel en el metabolismo de nucledtidos
para el mantenimiento de la integridad genomica del ADN nuclear y mitocondrial, tanto

en T. brucei como en otros organismos eucariotas.

La sintesis de pirimidinas puede tener lugar mediante la sintesis de novo, que
conduce a la obtencion de UMP (Ong, Sienkiewicz et al. 2013); (Ali, Tagoe et al.
2013). Posteriormente tiene lugar la sintesis de dTMP que juega un papel central dentro
del metabolismo de pirimidinas. En células de mamifero la dCMP desaminasa cataliza
la sintesis de dUMP, sustrato para la TS que cataliza la metilacién reductiva del mismo
empleando el 5,10-metilentetrahidrofolato (sintetizado a partir de serina y
tetrahidrofolato por la SHMT) como dador del grupo metilo. Este 5,10-
metilentetrahidrofolato se convierte en dihidrofolato que serd regenerado hasta
tetrahidrofolato por accion de la DHFR (Anderson, Quintero et al. 2011, Wang 2016)
(Fig. E1). Se asume que toda esta secuencia de reacciones tiene lugar en el citoplasma
de la célula, si bien existe una SHMT de localizaciobn mitocondrial (Appling 1991,
Anderson, Quintero et al. 2011) y se ha descrito la presencia de una formade la TSy la
DHFR en la mitocondria de células de mamifero (Anderson, Quintero et al. 2011, Wang

2016). La otra via para la obtencion de pirimidinas es la ruta de salvamento para la
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obtencion de dTMP via fosforilacién de la dThd mediante TK1 (de localizacion
citosolica) o TK2 (de localizacion mitocondrial) (Lee, Wang et al. 2014). También
puede darse la sintesis de dUMP en citosol y mitocondria via fosforilacion de la dUrd

por TK1 o TK2 respectivamente.

/ ADNg
ADNmt

dTTP dTDP

dThd NDK

TK2  4TDP JK1
| /V" . - dTMP
o DHFR/‘

3 DHF DHFR ?
/ \ TS

THF

IS?
\ Ser ShE MTHF dUMP KL qurd
MTHF SHMT
dumMP
Rukz £ly DCTD
dUrd
dCMP

Figura E1. Sintesis de dTTP en mitocondria y citosol en células de mamifero. La figura
muestra las rutas de sintesis para el dTTP tanto a nivel mitocondrial como en el citosol. Las
flechas indican las reacciones catalizadas por cada una de las enzimas. NDK (nucledsido
difosfato kinasa), TMPK (timidilato kinasa), TK (timidina kinasa), DCTD (dCMP desaminasa),
TS (timidilato sintasa), DHFR (dihidrofolato reductasa), SHMT (serina hidroximetiltransferasa).
ADNmt (ADN mitocondrial), ADNg (ADN gen6mico). Creado con BioRender.

Por su parte, T. brucei carece de actividad dCMP desaminasa pero expresa una
TbCDA esencial (Leija, Rijo-Ferreira et al. 2016) de localizacion mitocondrial
(Resultados D.1.7.). Basandonos en estudios previos (Leija, Rijo-Ferreira et al. 2016) y

en la observacion de que la pérdida de viabilidad que se produce en la linea RNA. frente
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a ThCDA es revertida mediante la adicion de dThd o dUrd (Fig. D8C-D), podemos
deducir que el papel esencial de TbCDA residiria en la desaminacion de dCtd hasta
dUrd para que ésta sea fosforilada en el citoplasma del parésito por accion de TbhTK,
que se localiza tanto en el ndcleo como en el citoplasma (Valente, Timm et al. 2016),
generandose dUMP. A su vez, se ha descrito recientemente la existencia de una dNTP
fosfohidrolasa (TbHD52) esencial de localizacion mitocondrial que seria la responsable
de la generacion de un pool de dCtd en la mitocondria a partir de la hidrdlisis del dCTP
(Yague-Capilla, Castillo-Acosta et al. 2021) (Fig. E2).

En kinetoplastidos la DHFR y la TS estan fusionadas en una enzima bifuncional
(TbDHFR-TS) de localizacion mitocondrial y de caracter esencial en ausencia de dThd
exdgena (Sienkiewicz, Jaroslawski et al. 2008); (Moro-Bulnes, Castillo-Acosta et al.
2019). La misma situacion se ha descrito en plantas, donde existe una DHFR-TS
mitoncondrial (Neuburger, Rebeille et al. 1996). Es importante destacar que T. brucei
carece de TOSHMT por lo que el 5,10- metilentetrahidrofolato se regenera a partir del
tetrahidrofolato mediante el sistema de clivaje de la glicina (Vickers y Beverley 2011,
Roy y Ouellette 2015). Finalmente, el dTMP sera fosforilado en el citosol hasta dTTP
mediante  la  accion  secuencial de la dTMP  kinasa (TbhTMPK)
(http://www.tryptag.org/?id=Th927.8.3510) y la TbNDK (Hunger-Glaser, Hemphill et

al. 2000), que ademas de en el citoplasma parece localizarse en el nicleo de T. brucei.

La obtencion de la timidina-5’-difosfato (dTDP), catalizada por la NDK en células de
mamifero tiene lugar tanto en el citoplasma de la célula como en la mitocondria, puesto
que existe una isoforma de la NDK asociada a la membrana interna de dicho organulo
(Lacombe, Tokarska-Schlattner et al. 2009). La posterior fosforilacion a dTTP se da en
el citoplasma aunque parece que también se ha detectado actividad TMPK en la
mitocondria (Wang 2016, Frisk, Eriksson et al. 2020).
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Figura E2. Sintesis de dTTP en T. brucei. Esquema que muestra los diferentes
compartimentos de la célula implicados en la sintesis de dTTP. Las flechas negras indican
reacciones catalizadas por cada enzima. Las flechas discontinuas indican una serie de reacciones
catalizadas por varias enzimas. CDA (citidina desaminasa), DHFR-TS (dihidrofolato reductasa
—timidilato sintasa), TK (timidina kinasa), dUTPasa (desoxiuridina trifosfato nucleétido

hidrolasa).

E.1.2. El metabolismo de nucleétidos se interconecta a través de los

diferentes compartimentos de la célula

Dada la localizacién de las enzimas implicadas en la sintesis de dTMP en
T. brucei, proponemos que la sintesis del mismo y la posterior fosforilacion hasta dTTP
ocurre tal y como se plantea en la figura E2. En el interior de la mitocondria, TOCDA
actuaria desaminando la dCtd procedente en su mayor parte de la hidrélisis del dCTP
por parte de ThHD52 (Yague-Capilla, Castillo-Acosta et al. 2021). A continuacion, la
dUrd seria transportada al citosol o al nlcleo donde TbTK catalizaria la sintesis del
dUMP (Valente, Timm et al. 2016), que debe volver a entrar a la mitocondria, donde
sera metilado a dTMP por la TbDHFR-TS. La sintesis del dTTP ocurrira muy
probablemente en el citosol dada la localizacion propuesta para TbTMPK
(http://www.tryptag.org/?id=Tb927.8.3510) y TONDK (Hunger-Glaser, Hemphill et al.

2000). Segun este esquema, la membrana mitocondrial seria permeable a la dUrd y el
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dUMP. Igualmente, los dNTPs deben ser capaces de atravesar tanto la membrana
nuclear como la mitocondrial para que pueda tener lugar la replicacién del ADN nuclear
y del kinetoplasto.

En la célula los nucle6tidos y sus derivados se encuentran compartimentalizados
en el citosol y la mitocondria separados por la doble membrana de dicho organulo. Sin
embargo, existe un intercambio entre ambos compartimentos mediado por
transportadores especificos. Asi mismo, el pool de dNTPs es dindmico y cambia a lo
largo del ciclo celular, siendo este hecho fundamental para asegurar la fidelidad de la
replicacion del ADN. Por tanto, alteraciones en el control del nivel de dNTPs pueden
conducir a eventos de mutagénesis, roturas de cadena y finalmente muerte celular.
Concretamente, se ha observado que la acumulacion de dTTP y dCTP favorecen la
introduccion de errores durante la replicacion provocando la excesiva activacion de los
sistemas de reparacion, lo que tendra como consecuencia la generacion de roturas de
cadena (Wang 2016). Ademas, se ha publicado también que la deficiencia de CDA
causa una acumulacion de dCTP que provoca errores en la replicacion, defectos en la
segregacion y reduce la actividad de PARP-1 (Gemble, Ahuja et al. 2015, Gemble,
Buhagiar-Labarchede et al. 2016).

De manera similar a lo que ocurre con el ADN nuclear, la replicacion del ADN
mitocondrial se ve muy afectada en respuesta a alteraciones en el pool de dNTPs. De
hecho, la deficiencia de TK2 produce una severa deplecion del ADN mitocondrial
(Wang 2016). Existen evidencias de que los dNTPs citosolicos y mitocondriales estan
conectados mediante transportadores. Por ejemplo, la reduccion de la expresion de TK2
en fibroblastos en quiescencia conduce a una reduccion de los niveles de dTTP y dCTP
en mitocondria, lo que a su vez provoca la reduccion de dTTP y dCTP citosolicos vy,
como consecuencia de ello, se produce estrés en la replicacion del ADN gendmico (Lee,
Wang et al. 2014).

La familia de transportadores de solutos o solute carriers (SLC) esta constituida
por una amplia variedad de moléculas transportadoras implicadas en conectar las
diferentes rutas metabdlicas. En 2013 se conocian 395 SLCs, cifra que ha ido en
aumento hasta los 456 que se estiman en la actualidad (Rochette, Meloux et al. 2020);

(http://slc.bioparadigms.org). La subfamilia de transportadores mitocondriales (MCF 6

SLC25) es la de mayor importancia dentro de la familia SLC y consta de una serie de
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transportadores que permiten la movilidad de una gran variedad de solutos a través de la
membrana mitocondrial (Rochette, Meloux et al. 2020). De hecho, de los
aproximadamente 60 SLCs que se expresan en mitocondria, la mayoria pertenecen a la
subfamilia de los SLC25 o MCF (Girardi, Agrimi et al. 2020). Los principales sustratos
transportados comprenden nucleétidos, aminoacidos, cofactores, acidos carboxilicos y

aniones inorganicos.

Dentro de los SLC25 destaca el SLC25A3, un transportador de fosfato cuya
deficiencia se ha relacionado con alteraciones en la sintesis de ATP (Rochette, Meloux
et al. 2020). Asi mismo, SLC25A23, SLC25A24 y SLC25A25 son responsables del
transporte de los nucledtidos de adenina hasta la matriz mitocondrial en respuesta a las
concentraciones de Ca* en el citosol (Amigo, Traba et al. 2013). Los transportadores
ANT (adenine nucleotide traslocase) median el intercambio de ADP/ATP entre la
matriz mitoncondrial y el espacio intermembrana (Rochette, Meloux et al. 2020). En
humanos existen 4 isoformas de ANTs (SLC25A4, SLC25A5, SLC25A6 y SLC25A31)
(Willis, Miranda-Grandjean et al. 2018). También cabe destacar la existencia de dos
transportadores de nucledtidos de pirimidinas, SLC25A36 (PNC2) (Colasante, Pena
Diaz et al. 2009, Palmieri 2013) y SLC23A33 (PNCL1) que tiene preferencia por el UTP
(Gandhi and Samuels 2011, Palmieri 2013).

Las formas sanguineas de T. brucei obtienen el ATP a partir de la glucolisis
puesto que poseen una mitocondria poco desarrollada incapaz de llevar a cabo la
fosforilacion oxidativa. Sin embargo, en las formas prociclicas la mayoria del ATP
procede de la fosforilacién oxidativa mediante el catabolismo mitocondrial de la
prolina. La mitocondria de T. brucei parece ser bastante impermeable (Schneider,
Bouzaidi-Tiali et al. 2007) lo que implica la presencia necesaria de transportadores
especificos de membrana. TbMCP6 fue el primer transportador descrito en la
mitocondria de T. brucei (Colasante, Alibu et al. 2006) y pertenece a la subfamilia de
los MCF. De hecho, se han identificado genes que codifican para potenciales MCF en
kinetoplastidos. Concretamente, en T. brucei se han identificado 26 genes que codifican
para 24 proteinas MCF diferentes de las cuales, 11 presentan potencial actividad como
transportadores de nucle6tidos. 18 de estos 24 MCFs se han asociado a la mitocondria
de T. brucei (Colasante, Pena Diaz et al. 2009). La inhibicién de TbOMCP6 en formas
prociclicas del paréasito afecta a la replicacion del kinetoplasto lo que sugiere su posible

papel como transportador de nucled6tidos en la mitocondria. Asi mismo, ToMCP23 se ha
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clasificado como un ortélogo de SLC25A36 por lo que podria tratarse especificamente
de un transportador mitocondrial de nucle6tidos pirimidinicos (Colasante, Pena Diaz et
al. 2009).

Si tenemos en cuenta las diferencias en cuanto a la obtencion de ATP por parte
de las formas sanguineas y prociclicas, se hace necesario destacar el papel de los
transportadores TOMCP5 y TOMCP11. TbMCP5 se ha caracterizado como un ort6logo
de SLC25A4, es decir, se trataria de un intercambiador de ADP/ATP (Colasante, Pena
Diaz et al. 2009), y TbOMCP11 ha sido descrito como un transportador de fosfato y es
esencial en los tripomastigotes prociclicos de T. brucei (Colasante, Pena Diaz et al.
2009, Gao, Voncken et al. 2020).

Por tanto, teniendo en cuenta la existencia de dichos transportadores, que la
deficiencia de TbCDA puede ser compensada mediante la adicion de dThd o dUrd al
medio (Fig. D8) y que las formas KO para la ThODHFR-TS pueden ser rescatadas con
dThd en elevadas concentraciones (Sienkiewicz, Jaroslawski et al. 2008), parece
evidente que la sintesis de dTMP ocurre de acuerdo al esquema planteado en la figura
E2. Por tanto, se puede concluir que existe una circulacion dindmica de nucledtidos y
sus derivados entre los diferentes compartimentos (nucleo, citosol y mitocondria) para

la correcta replicacion del ADN gendmico y del kinetoplasto.

E.1.3. LadUTPasa controla el ratio dUTP/dTTP

Como se ha comentado anteriormente, el mantenimiento del pool de dNTPs es
fundamental para asegurar la estabilidad gendmica y es particularmente relevante el
mantenimiento de las concentraciones relativas de dTTP y dUTP dado que la mayoria
de las ADN polimerasas no pueden distinguir entre ambos y, por tanto, la incorporacion

de uno u otro depende de los niveles de cada uno de ellos (Vertessy y Toth 2009).

La mayoria de protozoos paréasitos tales como los kinetoplastidos o los
apicomplexa son incapaces de llevar a cabo la sintesis de novo de purinas y dependen
por completo de las rutas de salvamento. Ademas, en el caso de parasitos apicomplexa
como Plasmodium spp. o Toxoplasma spp. carecen de las enzimas implicadas en la ruta

de salvamento de pirimidinas o estdn muy limitadas, de manera que dependen de la
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sintesis de novo de pirimidinas. Por el contrario, en kinetoplastidos como T. brucei el
metabolismo de pirimidinas depende tanto de la sintesis de novo como de la ruta de
salvamento (Valente, Vidal et al. 2019, Hammond y Gutteridge 1984).

Asi pues, en Plasmodium spp., el UMP generado por la sintesis de novo debe
transformarse en dUTP que por accién de la dUTPasa se convierte en dUMP, sustrato
de la DHFR-TS para la sintesis de dTMP que finalmente seré fosforilado a dTTP. Por el
contrario, en el caso de T. brucei la principal via para la sintesis de dTMP parece estar
mediada por ThTK (Leija, Rijo-Ferreira et al. 2016) de manera que como Se propone en
la figura E2, TbCDA desamina la dCtd a dUrd que sera fosforilada por TbTK hasta
dUMP (Valente, Timm et al. 2016) que finalmente sera transformado en dTMP por la
TbDHFR-TS. Ademas, las formas de T. brucei que expresan un RNAI frente a la
dTUPasa no presentan importantes alteraciones en los niveles de dTTP (Castillo-
Acosta, Estevez et al. 2008) pese a que las formas KO son auxdtrofas para dThd
(Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2013). De hecho, teniendo en cuenta que
ThCDA y TbTK son enzimas esenciales en T. brucei (Valente, Timm et al. 2016, Leija,
Rijo-Ferreira et al. 2016) se hace mas evidente el hecho de que la TbhdUTPasa no es

capaz de compensar la falta de dUrd o su fosforilacion a dUMP.

La presencia de Ura en ADN puede deberse a eventos de desaminacion de la Cyt
0 bien a la incorporacion de dUTP durante la replicacion o procesos de reparacion,
siendo éste aparentemente el motivo principal para la presencia de Ura en ADN
(Vertessy y Toth 2009). Finalmente la presencia de Ura en ADN, sera fuente de
mutaciones y como consecuencia citotoxica, por lo que debe ser reparada por la via de
escision de bases (Valente, Vidal et al. 2019). Cuando el ratio dUTP/dTTP es elevado,
se produce la incorporacion de Ura en lugar de timina lo que conduce a hiperactivacion
de la ruta de reparacion, la fragmentacion del ADN vy finalmente la muerte celular en un
proceso denominado “muerte por falta de timina” (Valente, Vidal et al. 2019, Camacho,
Hidalgo-Zarco et al. 2000). De esta manera que se hace patente la importancia del
mantenimiento del correcto ratio dUTP/dTTP donde estan directamente implicadas las
enzimas ThdUTPasa, ToDHFR-TS, TbCDA y TbTK. Asi pues, en parasitos como
Plasmodium spp. la dUTPasa juega un doble papel tanto en la provision del dUMP para
la obtencion del dTMP como en el mantenimiento del ratio dUTP/dTTP hidrolizando el
exceso de dUTP. Sin embargo, en T. brucei, la principal funcién de la TbdUTPasa, que

ademas se localiza en el ndcleo (Castillo-Acosta, Estevez et al. 2008), seria méas bien la
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de mantener el balance dUTP/dTTP y no la de proveer a la célula de dUMP. De hecho,
la figura D9 muestra como la expresion de la dCMP desaminasa humana, que actuaria
como fuente directa de dUMP, no es capaz de mantener el crecimiento de las formas
KO para la TbdUTPasa. Finalmente, el hecho de que las formas KO para la ThdUTPasa
en T. brucei sean auxotrofas para dThd (Castillo-Acosta, Aguilar-Pereyra et al. 2013),
se explicaria porque esa dThd seria fosforilada hasta dTMP por ThTK para finalmente
generar dTTP que contrarrestaria el exceso de dUTP manteniendo el ratio dUTP/dTTP.

Asi pues podemos concluir que, si bien la TbdUTPasa puede contribuir aunque
de manera poco significativa a la sintesis de dUMP para su posterior transformacion en
dTMP via TbDHFR-TS, la principal via para la obtencion de dTMP en T. brucei esta
mediada por ToOCDA 'y ThTK.
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Figura E3. Esquema de la muerte por falta de timina. Cuando se produce en la célula alguna
situacion gue desencadene una acumulacién excesiva de dUTP con respecto a los niveles de
dTTP, se produce la incorporacién de uracilo en lugar timina en el ADN. Este hecho es debido a
qgue la mayoria de las polimerasas no son capaces de discernir entre dUTP y dTTP,
produciéndose como consecuencia una hiperactivacién de la ruta de reparacion por escision de

bases (BER 0 base excision repair). Finalmente, esta situacion conduce a la generacion de
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roturas de cadena y fragmentacion del ADN, proceso que culmina en la muerte celular.
dUTPasa (desoxiuridina trifosfato nucleétido hidrolasa), DHFR-TS (dihidrofolato reductasa —
timidilato sintasa), TK (timidina kinasa), TMPK (timidilato kinasa), NDK (nucleésido difosfato
kinasa).

E.2. TbCDA-like es una enzima esencial en Trypanosoma brucei

El estudio de la proteina ThCDA-like se ha abordado desde distintos puntos de
vista (funcional, metabolémico y transcripcional) teniendo en cuenta el
desconocimiento de su papel celular y las posibles funciones que se deducen a partir de
su secuencia. En ausencia de ortologos caracterizados, los primeros esfuerzos fueron
dirigidos a obtener mutantes RNAI y que sobreexpresan la enzima para poder realizar
un analisis comparativo. Los estudios de RNAI sugieren que la enzima realiza funciones
esenciales en la celula con lo que su papel en supervivencia ofrece interesantes
perspectivas desde el punto de vista de la intervencion terapéutica. Por otra parte niveles
altos de la enzima son citotdxicos lo que también es indicativo de que su actividad debe
estar sujeta a un control estricto. Las principales hipotesis eran que TbCDA-like esta
implicada en el metabolismo de nucledtidos libres o en la desaminacion de RNA
teniendo en cuenta la presencia de un motivo zinc-finger de union a &cidos nucleicos.
El analisis de los distintos mutantes obtenidos ha generado informacion de interés para
interpretar su funcion a pesar de que de forma concluyente no se ha podido establecer su

sustrato y su papel biologico exacto.

E.2.1. TbCDA-like esta implicada en el balance CTP/UTP

El anélisis del pool de rNTPs puso de manifiesto que la sobreexpresion de
TbCDA-like conduce a la reduccion del pool de CTP y la acumulacion de UTP mientras
que el RNAI frente a la misma conduce al efecto contrario, siendo especialmente
significativa la bajada en los niveles de UTP (Resultados D.2.4.3.). Por otra parte, los
resultados del andlisis metabolomico revelaron una acumulacion de CMP de casi 4

veces en la linea Tb PF CDA-like-RNAI respecto a la linea parental (Resultados
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D.2.4.1.). Estas observaciones sugieren la participacion de TbhCDA-like en el proceso
de desaminacion de nucleétidos/nucledsidos de citosina (CTP, dCTP, CMP, dCMP, Ctd

0 Cyt).

Lamentablemente, a pesar de multiples intentos no se pudo obtener enzima
recombinante activa, con lo que la naturaleza del sustrato no se ha podido determinar in
vitro. De tener un papel en el proceso de desaminacion de nucle6tidos libres, se trataria
de una actividad novedosa y no predecible por el analisis de su secuencia.

Asi la existencia de dCTP desaminasas se ha descrito en enterobacterias y arqueas
pero no en tripanosomatidos. ES necesario destacar que estas enzimas son
tremendamente especificas en su actividad catalitica de manera que son capaces de
discernir entre el dCTP y el CTP no pudiendo desaminar éste ultimo (Johansson, Fano
et al. 2005).

Cabe la posibilidad también de que TOCDA-like sea una desaminasa de Ctd o Cyt
de manera que la reduccion de su expresion mediante RNAI podria conducir a la
acumulacion de Ctd y sus derivados como el CMP o el CTP. En cualquier caso y pese a
que los resultados del estudio de metabolomica revelaron una ligera acumulacion de 1,6
veces de Cyt respecto a la linea parental (Resultados D.2.4.1.), no parece que TbCDA-
like catalice la desaminacion de Cyt puesto que en este caso, deberia haberse producido
una reversion del fenotipo de la linea Tbh PF CDA-like-RNAI cuando se suplemento el
medio de cultivo con Ura (Resultados D.2.4.2.), que seria el producto obtenido
mediante la desaminacion de la Cyt. Esto es especialmente importante si tenemos en
cuenta que el Ura es la pirimidina que mejor rescatan las formas prociclicas de T. brucei
mediante el transportador ThU1 (Gudin, Quashie et al. 2006, Tiwari y Dubey 2018).

En relacion con la acumulacion de CMP observada en el analisis metabolémico,
parece bastante poco probable que ThCDA-like sea una CMP desaminasa puesto que de
forma similar a lo ocurrido con las dCTP desaminasas, Unicamente se ha descrito la
existencia de dCMP desaminasas en eucariotas, bacterias gram positivas y fagos,
tratdndose de enzimas que desaminan dCMP sin actuar sobre el CMP (Almog, Maley et
al. 2004). Es importante destacar que no se ha identificado una enzima con actividad

dCMP desaminasa en tripanosomatidos (Tiwari y Dubey 2018).
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Aun asi, es evidente el hecho de que TbCDA-like estd implicada en la
homeostasis del pool de ribonucledtidos, especialmente el CTP y el UTP. En este
sentido, es interesante recordar que bajas concentraciones de UTP suelen implicar una
elevada expresion de la aspartato transcarbamilasa (ATCasa) y viceversa. Ademas, el
CTP acttia como un inhibidor de dicha enzima (O'Donovan, Herlick et al. 1989, Gerhart
2014), haciendo del ratio UTP/CTP un pardmetro regulador de la sintesis de novo de
pirimidinas. Por otro lado, el ATP parece actuar como un activador de la ATCasa
mejorando la afinidad de la misma por su sustrato y compitiendo con el CTP (Gerhart
2014). En este sentido, es interesante sefialar que la sobreexpresion de ThCDA-like
favorece la acumulacion de UTP y la reduccion del CTP (Resultados D.2.4.3.), asi
como un incremento del ATP. Sin embargo, mientras que en mamiferos la ATCasa
posee una subunidad “reguladora” que es la responsable de la interaccion con los
rNTPS (Gerhart 2014), la enzima en tripanosomatidos carece de esta subunidad (Tiwari
y Dubey 2018).

Por otra parte, se ha observado que la carbamoil fosfato sintetasa Il (CPSII) de
tripanosoméatidos como Crithidia fasciculata es inhibida por UTP, UDP y CTP
mediante un mecanismo feedback, mientras que en mamiferos es Unicamente inhibida
por UTP (Tiwari y Dubey 2018). En este sentido el aumento de la concentracion de
UTP como consecuencia de la sobreexpresion de ThCDA-like, podria implicar una
inhibicion de la CPSII y por tanto de la sintesis de novo de UMP para evitar su
fosforilacion hasta UTP y que éste se acumule aun mas. Ademas, al sobreexpresar
TbCDA-like se reduce de manera dramatica el ya de por si reducido pool de CTP
existente en T. brucei. Teniendo en cuenta que en Trypanosoma spp. el salvamento de
Ctd o Cyt no existe o es despreciable, se ha observado que los niveles de CTP dependen
directamente de su sintesis y degradacion. Particularmente se ha demostrado que el pool
tan reducido de CTP se debe a una sintesis lenta por parte de la CTP sintetasa (Hofer,
Steverding et al. 2001), lo que podria tener importantes implicaciones tal y como

desarrollaremos a continuacion.

La CTP sintetasa es una enzima que cataliza la transferencia (dependiente de
ATP) del grupo amino desde la glutamina o el amoniaco hasta el UTP para la obtencion
de CTP (McCluskey y Bearne 2018). Ademas de en el metabolismo de pirimidinas, el
CTP esta directamente implicado en la sintesis de los precursores de fosfolipidos tal y

como desarrollaremos a continuacion. La CTP sintetasa es inhibida por CTP mediante
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un mecanismo de inhibiciébn por producto en el que dicho nucleétido bloquea
parcialmente el lugar de union del UTP. Ademas, la CTP sintetasa 1 humana polimeriza
en presencia de UTP o ATP formando estructuras filamentosas en las que se estabiliza
la enzima en conformacion activa (Lynch, Hicks et al. 2017). Dichos filamentos se
desensamblan cuando la concentracion de CTP es elevada. También se ha observado un
efecto alostérico positivo del GTP sobre la CTP sintetasa (McCluskey y Bearne 2018).
Para la enzima de T. brucei, al igual que para las de otros organismos como E. coli, se
ha observado que el efecto alostérico del GTP depende de la concentracion, mientras
que a concentraciones elevadas (>0,2 mM) produce inhibicién de la CTP sintetasa, a
concentraciones mas bajas (<0,2 mM) provoca su activacion (Steeves y Bearne 2011,
Tiwari y Dubey 2018).

A la vista de lo expuesto anteriormente y si recordamos que la sobreexpresion de
ThCDA-like provoca una importante reduccion de los niveles de CTP asi como una
destacable acumulacion de UTP y en menor medida de ATP y GTP, se podria producir
la activacion de la CTP sintetasa por parte del ATP y el GTP para estimular la sintesis
de CTP a partir del elevado pool de UTP.

E.2.2. TbCDA-like altera los niveles de y-glutamil aminoacidos vy
fosfolipidos

La reduccion de los niveles de TbCDA-like produce una afectacion generalizada
de los y—glutamil aminodacidos, produciéndose acumulacién de la mayoria de ellos (Fig.
D22D). Se pensaba que dichos y—glutamil aminoacidos eran la forma en que los
aminodacidos se transportaban a través de las membranas celulares en el denominado
“ciclo del y-glutamilo” (Fig. E4) donde la glutamato-cisteina ligasa (GCL) cataliza la
formacion de y-glutamil cisteina y posteriormente la glutation sintetasa (GS) cataliza la
ligacion de la y-glutamil cisteina con glicina para formar y-glutamilcisteinil-glicina
(glutation). La degradacion del glutation estaria catalizada segun esta hipotesis por la y-
glutamil transpeptidasa (GGT) (Griffith, Bridges et al. 1979, Bridges y Meister 1985),
que seria la responsable de la transferencia del grupo y-glutamilo desde el glutation
hasta un aminoacido para formar el correspondiente y-glutamil aminoacido, que a

continuacion seria transportado en dicha forma a través de la membrana plasmatica,
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dado que la GGT es una enzima que se encuentra anclada a la membrana de la célula.
Finalmente, el aminoacido se libera en el citoplasma de la célula por accion de la y-
glutamil ciclotransferasa (y-GCT). Sin embargo, a dia de hoy esta teoria se considera
errénea por diversos motivos. En primer lugar, nunca fue posible confirmar el papel de
GGT en el transporte de aminoécidos. De hecho, se ha observado que la inhibicion de
GGT no afecta al transporte de aminoacidos y tampoco se han identificado
transportadores especificos para y-glutamil aminoacidos (Bachhawat y Yadav 2018). En
segundo lugar, la GGT presenta tanto actividad hidrolasa como transpeptidasa, sin
embargo, estudios cinéticos y funcionales han demostrado que la funcion fisiologica de
la GGT es més la de hidrolasa que la de transpeptidasa (Hanigan 2014, Bachhawat y
Yadav 2018). Una tercera evidencia seria el hecho de que tanto pacientes con déficit de
GGT como ratones KO para dicha enzima no muestran aminoaciduria, sino niveles

elevados de glutation en orina (Bachhawat y Yadav 2018).

AA — Glutation
GS
GGT Gly
> Cys-Gly /
y-glu-AA y-glu-Cys
-GCT
Y Cys

5-0P

AA \ GCL
5OPasa M

Figura E4. Esquema del anterior modelo del ciclo del y-glutamilo para el transporte de
amino&cidos (adaptado de Bachhawat y Yadav 2018). Ciclo del y-glutamilo tal y como fue
propuesto por Orlowski y Meister en 1970. El recuadro marcado en rojo destaca la parte del
ciclo que se ha demostrado como incorrecta. Segun este modelo la GCL cataliza la formacién de
y-glutamil-cisteina que sera posteriormente transformada en y-glutamilcisteinil-glicina
(glutation). El glutation sera degradado mediante la transferencia del grupo y-glutamilo a

diferentes aminodcidos que serdn transportados en esta forma a través de la membrana
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plasmética. Finalmente el aminoacido se libera en el citoplasma de la célula. Las enzimas
implicadas se destacan en azul: GCL (glutamato-cisteina ligasa), GS (glutation sintetasa), GGT
(y-glutamil transpeptidasa), y-GCT (y-glutamil ciclotransferasa), 5-OPasa (5-oxoprolinasa). AA
(aminoécido).

Se ha observado que la enzima GCL, que habitualmente cataliza la sintesis de y-
glutamil cisteina, también puede catalizar la formacion de otros y-glutamil aminoacidos
especialmente cuando los niveles de cisteina son bajos. También parece bastante
probable que la GGT esté implicada en la produccion de y-glutamil aminoécidos en el
espacio extracelular (Kobayashi, Ikeda et al. 2020). Un ejemplo de ello podrian ser los

elevados niveles de y-gutamil glutamato que se producen en el cerebro.

Los datos obtenidos en condiciones de deficiencia de TbCDA-like parecen
corroborar ¢l hecho de que los y-glutamil aminoacidos estarian implicados en rutas de
sefializacion que funcionan de manera independiente respecto al metabolismo del
glutation puesto que a excepcion de la acumulacion del glutation reducido (GSH) vy el

oftalmato, todos los deméas metabolitos implicados en el ciclo del glutation permanecen

inalterados.
[GTSG]
.. [GSH]
Glutation
y-GCT GS
Gly
Cys-Gly / — )
5-OP ygluCys <+ Glu
Cys-Gly
Cys
Cys
5-OPasa GCL
Glu Gly
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Figura E5. Esquema del ciclo del glutation (adaptado de Bachhawat y Yadav 2018). El
ciclo comienza con la sintesis de de y-glutamil-cisteina a partir de glutamato y cisteina
catalizado por la GCL y posteriormente la GS sintetiza en una reaccion dependiente de ATP la
y-glutamilcisteinil-glicina (glutation). El glutation serd degradado mediante la accion de la y-
GCT que genera 5-oxoprolina y cisteinil-glicina que se transformara en cisteina y glicina. El
glutation formado se encuentra en la forma reducida (GSH) que puede transformarse en la
forma oxidada (GSSG). Tanto el GSH como el GSSG pueden ser transportados hacia el exterior
de la célula por transportadores especificos y ser metabolizados por la GGT que se encuentra
anclada a la membrana plasmatica, generandose glutamato y cisteinil-glicina. El glutamato
puede ser transportado mediante transportadores especificos, asi como la cisteinil-glicina que
también puede ser transformada en cisteina y glicina por parte de peptidasas especificas y de
nuevo ser transportados mediante transportadores especificos. Las enzimas implicadas se
destacan en azul: GCL (glutamato-cisteina ligasa), GS (glutation sintetasa), GGT (y-glutamil
transpeptidasa), y-GCT (y-glutamil ciclotransferasa), 5-OPasa (5-oxoprolinasa). AA
(aminoacido). GSH (glutatién reducido), GSSG (glutation oxidado).

Por ultimo, el estudio metabolomico llevado a cabo sobre la linea RNAI para
TbCDA-like puso de manifiesto un aumento generalizado de diversas clases de lipidos,
como los fosfolipidos, en cuya sintesis esta implicado el CTP. EI CTP es el precursor
directo de los intermediarios activados y ricos en energia de la via de los fosfolipidos
CDP-diacilglicerol, CDP-colina y CDP-etanolamina. De hecho, la mutacion E161K en
la CTP sintetasa de S. cerevisiae causa un aumento del contenido total de lipidos
neutros, triacilgliceroles, acidos grasos libres y ésteres de ergosterol (Ostrander, O'Brien
et al. 1998).

Dado que los procesos apoptéticos y de estrés se han asociado a un incremento en
la sintesis citosolica de lipidos (Taketo y Sonoshita 2002, Boren y Brindle 2012), esta
observacion podria ser algo inespecifico resultado de la incidencia de la deplecion de
TbCDA-like sobre la viabilidad celular. Por otra parte, no se puede descartar que la
discreta acumulacién de CTP que tiene lugar en la linea RNAI que también contribuya

al incremento en la concentracion de fosfolipidos observado.
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E.2.3. Citidina desaminasas y edicion de ARN

Las CDAs son enzimas multiméricas que catalizan la desaminacion de Ctd y dCtd
en de la ruta de salvamento de pirimidinas. APOBEC1, un miembro lejano de la familia
de las CDAs, fue el primero para el que se demostro actividad desaminasa sobre la Ctd
6666 en el ARNm de la ApoB en mamiferos (Lerner, Papavasiliou et al. 2018) y para la
cual se ha demostrado actividad de unién a ARN en regiones ricas en AU (Anant,
MacGinnitie et al. 1995). Esta misma actividad se ha observado también en algunas
CDAs cuya actividad se pensaba limitada Unicamente al salvamento de pirimidinas
como es el caso de la CDA de la filaria B. pahangi (Anant, Martin et al. 1997) o la
CDA-1 y la CDA-2 de C. elegans (Thompson, Britton et al. 2002). Mientras que en
estos ultimos casos no se observa capacidad de edicion del ARNm de ApoB, destacar
que la CDA-1 de S. cerevisiae si es capaz de llevar a cabo la desaminacion de dicho
ARNmM (Dance, Beemiller et al. 2001).

Es interesante sefialar que numerosos ARNmMSs eucariotas incluyendo proto-
oncogenes, factores de transcripcion y citoquinas son ricos en elementos AU en las
regiones 3’UTR, que han demostrado ser determinantes para la estabilidad del ARN in
vivo (Chen y Shyu 1994, Chen, Xu et al. 1995), lo que abre la posibilidad acerca de si
algunas CDAs pueden jugar algun papel en ese sentido més alla de la desaminacion de
nucledsidos. De hecho, se pensaba que la propia APOBEC1 se limitaba a editar el
ARNmM de ApoB pero recientemente se ha observado que se expresa en la mayoria de
células inmunes murinas donde actta sobre la region 3’UTR (ricas en elementos AU) de

cientos de transcritos diferentes (Lerner, Papavasiliou et al. 2018).

Mientras que las CDAs no requieren de cofactores adicionales para llevar a cabo
la desaminacion de (d)Ctd, otras enzimas como APOBECL que actlan sobre ARN,
necesitan de la participacion de proteinas auxiliares (Dance, Beemiller et al. 2001,
Smith 2017, Lerner, Papavasiliou et al. 2018). En ausencia de estas proteinas auxiliares
exhiben una actividad de unién muy debil a secuencias de ARN ricas en elementos AU,
lo que podria explicar que algunas CDAs que se unen a ARN no exhiben actividad

desaminasa in vitro (Anant, Martin et al. 1997, Thompson, Britton et al. 2002).

La edicion de Ctd a Urd en ARN parece estar mas ampliamente distribuida de lo

que se pensaba, estando en la mayoria de los casos restringida a las regiones 3’'UTR, lo
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que sugiere un papel en la estabilizacién, localizacion y traduccién de los ARNm
(Smith 2017, Lerner, Papavasiliou et al. 2018). Este hecho se hace especialmente
importante en tripanosomatidos donde la transcripcion es policistronica y la expresion
génica parece estar regulada fundamentalmente a nivel post-transcripcional. De hecho,
el papel de las regiones 3’UTRs en T. brucei es determinante para regular los niveles de
ARNm. Estas 3’UTRs suelen tener un tamafio medio de 400 nucle6tidos donde podrian
actuar hasta 13 proteinas de union a ARN diferentes (Clayton 2019). Este podria ser el
caso de ThCDA-like, que podria estar regulando la estabilidad de determinados ARNm
y otras especies de ARN mediante desaminaciones de Ctd a Urd en posiciones

concretas.

A la vista de que la CDA-1 de S. cerevisiae es capaz de llevar a cabo la
desaminacion del ARNm de ApoB ademas de la Ctd libre en forma de nucleésido, cabe
preguntarse si los centros activos de las CDAs implicadas en la ruta de salvamento de
pirimidinas son capaces de albergar sustratos de mayor tamafio que el nucledsido de
(d)Ctd. Si se observa en detalle la estructura del centro activo de la CDA-1 de
S. cerevisiae y la CDA de M. musculus o la propia CDA de S. cerevisiae (diferente de
CDA-1), podemos concluir que las 2 ultimas claramente no son capaces de albergar una
cadena de ARN como sustrato. Esto es debido a que presentan una region polipeptidica
mucho mas voluminosa a la entrada del centro activo comparado con la CDA-1 de S.
crerevisiae que deja mucho mas espacio para albergar sustratos de mayor tamafio que
un nucleosido (Xie, Sowden et al. 2004, Teh, Kimura et al. 2006). Sin embargo, es muy
Ilamativo el hecho de que CDAs como la de B. pahangi o las CDA-1y 2 de C. elegans
presenten actividad de union a ARN pese a la disposicion de su centro activo y la
ausencia de dominios de interaccion con acidos nucleicos en su secuencia (Anant,
Martin et al. 1997, Thompson, Britton et al. 2002). Por otra parte, algo que si se ha
observado es que las CDAs que exhiben capacidad de unién a moléculas de ARN
presentan en su secuencia dos residuos aromaticos conservados, el primero de los cuales
es una tirosina o una histidina y el segundo es una fenilalanina (Tyr69/Phe98 para B.
pahangi, His76/Phel05 y Tyr76/Phel05 para la CDA-1 y 2 de C. elegans,
respectivamente, o His75/Phe106 para la CDA-1 de S. cerevisiae) (Teh, Kimura et al.
2006). En cambio, en otras CDAs como la de E. coli o B. subtilis, que no presentan
actividad sobre ARN, estos residuos aromaticos son reemplazados por residuos lineales.

De hecho, la importancia de los residuos aromaticos para interaccionar con cadenas de
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ARN queda patente ya que si se mutan las fenilalaninas Phe66 y Phe87 a leucina en la
secuencia de APOBECI, se pierde la capacidad de edicién asi como la capacidad de
unién al ARN (Navaratnam, Bhattacharya et al. 1995, Teh, Kimura et al. 2006). Por lo
tanto, las CDAs que conserven dichos residuos aromaticos conservados en sus
secuencias, tales como la CDA de M. musculus o incluso la humana podrian tener
actividad sobre ARN.
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Figura E6. Alineamiento de diferentes secuencias de CDAs con y sin actividad de union a

ARN. El alineamiento se realiz6 utilizando ClustalOmega y fue posteriormente visualizado en
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JalView. Los aminoécidos que constituyen el dominio desaminasa estdn destacados con
triangulos. Los residuos aromaticos que parecen jugar un papel destacado en cuanto a la
actividad de union al ARN estdn destacados con circulos. Trypanosoma brucei (CDA-like
UniProtKB — Q38A89), Leishmania major (CDA-like UniProtKB — Q4Q0G6), Escherichia coli
(CDA UniProtKkB — POABF6), Trypanosoma brucei (CDA UniProtKB - Q38FM3),
Saccharomyces cerevisiae (CDA-1 UniProtKB — Q06549), Caenorhabditis elegans (CDA-1
UniProtkKB — Q22922; CDA-2 UniProtKB — Q20628), Brugia pahangi (CDA UniProtKB —
Q93143), Bacillus subtilis (CDA UniProtkKB — P19079), Homo sapiens (CDA UniProtkKB —
P32320), Mus musculus (CDA-like UniProtKB — P56389).

Si observamos el alineamiento de la figura E6, destaca el hecho de que ThCDA
presenta en su secuencia un residuo de tirosina (Tyr84) como la CDA de B. pahangi
(Tyr69), la de M. musculus (Tyr79) y la humana (Tyr79), haciendo sospechar que
TbCDA podria presentar actividad sobre ARN, aunque no presenta el residuo
conservado de fenilalanina, sino que se trata de una valina (Val123), que si se encuentra
en las secuencias de B. pahangi (Phe98), M. musculus (Phel09) y la humana (Phel09).
En cualquier caso, se ha especulado con el hecho de que esta fenilalanina podria tener
mas un papel estructural que relacionado con una hipotética interaccion con el ARN
(Teh, Kimura et al. 2006). Por el contrario, en la secuencia de TbCDA-like, no se
observa ninguno de estos residuos aromaticos conservados, aunque seria algo esperable
puesto que se trata de una CDA perteneciente a una rama divergente respecto a las
CDAs implicadas en el salvamento de pirimidinas (lyer, Zhang et al. 2011) y ademas
presenta en su secuencia un dominio tipo zinc-finger (Kramer, Kimblin et al. 2010) que

seria el responsable de la aparente interaccion de TbCDA-like con el ARN.

E.2.4. TbCDA-like esta implicada en la respuesta a estrés en T. brucei

Un aspecto clave dentro de la regulacion de la expresion génica es el control de
los diferentes ARNm en el citoplasma mediante la regulacién de su traduccion,
estabilidad y/o localizacion subcelular. Procesos que a menudo estdn conectados entre
si. Frecuentemente, la iniciacion de la traduccion y la degradacion de los ARNms estan

inversamente relacionados y de hecho estos procesos suelen compartir algunas proteinas
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(Buchan y Parker 2009). En células eucariotas los ARN que no se estan traduciendo
pueden acumularse fundamentalmente en dos tipos de grénulos constituidos por
ribonucleoproteinas: los cuerpos de procesamiento (processing bodies, P-bodies) y los
granulos de estrés (SGs), cuya existencia es un claro reflejo de la organizacién dindmica
de los ARNs y las proteinas que interaccionan con ellos.

Los P-bodies se encuentran de forma constitutiva en las células y
tradicionalmente han sido considerados lugares de degradacion de los ARNm. Sin
embargo, se ha observado que en levaduras y células de mamifero los ARNm se pueden
desplazar desde los P-bodies hacia los polisomas sugiriendo que estos foci, ademas de
estar implicados en degradacion del ARNm, pueden jugar un papel en su
almacenamiento (Cassola, De Gaudenzi et al. 2007). De hecho, se ha sugerido que el
secuestro de diversos ARNm permite su rapida movilizacion para ser traducidos,
evitando asi que tengan que volver a transcribirse, procesarse y exportarse desde el
nacleo. Se trataria por tanto de un sistema alternativo para el transporte de ARNm
especificos desde o hacia los P-bodies para regular la traduccion de proteinas en funcion

de las necesidades de la célula (Ivanov, Kedersha et al. 2019).

El estrés celular implica una rapida reprogramacion del metabolismo del ARN, de
modo que el ensamblaje de los SGs ocurre una vez se ha producido el estimulo
estresante como consecuencia del arresto de la traduccion, de manera que la principal
funcion propuesta para los SGs consistiria en el almacenamiento de los ARNm durante
las situaciones de estrés celular (Kramer, Queiroz et al. 2008, Fritz, Vanselow et al.
2015). Se ha sugerido que los SGs actiian como centros de sefializacion de un “estado
de emergencia” en la célula y que estan implicados en el reclutamiento de una serie de
moléculas sefializadoras relacionadas con la supervivencia celular y su adaptacion, o por
el contrario en la induccion de la apoptosis (Ivanov, Kedersha et al. 2019), coordinando

los eventos de sefializacion tanto a nivel del citoplasma como del nicleo.

En T. brucei, asi como en el resto de tripanosomatidos, la expresion génica
presenta la peculiaridad de que la ARN polimerasa Il no parece transcribir
selectivamente genes individualizados, sino que la transcripcién es policistrénica de
manera que la regulacion de la expresion génica depende casi absolutamente de
mecanismos de control post-transcripcional basados en proteinas de union a ARN que

regulan tanto la traduccién como la estabilidad del ARNm. En este sentido, los granulos
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de ARN juegan un papel fundamental y, de hecho, los tripanosomatidos presentan un
amplio repertorio de estructuras de este tipo (Fritz, Vanselow et al. 2015) como son: los
P-bodies (Cassola, De Gaudenzi et al. 2007, Kramer, Queiroz et al. 2008), los SGs que
se forman en condiciones de estrés nutricional o choque térmico (Cassola, De Gaudenzi
et al. 2007, Kramer, Queiroz et al. 2008), los granulos que se forman en la periferia del
ndcleo como consecuencia de la inhibicién del proceso de trans-splicing (Kramer,
Marnef et al. 2012), los granulos del polo posterior y los granulos que contienen
mitades de ARNts (Kramer 2014).

Los granulos de estrés nutricional son de mayor tamafio que los P-bodies y
posiblemente estan implicados en el almacenamiento y estabilizacion de los ARNm
(Kramer, Queiroz et al. 2008, Fritz, Vanselow et al. 2015) durante el ciclo de vida de
estos parasitos. A lo largo del ciclo de vida de T. brucei cada etapa de diferenciacion
requiere de un profundo cambio en la expresion génica de un elevado porcentaje de
genes. De hecho, de forma similar a lo que ocurre con Plasmodium spp. existe
alternancia entre fases proliferativas y no proliferativas en las que debe producirse una
represion de la traduccion. Un claro ejemplo de ello serian las formas sanguineas
rechonchas o stumpy que estan a la espera de ser captadas por el insecto vector (Kramer
2014).

En T. cruzi se ha descrito la formacion de SGs en los epimastigotes en el interior
del insecto vector, lo que pone de manifiesto la mas que probable implicacion de estas
estructuras en la fisiologia del parasito a lo largo de su ciclo de vida (Cassola, De
Gaudenzi et al. 2007). En el caso de T. brucei se ha descrito la formacion de SGs en las
formas prociclicas (Cassola 2011, Kramer 2014) que muy probablemente estan
expuestas a condiciones de cambios de temperatura y escasez de nutrientes en el interior

del vector de forma similar a lo que ocurre con T. cruzi.

En T. brucei, las estructuras tipo P-bodies se expresan de manera constitutiva, al
igual que ocurre en levaduras y células de mamifero y estan constituidas principalmente
por la helicasa ThDhhl, el represor de la traduccion TbSCD6, la exorribonucleasa
TbXRNA vy el factor de iniciacién de la traduccién ThelF4E1. Estos granulos estan en
equilibro con los polisomas, tal y como demuestra el hecho de que dichas estructuras
desaparecen cuando el tratamiento con cicloheximida conduce al secuestro de los

ARNmMs en los polisomas (Cassola 2011, Kramer 2014). Por otra parte, los SGs que se



Discusién | 186

forman en condiciones de estrés nutricional son a menudo dificiles de distinguir puesto
que pese a ser de mayor tamafo también estan constituidos por las proteinas TbDhh1,
ThSCD6 y ThXRNA. Sin embargo, presentan tres de los cuatro ort6logos del factor de
iniciacion de la traduccion eucariota elF4E (TbelF4E1-3), las proteinas PABP1 y
PABP2 (poly(A) binding protein 1y 2) y la proteina de union a ARN ThDRBD3 entre
otras. Asi mismo, parecen almacenar y estabilizar ARNms poliadenilados durante
periodos prolongados de inhibicidn de la traduccion (Kramer 2014).

La correcta progresion de las diferentes etapas del ciclo de vida de estos parasitos
depende del control del acceso del ARNm a la maquinaria de traduccion mediante
diferentes mecanismos como la fosforilacion del factor de iniciacion de la traduccion
elF2a, los micro-ARNs y las proteinas de union a ARN. En este sentido, los granulos de
ARN constituyen un mecanismo regulatorio conservado en todos los organismos
eucariotas y probablemente con funciones similares en organismos unicelulares y
pluricelulares (Kramer 2014). En definitiva, los SGs en tripanosomatidos podrian estar
jugando un papel fundamental en la regulacién de la traduccion mediante el
reclutamiento de los ARNm que se almacenarian en estado quiescente sin ser traducidos
y evitando su degradacion, permitiendo al parasito restaurar su crecimiento cuando las

condiciones ambientales sean las adecuadas.
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Figura E7. Esquema que muestra la dindmica de los P-bodies y los granulos de estrés en
T. brucei y la implicacion de TbCDA-like en los mismos. En condiciones Optimas de
crecimiento los ARNms estan siendo continuamente traducidos en los polisomas, estructuras
que estan en equilibrio con los P-bodies que se expresan constitutivamente en la célula y en los
que se produce el secuestro de diversos ARNms, que pueden ser degradados o devueltos
posteriormente a la traduccion. En condiciones de estrés nutricional los ARNmMs son
secuestrados en estructuras denominadas granulos de estrés con una composicion similar a los
P-bodies y en los que se produce la represion de la traduccién para mantener a la célula en un
estado quiescente. Cuando las condiciones vuelvan a ser 6ptimas, los ARNms pueden volver a
ser traducidos en los polisomas reactivando el metabolismo de la célula. Figura creada con
BioRender. PABP1/2 (poly(A) binding protein 1/2), SCD6 (suppressor of clathrin deficiency
6), DRBD3 (double RNA binding domain protein 3), XRNA (5°-3” exoribonuclease A), Dhhl
(DEAD box RNA helicase).

En este sentido, la localizacion de TbCDA-like en dichas estructuras podria

implicar su secuestro para evitar que ejerza su actividad catalitica sobre determinados
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ARNSs. Dicha actividad catalitica podria conducir a la obtencion de diferentes isoformas
0 variantes de una proteina concreta de manera analoga a lo que ocurre con APOBEC1
(Lerner, Papavasiliou et al. 2018). Podria también procesar la edicion de determinados
ARNIts necesaria para su correcta funcion en la sintesis de proteinas a nivel citosolico o
mitocondrial como ocurre con CDAT8 que edita la citidina en posicién 8 de los ARNts
del &cido aspartico, la cisteina y la histidina en M. kandleri (Randau, Stanley et al.
2009) o la recientemente descrita TomCDAT (CDA mitocondrial que actia sobre
ARNLt) implicada en la desaminacion de la primera Ctd del anticodon del ARNt del
triptéfano en T. brucei (Paris, Svobodova et al. 2021). Es importante destacar en este
sentido que los ARNts en T. brucei son sintetizados en el ndcleo para ser importados
posteriormente a la mitocondria (Simpson, Suyama et al. 1989, Hancock and Hajduk
1990, Schneider 1994) de manera que en algunos casos, puede ser necesaria la

desaminacion de alguna de sus posiciones para su correcta actividad.

Finalmente cabe destacar el posible papel de ThCDA-like en el control de la
diferenciacion de T. brucei, de manera analoga a lo que ocurre en hongos filamentosos
que al igual que los tripanosomatidos carecen de ortdlogos de ADAR y en los que se ha
descrito recientemente la desaminacion de adenosina a inosina en ARN y su implicacion
en la diferenciacion sexual (Bian, Ni et al. 2019). Ademas, se ha especulado con el
hecho de que a menudo los hongos se diferencian para llevar a cabo el ciclo de
reproduccion sexual cuando las condiciones ambientales son adversas, como es el caso
del estrés por falta de nutrientes o por choque térmico (Hadany and Otto 2007, Wallen
and Perlin 2018), condiciones en las que se ha descrito la formacion de granulos de
estrés en T. brucei. En cualquier caso por el momento no existe ninguna evidencia de la
existencia de un proceso de desaminacion enzimatica de ARNm en Trypanosoma brucei
que permitiera especular con los posible sustratos. El papel exacto de ThoCDA-like en el

metabolismo de RNA por tanto queda por ser determinado.
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. CONCLUSIONES

Trypanosoma brucei expresa una citidina desaminasa (TbCDA) con un alto grado
de homologia con otros ort6logos eucariotas como la enzima humana. TbCDA se
dispone en forma de homotetramero en su conformacion nativa y presenta 3
residuos de cisteina que se coordinan con el zinc y 2 residuos de tirosina implicados
en la estabilizacion de la estructura y la union al sustrato, caracteristicos de las
CDAs tetraméricas descritas hasta fecha.

ThCDA sigue una cinética de Michaelis-Menten y desamina eficientemente
citidina, desoxicitidina y analogos de éstos tales como la 5-metil-2’-desoxicitidina.
Los pardmetros cinéticos obtenidos son del mismo orden de magnitud que los de
otras CDAs de diferentes organismos. No presenta actividad frente a dCMP ni
citosina.

La reduccion de la expresion de TbCDA produce un fenotipo de pérdida de
viabilidad que puede revertirse mediante la adicion de concentraciones elevadas de
timidina o desoxiuridina, lo que apoya su papel en la sintesis de timidilato (dTMP).
ThCDA actuaria desaminando desoxicitidina para generar desoxiuridina que sera
fosforilada hasta dUMP via TbTK.

TbCDA es una enzima mitocondrial tanto en las formas sanguineas como
prociclicas de T. brucei, reforzando la importancia de dicho organulo en el
metabolismo de pirimidinas.

El hecho de que la dCMP desaminasa humana no sea capaz de compensar la
ausencia de la ThdUTPasa demuestra que ésta no juega un papel relevante en la
provision de dUMP para la sintesis de dTMP. Por lo tanto, el papel esencial de la
ThdUTPasa seria el mantenimiento del ratio dUTP/dTTP en T. brucei.

T. brucei expresa una citidina desaminasa — like (TbCDA-like) de funcion
desconocida perteneciente a una rama divergente dentro del clado derivado de las
citidina desaminasas. Es una proteina altamente conservada en kinetoplastidos, cuya
secuencia se caracteriza por presentar un dominio tipo CDA en la region C-terminal
y un dominio de dedos de zinc que sugiere su posible papel actuando sobre acidos
nucleicos.

TbCDA-like es una proteina esencial tanto en la forma sanguinea como prociclica

de T. brucei. La sobreexpresiéon y la deficiencia de la enzima afectan
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significativamente a la proliferacion del parésito y a la progresion del ciclo celular,
sugiriendo que los niveles de expresion estan altamente regulados. Asi mismo, la
activacion de la cascada de sefalizacion de dafio mediada por la histona yH2A,
confirma la implicacion de TbCDA-like en el mantenimiento de la integridad
genomica.

La deficiencia de ThCDA-like afecta al perfil metabolémico con una destacada
acumulacién de CMP y en menor medida de citosina y orotato, asi como una
afectacion generalizada de los y-glutamil aminoécidos y otros metabolitos
implicados en el metabolismo de aminoacidos. Por otra parte esta implicada en el
mantenimiento del ratio CTP/UTP, sugiriendo que participa en la homeostasis del
CTP u otros derivados de la citidina.

Estudios de irradiacion con luz UV vy posterior extraccion del ARN en base al
método del tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo, demuestran que TbCDA-like
presenta actividad de unién a ARN.

ThCDA-like se localiza en el citoplasma de las células prociclicas de T. brucei
mostrando un patron granulado caracteristico de proteinas que interaccionan con
ARN. Cuando se somete a los parasitos a condiciones de estrés nutricional la
enzima se relocaliza en estructuras denominadas granulos de estrés, reforzando la
hipdtesis de que ThCDA-like estd implicada en el metabolismo de ARN en T.
brucei.

Estudios de RNAseq demuestran que la sobreexpresion de TbCDA-like afecta a la
expresion de genes implicados en el metabolismo de nucle6tidos y ARN, lo que

parece indicar un papel de la enzima en ambos procesos.
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