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“No estalla como las bombas ni suena como los tiros. Como el hambre, mata callando. Como el
hambre, mata a los callados: los que viven condenados al silencio y mueren condenados al
olvido. Tragedia que no suena, enfermos que no pagan, enfermedad que no vende. El mal de
Chagas no es negocio que atraiga a la industria farmacéutica, ni es tema que interese a los
politicos ni a los periodistas. Elige a sus victimas en el pobrerio. Las muerde y lentamente,
poquito a poco, va acabando con ellas. Sus victimas no tienen derechos, ni dinero para comprar

los derechos que no tienen. Ni siquiera tienen el derecho de saber de qué mueren”.

(Informe Clinico, Eduardo Galeano, Chagas: una tragedia silenciosa,

Médicos Sin Fronteras, Editorial Losada, 2005)



Transporte de Riboflavina en Tripanosomatidos: Novedoso Blanco Terapéutico

RESUMEN

La riboflavina (vitamina B2) es un nutriente esencial para todo tipo celular estudiado, siendo el
precursor de los cofactores flavin mononucleétido (FMN) y flavin adenin dinucleétido (FAD). Los
metazoos, incluyendo al humano, carecen de la via biosintética de riboflavina y la obtienen de la
dieta a través de transportadores especificos (familia SLC52). Muchos patdgenos sintetizan
riboflavina de novo mientras otros la incorporan a través de transportadores especificos,
estructuralmente diferentes de los transportadores presentes en los metazoos. Por la
esencialidad de la riboflavina y las diferencias entre patégenos y hospedadores, las vias de
obtencién de riboflavina fueron propuestas como potenciales blancos terapéuticos contra los
patdgenos.

Los tripanosomatidos son un grupo monofilético comprendiendo parasitos responsables de
graves enfermedades en humanos tales como Trypanosoma cruzi (Enfermedad de Chagas),
Trypanosoma brucei (Tripanosomiasis Humana Africana) y Leishmania spp. (Leishmaniasis
cutanea, mucocutanea y visceral). Otros tripanosomatidos son fitoparasitos, como Phytomonas
spp., generando grandes pérdidas en economias regionales de Sudamérica.

En esta tesis se estudié metabolismo (posibles rutas de obtencidn por biosintesis y/o transporte)
de riboflavina en tripanosomatidos asi como su rol bioldgico en los distintos estadios celulares.
Nuestros resultados mostraron que las flavinas son esenciales para la proliferacion de
tripanosomatidos. La riboflavina es incorporada a través de un mecanismo mediado por un/os
transportador/es saturable/s. Mds aun, procesos bioldgicos de T. cruzi como la metaciclogénesis
y replicacién de epimastigotes y de amastigotes en células de mamiferos son dependientes del
transporte de riboflavina. Mediante analisis bioinformaticos, identificamos una nueva familia de
transportadores de riboflavina a la que llamamos “RibJ” y caracterizamos funcionalmente los
transportadores RibJ de T. cruziy T. brucei. Interesantemente, los analisis filogenéticos mostraron
gue RibJ es especifica para tripanosomatidos y no esta relacionada con ninguna de las 3 familias
descriptas en eucariotas. Dado que riboflavina es esencial para tripanosomatidos, que se obtiene

por transporte y que RibJ es estructuralmente distinto a los transportadores de otros eucariotas,



incluidos los hospedadores, RibJ puede postularse como nuevo blanco para el disefio de drogas

con potencial uso en el desarrollo de terapias tripanocidas.

Palabras Claves
Riboflavina, vitamina B2, FAD, FMN, transportador, tripanosomatidos, RibJ, Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei, Leishmania mexicana, Phytomonas Jma, Crithidia fasciculata, Tritryps,

blanco terapéutico.



Riboflavin Transporter in Trypanosomatids: Novel Therapeutic Target

ABSTRACT

Riboflavin (vitamin B2) is an essential nutrient for all studied living cells, being the precursor of
flavin mononucleotide (FMN) and flavin adenine dinucleotide (FAD) cofactors. Metazoa, including
humans, lack the riboflavin biosynthetic pathway and obtain this vitamin from the diet through
its riboflavin transporter (SLC52 family). Many pathogens synthesize riboflavin de novo while
others incorporate it through specific riboflavin transporters, structurally different from those
present in metazoans. For these reasons, the riboflavin pathways have been proposed as
therapeutic targets against pathogens.

Trypanosomatids are a monophyletic group encompassing parasites responsible of serious
human diseases including Trypanosoma cruzi (Chagas disease), Trypanosoma brucei (Human
African Trypanosomiasis) and Leishmania spp. (cutaneous, mucocutaneous, and visceral
leishmaniasis). Other ones are phytoparasites, as Phytomonas spp., generating regional economic
losses in South America.

In this Thesis, we have studied the metabolism (biosynthesis and transport) of riboflavin in
trypanosomatids, defining the biological role of this vitamin at the different cellular stages. Our
results show that flavins are essential for trypanosomatids proliferation, and that riboflavin is
incorporated through a saturable carrier-mediated process. Moreover, we have found that
parasites proliferation and T. cruzi metacyclogenesis and amastigote replication in mammalian
cells are dependent on flavin transport. By bioinformatics analysis, we have identified a novel
family of riboflavin transporters, which we named RibJ, functionally characterizing two relevant
members from this family: TcRibJ and TbRibJ from T. cruzi and T. brucei, respectively.
Interestingly, the phylogenetic analysis show that RibJ is specific for trypanosomatids and it is not
related with the other three families described in eukaryotic cells. This work highlights the
essentiality of riboflavin metabolism for trypanosomatids and presents RibJ as an attractive target
for drug design. Specifically blockage of riboflavin transport may lead to novel therapeutics

against trypanosomiasis.



KEYWORDS

Riboflavin, vitamin B2, FAD, FMN, transporter, trypanosomatids, RibJ, Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei, Leishmania mexicana, Phytomonas Jma, Crithidia fasciculata, Tritryps, drug

target.
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Tripanosomatidos: estadios celulares y morfologia

Los tripanosomatidos son pardsitos eucariotas unicelulares, la mayoria de los cuales parasitan
exclusivamente invertebrados; sin embargo algunos de ellos cumplen parte de su ciclo como
parasito patdgeno de vertebrados (incluidos el humano) o plantas (H. Lopes 2010).

A lo largo de su ciclo bioldgico los tripanosomatidos presentan distintos estadios celulares con
una morfologia distinguible en cada caso, segun los diversos ambientes que ocupan y sus
funciones bioldgicas (Figura I-1). Las diferentes formas se diferencian por las dimensiones, la
posicidn relativa del complejo kinetoplasto - bolsillo flagelar - nucleo, la presencia o ausencia
de un flagelo funcional, y si el mismo estd o no adherido al cuerpo del parasito:

1 los epimastigotes son células prolongadas cuyo bolsillo flagelar se encuentra ubicado
en uno de sus laterales, y junto con el kinetoplasto, se localizan anterior al nicleo. Ademas, su
flagelo se encuentra adherido al cuerpo celular;

{ los tripomastigotes son similares a los anteriores, salvo que su complejo kinetoplasto -
bolsillo flagelar se encuentra posterior al nucleo;

1 los promastigotes y coanomastigotes tienen un flagelo no adherido al cuerpo celular y
el complejo kinetoplasto - bolsillo flagelar se ubica anterior al nicleo. Los promastigotes son de
forma alargada, mientras los coanomastigotes son redondeados en su parte posterior pero
truncados en la parte anterior;

1 los amastigotes son células redondeadas no modviles debido a que su flagelo es muy

corto y no emerge del bolsillo flagelar.



INTRODUCCION

Figura I-1. Estadios celulares y la morfologia de los tripanosomatidos, con los que se trabajé a lo
largo de esta tesis. Adaptado de Lopes et al (H. Lopes 2010).

Ciclos de vida

Alo largo de sus ciclos de vida, los cambios morfoldgicos de estos microorganismos se acompafian
de adaptaciones a nivel bioquimico, metabdlico, de expresién génica, etc. en respuesta a los
cambios ambientales a los que se enfrentan. A grande rasgos, los tripanosomatidos alternan entre
dos estadios altamente especializados: un estadio proliferativo y otro infectivo. El estadio
proliferativo es considerado como una adaptacion al hospedador, mientras que el estadio

infectivo, es una pre-adaptacion al siguiente hospedador (Wheeler et al. 2013).

Los tripanosomatidos pueden clasificarse segun el tipo de ciclo de vida (Votypka et al. 2015):

1 monogeneico, en la que sélo infecta a un tipo de hospedador, generalmente
invertebrado. Entre ellos, se destacan los tripanosomatidos del género Crithidia, Lotmaria,
Leptomonas y Herpetomonas;

] digeneico, alterna entres 2 hospedadores: uno invertebrado y el otro vertebrado o una
planta. Entre los tripanosomatidos digeneicos se incluyen pardsitos patégenos para el hombre,
siendo responsables de graves enfermedades: Trypanosoma cruzi (agente causal de la

Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana), Trypanosoma brucei (responsable de la
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Enfermedad del Suefio o Tripanosomiasis Humana Africana), y varios tipos de leishmaniasis
(cutanea, mucocutanea o visceral) causadas por distintas especies del género Leishmania. Otros
pardsitos digeneicos de importancia agrondmica son los tripanosomatidos del género

Phytomonas (Jaskowska et al. 2015).
Trypanosoma cruzi

El Dr. Carlos Chagas fue el primero en identificar al parasito T. cruzi (quien inicialmente lo
denominé Schizotrypanum cruzi, en honor al médico y su mentor Oswaldo Cruz) como el agente
responsable de la Enfermedad de Chagas en 1909; y en poco mas de un afio, describid al parasito
en sus distintas formas, su ciclo de vida, sus hospedadores y diversos cuadros clinicos asociados

a la enfermedad (Naquira & Cabrera 2009).

El ciclo de vida de T. cruzi alterna entre 4 formas morfoldgica- y biolégicamente distintas. El
tripomastigote metaciclico (estadio infectivo) se desarrolla en el intestino posterior del vector
triatomino (invertebrados pertenecientes a la familia Reduviidae). Esta forma del parasito ingresa
al hospedador mamifero a través de las heces del vector e infecta diversos tipos de células (entre
ellas, macrofagos, células musculares, etc.). Una vez en el citoplasma de la célula, el pardsito se
diferencia a la forma amastigote (estadio replicativo) que, luego de multiplicarse varias veces, se
transforma a tripomastigote sanguineo (estadio infectivo). El gran aumento en el nimero de
parasitos intracelulares provoca la lisis de la célula hospedadora, liberando las formas amastigote
y tripomastigote sanguineo que pueden invadir células vecinas o acceder, por capilares y vasos
sanguineos, a otros tejidos del hospedador. Cuando el insecto vector se alimenta de personas o
animales infectados, ingiere los tripomastigotes sanguineos que diferencian a epimastigotes
(estadio replicativo) en su tubo digestivo (intestino medio). Hacia el recto del triatomino, los
pardsitos se diferencian a la forma infectiva de tripomastigote metaciclico, reinicidndose el ciclo

(Figura 1-2) (Atwood et al. 2005).
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Medio

Posterior|

Figura I-2. Representacion del ciclo de vida de T. cruzi. Las flechas azules indica el recorrido del
parasito T. cruzi en el sistema digestivo del insecto-vector. Figura adaptada de Lopes et. al (H. Lopes
2010).

Trypanosoma brucei

El microbidlogo y patdlogo escocés David Bruce fue el primero en identificar al parasito T. brucei
como el agente causal de la tripanosomiasis bovina en 1895 y, mediante posteriores
investigaciones realizadas a principios del siglo XX, estos pardsitos también se encontraron en
humanos (Steverding 2008).

El ciclo de vida de T. brucei comienza cuando la mosca Tsé-Tsé (género Glossina sp.) infectada con
la forma tripomastigote metaciclico (estadio infectivo contenido en las glandulas salivales),
ingiere sangre del mamifero y, al mismo tiempo, favorece el ingreso del tripanosomatido al
torrente sanguineo del hospedador. El tripomastigote metaciclico se diferencia a tripomastigote
sanguineo o Glong slender¢ (estadio replicativo), estableciendo y manteniendo la infeccion en el
hospedador mamifero. A diferencia de lo que sucede en T. cruzi, T. brucei es un parasito
extracelular permaneciendo libre en el torrente sanguineo; en algunos casos, atraviesa el
endotelio de los vasos sanguineos, alcanzando otros tejidos como el sistema nervioso central. En
el torrente sanguineo, la forma long slender se diferencia a tripomastigotes sanguineo o dshort
stumpyé, estadio infectivo y pre-adaptado para sobrevivir en la mosca Tsé-Tsé. Cuando el insecto
se alimenta de la sangre de personas o animales infectados, también ingiere pardsitos en el

estadio short stumpy. En el intestino medio de la mosca, se diferencia a tripomastigote prociclico
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(estadio replicativo), que migra hacia el proventriculo donde sufre una nueva reestructuracion
hacia la forma epimastigote (estadio replicativo). Estos migran hacia las glandulas salivares de la
mosca, donde se replican continuamente y se completa el ciclo con la diferenciaciéon hacia la

forma tripomastigote metaciclico (Figura I-3) (Langousis & Hill 2014).

Intestino _[
Medio

Figura I-3. Representacion del ciclo de vida de T. brucei. Las flechas azules indica el recorrido del
parasito T. brucei desde el intestino medio hacia las glandulas salivarias (pasando por el
proventriculo); las flechas rojas sefalan el camino desde estas glandulas hacia el exterior. Figura
adaptada de Lopes et. al (H. Lopes 2010).

Leishmania spp.

Si bien existen varios antecedentes de leishmaniasis que datan de varios cientos de afios atras,
no fue hasta el afio 1900 que se identificé al parasito responsable de la enfermedad, a manos del
doctor de la armada escocesa, Dr. William Leishman, y del profesor de fisiologia Charles Donovan
(Ul Bari 2006).

La infeccidn inicia cuando mosquitos del género Phlebotomus sp., Psychodopygus sp. o Lutzumyia
sp. se alimentan de sangre de mamiferos, permitiendo que las formas promastigotes metaciclicos
(estadio infectivo) ingresen al hospedador. Con la picadura del mosquito se liberan sustancias que
reclutan células del sistema inmune como macrdéfagos. Los promastigotes metaciclicos reconocen

y se asocian a la membrana del macréfago, seguido por la invasidon hacia el interior de esta célula
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via fagocitosis. Los fagosomas conteniendo parasitos maduran a través de la fusidon de lisosomas
y endosomas tardios, y forman la vacuola parasitoéfora. En este nuevo microambiente, se produce
la diferenciacidon hacia la forma amastigote (estadio replicativo). La continua divisién de estos
parasitos intracelulares lleva a la ruptura de la vacuola parasitéfora y del macréfago, dispersando
la infeccion hacia otras células fagociticas profesionales y otros tipos celulares como fibroblastos.
Cuando el mosquito se alimenta de mamiferos infectados, ingiere amastigotes que, en su
intestino medio abdominal, diferencian a la forma promastigote prociclico (estadio replicativo).
Esta forma migra al intestino medio toracico, y alli se diferencia a la forma promastigote
metaciclico (estadio infectivo), reinicidndose el ciclo (Figura 1-4) (Podinovskaia & Descoteaux

2015).

Figura I-4. Representacién del ciclo de vida de Leishmania sp. Las flechas azules indican el recorrido
que realizan estos pardsitos en el tubo digestivo del mosquito y el macréfago, seglin corresponda.
Figura adaptada de Lopes et. al (H. Lopes 2010).

Phytomonas spp.

Hace poco mas de 100 aiios, Lafont identificé el primer tripanosomatido presente en los tubos
laticiferos de plantas de Euphorbia pilulifera, las cuales mostraban severos defectos en su

crecimiento.
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Phytomonas sp. es un tripanosomatido trasmitido por insectos fitéfagos pertenecientes a 3
familias del orden Hemiptera: Lygaeidae (Nysius euphorbiae), Coreidae (Dicranocephalus agilis) y
Pentatomidae (Nezara viridula) (Camargo & Wallace 1994). Hasta el momento, sélo se conoce la
forma promastigotes de Phytomonas sp. que, a diferencia del resto de los tripanosomatidos,
tiene una forma espiralada. Cuando los insectos se alimentan de fluidos de plantas infectadas, los
parasitos ingresan a su tracto intestinal, alcanzan el hemocele y se dirigen hacia las glandulas
salivarias. Cuando los insectos se alimentan, los parasitos son inoculados a la planta a través de
su saliva (Figura I-5). Por otra parte, no es posible descartar que Phytomonas sp. sea transmitida

entre los insectos a través de la coprofagia (H. Lopes 2010).

’ﬁ ol o 7
Hemocele '[(L—:::,*
V e {
Salivarias

Figura I-5. Representacion del ciclo de vida de Phytomonas spp. Las flechas azules indican el
recorrido del parasito en el hospedador invertebrado. Figura adaptada de Lopes et. al (H. Lopes
2010).

Crithidia fasciculata

La primera observacion de flagelados en mosquitos fue realizada por Ronald Ross en 1898; y en
1902, los estudios de Louis Léger (basados en la descripcién de varios tripanosomatidos de
algunos dipteros) llevaron a la formacién del género Crithidia (Wallace 1966). Sin embargo en los
ultimos afos, este género sufrié importantes modificaciones. Esto se debe a que, inicialmente,
estos pardsitos fueron clasificados de acuerdo al criterio de “un parasito - un hospedador”; y
contrariamente al mismo, se demostré que existe una amplia variedad de niveles en la
especificidad pardsito — hospedador (Votypka et al. 2015). De esta manera, muchos de sus

miembros fueron reclasificados y, actualmente, C. fasciculata es el principal representante de
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este grupo. La forma replicativa coanomastigote coloniza el intestino del mosquito (género Culex
sp.), y algunos de ellos se diferencian a amastigote que se asocia al epitelio intestinal del
mosquito. El amastigote se libera al ambiente (en cuerpos de agua, flores, etc.) a través de las
heces o de otros hospedadores infectados muertos. Las larvas del mosquito, que viven en
ambientes acuaticos, se infectan con los amastigotes que persisten hasta que el hospedador
alcanza el estadio adulto. Estos amastigotes vuelven a diferenciarse hacia la forma

coanomastigotes (Figura 1-6) (Alcolea et al. 2014).

Figura I-6. Representacion del ciclo de vida de C. fasciculata. Las flechas azules indican el recorrido
del parasito en el mosquito y su larva. Figura adaptada de Alcolea et. al (Alcolea et al. 2014).

Patogénesis y Distribucion Geografica de Enfermedades Asociadas a Tripanosomatidos.

Seglin WHO! y PAHO?, las “Enfermedades Olvidadas” (o “Neglected Diseases¢) son aquellas que
reciben poca atencién, lo cual dificulta el acceso de millones de personas a los tratamientos
disponibles. Hoy en dia se distinguen 19 Enfermedades Olvidadas, entre las que se destacan la
Enfermedad de Chagas, la Enfermedad del Suefo vy los diferentes tipos de leishmaniasis (Garcia-

Bournissen et al. 2015).

Enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis Americana)

La Enfermedad de Chagas, histéricamente ha afectado a la poblacién latinoamericana de zonas

rurales pobres, cuya principal ruta de infeccidn es través del vector triatomino. Sin embargo, esta

! World Health Organization
2 pan American Health Organization
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enfermedad también puede ser transmitida por mecanismos independientes al vector: a través
de trasplantes de drganos y transfusiones de sangre infectadas, por la ingesta de alimentos
contaminados, por accidentes de laboratorio y congénitamente de la madre infectada al hijo
(WHO 2015). A causa de estas otras vias, en los Ultimos afios el Chagas se ha dispersado a regiones

tradicionalmente no endémicas (WHO 2015).

Fases de la Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas en humanos tiene dos fases (Rassi et al. 2012):

1 la fase aguda: dura unas 2 semanas y generalmente es asintomatica. En algunos
pacientes pueden desarrollarse sintomas inespecificos (entre ellos, fiebre prolongada,
agrandamiento del bazo, higado o nodos linfaticos, etc.); en otros puede aparecer el signo de
Romaria (cuando la entrada del parasito se produce atravesando la mucosa ocular, generando
un doloroso edema en el parpado y en los tejidos circundantes) y en otro casos —especialmente
asociados a ciertos géneros de vector- suelen observarse chagomas (eritemas y endurecimiento
en la zona de la piel donde se produjo la picadura).

] la fase crénica: se desarrolla unos 2 — 3 meses posteriores a la infeccidon. La
misma presenta una baja parasitemia y anticuerpos especificos contra T. cruzi. En la mayoria de
los casos, la enfermedad se mantiene indeterminada o latente por varios afos (hasta de por vida)
en la que no se desarrollan sintomas. EI 20 —40 % de los portadores de la enfermedad evoluciona
a una fase crdénica sintomatica caracterizada por cardiopatia severa, megaesdfago, megacolon o

problemas neurolégicos.

Distribucion geografica de la Enfermedad de Chagas

La Enfermedad de Chagas trasmitida por vector se encuentra localizada en 21 paises de América
Latina: Argentina, Belice, la Republica Bolivariana de Venezuela, Brasil, Chile, Colombia, Costa
Rica, Ecuador, El Salvador, Guyana Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua,
Panamd, Paraguay, Peru, el Estado Plurinacional de Bolivia, Surinam y Uruguay (Figura I-7) (WHO
2015), y también en el sur de los Estados Unidos (Bern et al. 2011).

Desde 1990, varios Paises del Cono Sur, América Central, Paises Andinos, Paises del Amazonas y

México, conjuntamente con PAHO, desarrollaron diversas estrategias para interrumpir la
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transmisién de la enfermedad. El relevamiento de este programa realizado en 2010 mostré que
en estas regiones hubo una reduccion del ~25 % en la muertes anuales asociadas a la enfermedad
y en el numero estimado de personas infectadas, y un 8 % en los casos de incidencia anual (Pan
American Health Organization & World Health Organization 2010). Sin embargo, varios paises no
pudieron cumplir con los objetivos propuestos.

A su vez, nuevos problemas se hicieron evidentes. Entre ellos, las sucesivas migraciones de
personas infectadas a ciudades dentro y fuera de América Latina, junto con las rutas de
transmision independiente de vector y la ausencia de controles para detectar al parasito T. cruzi,
llevaron a que la Enfermedad de Chagas alcance zonas tradicionalmente no endémicas. Si bien
Espafia es el pais con mayor nimero de inmigrantes infectados (47.000 — 67.000), la enfermedad
se dispersé también a Estados Unidos, Canada, Australia, Japdn y otros paises europeos como
Francia, Italia, Suecia, Suiza e Inglaterra (Figura 1-7) (Rassi et al. 2012). En consecuencia, la
Enfermedad de Chagas se volvid un problema de salud publica a nivel mundial, y hoy en dia, estos
paises tradicionalmente no endémicos también desarrollaron mecanismos para evitar las
infecciones asociadas a transfusiones y trasplantes de drganos, entre otros (Pan American Health
Organization & World Health Organization 2010).

Actualmente, la prevalencia de la Enfermedad de Chagas sigue siendo alta. De acuerdo a los
ultimos relevamientos realizados por WHO (WHO 2015), se estima que en todo el mundo existe
entre 7 — 8 millones de personas infectadas, causando entre 10.000 — 14.000 muertes por afo. A
su vez, estudios realizados por PAHO indican que existen 65 millones de personas en América que
viven en regiones de exposicion al vector y, por lo tanto, estdn en riesgo de contraer la
enfermedad

(http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_topics&view=article&id=10&Itemid=40743).
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Figura I-7. Distribucion global de la Enfermedad de Chagas. Informacién obtenida de WHO (World
Health Organization 2013).

Enfermedad del Suefio (Tripanosomiasis Humana Africana)

Esta enfermedad es causada por dos sub-especies del parasito T. brucei: T. b. gambiense
(responsable del 98 % de los casos reportados entre 2009 - 2011) y T. b. rhodesiense (solo el 2 %
de los casos). En general, la enfermedad causada por T. b. gambiense suele progresar lentamente,

mientras T. b. rhodesiense es responsable de la forma mas aguda (Lutumba et al. 2016).

Fases de la Enfermedad del Sueiio

Con ambas sub-especies de T. brucei, la enfermedad presenta dos fases:

1 hemo-linfatica: tripomastigotes sanguineos long slender se dispersan por el
torrente, pero la parasitemia resulta baja y fluctuante. Los sintomas en esta fase son inespecificos
(fiebre intermitente, malestar general, severos dolores de cabeza, articulaciones, musculares).
En menor medida suelen observarse linfoadenopatias (en axilas, en ingle y en la cervical), y
ensanchamiento de las glandulas localizadas en el tridngulo cervical posterior. La duracion de

esta etapa varia entre meses-afios (T. b. gambiense) o semanas-meses (T. b. rhodesiense).
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1 meningo-encefalica: los parasitos invaden el sistema nervioso central, causando
sintomas neuroldgicos especificos: trastornos en los patrones del suefio, confusién mental,

desdrdenes psiquiatricos, etc.

Distribucion geografica de la Enfermedad del Sueio

La Enfermedad del Suefio es endémica en 36 paises pertenecientes a la regién sub-sahariana
africana, principalmente en zonas rurales pobres. Segun los ultimos relevamientos realizados por
WHO, durante el periodo 2009 - 2011, la variante de la enfermedad causada por T. b. gambiense
afecta a Camerun, El Congo, Costa de Marfil, Guinea Ecuatorial, Gabdn, Guinea, Nigeria y Uganda,
guienes reportaron poco menos de 100 nuevos casos anuales; ademas Angola, la Republica
Centroafricana, Chad y Sudan del Sur registraron entre 100 y 1000 nuevos casos anuales. El Unico
pais que mostré mas de 1000 nuevos casos anuales fue la Republica Democratica del Congo,
sufriendo el 84 % de los casos reportados en 2011 (Figura I-8A) (World Health Organization 2013).
Desde el mismo afio, para el caso de T. b. rhodesiense, Kenia y Zimbabue registraron casos
esporadicos; Malaui, la Republica Unida de Tanzania y Zambia reportaron 100 nuevos casos
anuales; mientras Uganda mostré entre 100 - 200 nuevos casos anuales (Figura 1-8B) (World
Health Organization 2013).

Sin embargo, cabe destacar que algunos paises endémicos para la variante causada por T. b.
gambiense (como Gambia, Guinea-Bisdu, Liberia, Niger, Senegal y Sierra Leona) o por T. b.
rhodesiense (como Burundi, Etiopia, Mozambique y Ruanda) no desarrollaron actividades de
control de la enfermedad, por lo que hacen falta mediciones para estimar su estatus

epidemioldgico (World Health Organization 2013).

Estos mismos estudios indican que 70 millones de personas que viven en Africa estan en riesgo
de contraer la enfermedad. Segin WHO, gracias a los continuos esfuerzos para controlar la
enfermedad hubo un gran decrecimiento en el nimero de casos reportados a nivel global, por lo

gue existe un gran expectativa en lograr el control de esta enfermedad (WHO 2015).
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Figura 1-8. Distribucidon global de la Tripanosomiasis Humana Africana, causada por A) T. b.
gambiense, y por B) T. b. rhodesiense. Informacién obtenida de WHO (World Health Organization
2013).
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Leishmaniasis

La leishmaniasis es causada por al menos 20 especies diferentes de parasitos pertenecientes al
género Leishmania, y se estima que 90 especies de mosquitos son capaces de transmitir la

enfermedad en varias partes del mundo.

Tipos de Leishmaniasis

Existen 3 tipos de leishmaniasis: visceral, cutdnea o mucocutanea:

1 La leishmaniasis visceral (causada por L. donovani y L. infantum) resulta fatal si no se
trata adecuadamente. Generalmente, se manifiesta con fiebre prolongada e irregular, con
pérdida de peso, hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, pancitopenia, etc.; en las etapas
avanzadas de la enfermedad, se visualiza un severo adelgazamiento, anemia, sangrados internos,
ictericia, diarrea y neutropenia, entre otros (Hailu et al. 2016).

Algunas veces, después de los tratamientos evoluciona a la forma cutanea, caracterizada por
provocar erupciones maculares, maculopapulares y nodulares en la piel (rostro, cuello,
miembros, etc.) (Hailu et al. 2016).

f  La leishmaniasis cutanea (causada por L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L.
peruviana, L. mexicana, L. amazonensis, L. venezuelensis, L. major, L. tropica, y L. aethiopica)
causa Ulceras en la piel que, en algunos casos, desaparecen espontaneamente meses - afios
siguientes a la infeccidn; mientras en otros casos suelen dejar cicatrices desfigurantes y/o
incapacitantes. Un tipo particular de leishmaniasis cutanea es la forma difusa, causada por L.
aethiopica, caracterizandose por maculas, papulas, nédulos dispersos a lo largo de la piel. Esta
sub-forma no se cura espontaneamente, y suele reaparecer después del tratamiento (Hailu et al.
2016).

f  La leishmaniasis mucocutanea (causada por L. major, L. aethiopica, L. tropica y L.
infantum) afecta a las membranas mucosas del tracto respiratorio superior, destruyendo los

tejidos blandos de la nariz, boca y garganta (World Health Organization 2013).
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Distribucion geografica de leishmaniasis

Las diferentes formas de leishmaniasis afectan a 98 paises (Figura I-9A y B), estimandose 1,3
millones de nuevos casos anuales: 300.000 son de la forma visceral (90% de los cuales ocurre en
Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal, Sudan del Sur y Sudan), mientras 1 millén son del tipo
cutaneo (principalmente en Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, la Republica Isldamica de Iran,
Paquistan, Pery, Arabia Saudita, la Republica Arabe Siria y TUnez) o mucocutanea (Brasil, Perd y
el Estado Plurinacional de Bolivia) (World Health Organization 2013).

Desde 2007, WHO ha realizado multiples esfuerzos en expandir los programas de control de
leishmaniasis visceral, y en 2010 se establecieron protocolos para su control. Todo este trabajo
permitio sentar las bases para lograr la eliminacidon de esta forma de leishmaniasis en 2020, al

menos en el subcontinente indio (WHO 2015).
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Figura I-9. Distribucidn global de A) leishmaniasis visceral y B) leishmaniasis cutanea, en el periodo
2005-2010. Informacidn obtenida de WHO (World Health Organization 2013).

Infecciones en plantas por Phytomonas spp.

Los sintomas de enfermedades causadas por Phytomonas sp. dependen de la especie del
fitoparasito y del hospedador. Actualmente se han caracterizado varias enfermedades. Entre
ellas, el fitoparasito Phytomonas staheli es el agente causal de la enfermedad hartrot (del inglés

rotting of the heart: putrefaccion del corazén) de la palmera de coco (Cocos nucifera); este
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pardsito también causa la enfermedad conocida como “marchitez sorpresiva” del aceite de palma
(Elaeis guineensis). Ambas comienzan en las hojas y contindan hacia la raiz, siendo letales
(Jaskowska et al. 2015).

Por otro lado, Phytomonas leptovasorum causa la necrosis del floema de la planta de café
(Liberica coffee y Arabica coffee) (Jaskowska et al. 2015).

Una tercera especie nociva es Phytomonas frangai, y se cree que esta vinculada al sindrome de
raiz vacia en mandioca (Manihot esculenta). Esta enfermedad se caracteriza por un pobre

desarrollo de las raices y clorosis de las hojas (Jaskowska et al. 2015).

Distribucion geografica

Si bien estos fitoparasitos son nativos de América del Sur (afectando principalmente a Brasil), hoy
en dia se encontraron en otros lugares del mundo como Europa (Espafia y Francia), en Africa
(costa de Senegal), Asia (India, China, Kazajistdn) y Oceania (como el Estado Queensland de la

Mancomunidad de Australia) (H. Lopes 2010; Jaskowska et al. 2015) (Figura 1-10).

Figura 1-10. Distribucion global de Phytomonas spp. Informacion editada de Lopes et al. Y
Jaskowska et al. (H. Lopes 2010; Jaskowska et al. 2015).
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Tratamientos Actuales
Enfermedad de Chagas

Los tratamientos actuales para la enfermedad de Chagas se basan en la administracion de
benznidazol o de nifurtimox, compuestos que se desarrollaron a principios de la década del 70
por las farmacéuticas Hoffman-La Roche (Rochagan® en Brasil, Radanil® en Argentina) y Bayer
(Lampit®), respectivamente (Tabla I-1).

Con respecto al benznidazol, en 2003 Roche transfirié la licencia y la tecnologia a LAPEFE
(Laboratorios del Estado de Pernambuco), siendo el estado de Brasil el principal productor de la
droga. Sin embargo, debido a problemas de logistica, su produccion y distribuciéon fueron
discontinuadas en 2010. Recién en 2012, la compaiiia farmacéutica privada ELEA (en Argentina)
anuncid la produccién de un lote de benznidazol (Abarax®) (Molina et al. 2015).

Por otro lado, respecto del nifurtimox, a finales de la década del 90, Bayer dejé de producirlo a
causa de las bajas demanda y rentabilidad; pero debido a pruebas clinicas que mostraron su
eficacia contra la Enfermedad del Suefio y las presiones a cargo de organizaciones médicas (como
Médicos Sin Fronteras), Bayer reiniciod su produccién donandola para el tratamiento de ambas
enfermedades a través de WHO (Garcia-Bournissen et al. 2015).

Aungue sus mecanismos de accidon no estan completamente dilucidados, estos compuestos son
pro-drogas y deben ser metabolizados por el pardsito para ejercer su efecto tripanocida, por
desestabilizar el estado redox de los parasitos (Andrade Rajdo et al. 2014; Hall et al. 2011).
Algunas caracteristicas de estos tratamientos se resumen en la Tabla I-1.

Tabla I-1. Tratamientos utilizados contra la Enfermedad de Chagas, caracteristicas generales y
efectos adversos.

Benznidazol . .
. , Nifurtimox
(de primera linea)
Descubrimiento 1966 1970

Estructura Molecular

Administracion Oral Oral
Duracidn del tratamiento 60 dias 60 - 90 dias
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Fase aguda, 80 % de probabilidad de cura.
Nifos hasta 18 afios de edad con fase crénica, 60 % de probabilidad

Efectividad
de cura.
Adultos en fase crdnica, nula o baja efectividad

Dermatitis alérgica, Anorexia, nausea, vomitos, dolor

Efectos secundarios neuropatia periférica, abdominal, diarrea, insomnio,

(12-18 % de los leucopenia, ndusea, vomitos, irritabilidad, desorientacion,

pacientes suspenden el anorexia, pérdida de peso, polineuropatia, parestesias, dolor de
tratamiento) insomnio, pérdida de gusto, cabeza, mialgia, artralgia, mareo,
onicolisis vértigo

Datos resumidos de Molina et al. y Dumonteil et al. (Molina et al. 2015; Dumonteil et al. 2012).

Enfermedad del Suefio

Actualmente existen 4 drogas (pentamidina, suramina, melarsoprol y eflornitina) y 1 terapia
combinatoria (Nifurtimox-Eflornithine Combination Therapy, NECT) para el tratamiento de la

Enfermedad del Suefo, resumidas en la Tabla I-2.

Tabla 1-2. Tratamientos utilizados contra la Enfermedad del sueiio, caracteristicas generales y
efectos adversos.

Etapa hemo-linfatica

Pentamidina (T. b. gambiense) Suramina (T. b. rhodesiense)

Descubrimiento 1937 1920

Estructura Molecular

Administracion Intramuscular Endovenosa
Duracion del ,
. 7 dias 5 semanas
tratamiento
Efectividad Altamente efectiva (93 - 98 %) Altamente efectiva
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Reaccidn hipotensiva con

taquicardia, mareo, colapso y shock. Fiebre. Reacciones de hipersensibilidad
Reacciones inflamatorias (necrosis). (ndusea, colapso circulatorio, urticaria,
Efectos secundarios Disfuncion renal, hepatica 'y dermatitis exfoliativa, anemia)
pancreatica. Neurotoxicidad Dafio renal. Neurotoxicidad (neuropatia
(polineuropatia periférica y periférica). Toxicidad en médula dsea
disfuncion de médula dsea).
Cuidados médicos Atencidn hospitalaria y monitoreo Observaciones de las funciones renales

Etapa meningo-encefalica

NECT (T. b gambiense)
combinacion de
Nifurtimox y Eflornitina

Melarsoprol (T. b. gambiensey T. b.  Eflornitina (T. b.
rhodesiense) gambiense)

Descubrimiento 1949 1981 2009

Estructura Molecular

Nifurtimox: oral;

Administracion Endovenosa Endovenosa Eflornitina:
endovenosa
Nifurtimox: 10 dias;
Duracién del , 7 - 14 dias (28 a 56 " .
. 10 dias . . ( Eflornitina: 7 dias (14
tratamiento inyecciones) . i
inyecciones)
. . . Efectiva (83,5-84 Altamente efectiva (98
Efectividad Altamente efectiva (99 %) o( o (
%) %)
Sintomas
Inyecciones dolorosas. gastrointestinales ,
e ) - El nimero de efectos
Encefalopatia, fiebre. (ndusea, vomitos y
. . , . es menor que con las
Neurotoxicidad: polineuropatia diarrea). .
. - . monoterapias.
motora o sensorial, dolores de Toxicidad de médula ., . ,
. . , . Vomitos, nausea, dolor
. cabeza, rapido deterioro Osea (anemia,
Efectos secundarios L . . de cabeza o de
neurolégico, convulsiones, leucopenia)
, abdomen, dolor de
profundos estados de coma. Sintomas . .
. . .. articulaciones,
Reacciones dermatoldgicas. neuroldgicos .
. . ., . convulsiones e
Cardiotoxicas. Disfuncién renal y (convulsiones). insomnio
hepatica. Muerte en 5 % de los casos Muerte en 1,4 % de
los casos
Requiere de .
- Requiere de personal
Numerosas reapariciones de la personal entrenado
. - . entrenado
Cuidados médicos enfermedad en pacientes tratados adecuadamente
. . . adecuadamente para la
(parasitos resistentes) parala

. . ., administracion.
administracion.

Datos resumidos de Babokhov et al., Stich et al. y Lutumba et al. (Babokhov et al. 2013; Stich et al. 2015;
Lutumba et al. 2016).
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Por otra parte, algunas de estas drogas también tienen otras complicaciones. La pentamidina
presenta un alto costo, complicando su acceso por parte de las instituciones de salud de paises
de bajos ingresos. Gracias a la intervencion de WHO, una cantidad —limitada- de pentamidina es
donada para el tratamiento de la Enfermedad del Suefio (Stich et al. 2015).

Debido al efecto nefrotéxico de la suramina, deben realizarse controles regulares durante el
tratamiento aumentado los costos en su utilizacién (Stich et al. 2015).

Actualmente, la utilizacién de melarsoprol esta decayendo debido a sus efectos secundarios y al
aumento en la reaparicidén de pardsitos posteriores al tratamiento (Babokhov et al. 2013).

Por mucho tiempo, debido al alto costo y baja rentabilidad, la eflornitina fue categorizada como
“medicamento huérfano” (productos medicinales que, si bien son utiles, se utilizan en afecciones
tan infrecuentes que los fabricantes no estan dispuestos a comercializarlos) (Kennedy 2013).
Gracias a los efectivos esfuerzos y asociaciones entre WHO y compaiiias farmacéuticas, una

version intravenosa de eflornitina es producida y donada desde 2001 (Babokhov et al. 2013).
Leishmaniasis

Actualmente existen varias drogas terapéuticas para los diferentes tipos de leishmaniasis, y su
seleccidon depende de la disponibilidad y efectividad en las diferentes regiones (algunos de ellos

se muestran en la Tabla I-3):
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Tabla 1I-3. Tratamientos utilizados contra diferentes formas de leishmaniasis, caracteristicas
generales y efectos adversos.

Antimoniales
pentavalentes

Anfotericina B desoxicolato

Miltefosina

Paromomicina

Descubrimiento

Estructura
Molecular

Administracion

Duracion del
tratamiento

Efectividad
(probabilidad
de cura)

Efectos
secundarios

Cuidados
médicos

1940

Intralesionalmente en
forma cutanea.
Endovenosa o
intramuscular para
forma visceral.
10 - 20 dias parala
forma cutanea.
30 dias para la forma
visceral.

80 % forma cutanea.
100 % forma visceral

Fallas cardiacas, mialgia,
artralgia. Fallas
hepaticas, pancredticas

Monitores continuo
durante el tratamiento

1960

Oral

Endovenosa

28 dias para
forma cutaneay
visceral.

30 dias forma cutaneay
visceral.

53-91 % para
forma cutanea.
94 - 95 % para
forma visceral

100 % para la forma visceral

Efectos
gastrointestinales,
hepatotoxicidad.
Nefrotoxicidad.
Teratogénico

Reacciones en la infusion.
Nefrotoxicidad. Miocarditis.
Hipocalemia

Monitores
continuo durante
el tratamiento

Internacion durante el
tratamiento

2006

Formulaciones
topicas para forma
cutanea.
Intramuscular para
forma visceral
10 - 20 dias para
forma cutanea.
21 dias para forma
visceral
74 - 80 % para
forma cutanea.
14 - 95 % para
forma visceral,
dependiendo de la
region.
Inyecciones
dolorosas.
Ototoxicidad. Dafio
hepatico.
Nefrotoxicidad

Datos resumidos de Sundar et al. y McGwire et al. (Sundar & Chakravarty 2013; McGwire & Satoskar 2014).

23



INTRODUCCION

Estas drogas también tienen otras complicaciones. Existen variantes de leishmaniasis que son
refractaria a los antimoniales pentavalentes (Sundar & Chakravarty 2013).

Para reducir los efectos de la anfotericina B desoxicolato, se hicieron varias reformulaciones
lipidicas reemplazando el desoxicolato con otros lipidos. De todos ellos, la formulacion
Anfotericina B liposomal (AmBisome®; Gilead Sciences; L-AmB) es la Unica aprobada por FDA3,
siendo altamente efectiva contra las leishmaniasis visceral y cutanea, con pocos efectos
secundarios y con solo 1 dia de hospitalizacién (Sundar & Chakravarty 2013). Sin embargo, su
costo resulta prohibitivo como solucion sanitaria (Sundar & Chakravarty 2013). La efectividad de

miltefosina es dudosa debido a la alta tasa de reapariciéon (Sundar & Chakravarty 2013).

Como puede observarse, los tratamientos consisten de la administracion de drogas (la mayoria
antiguas) durante un largo periodo, pero generan numerosos efectos adversos, de manera tal que
en muchos casos es necesario realizar desde continuos monitoreos hasta la internacion del
paciente, y finalmente, la suspensién del tratamiento. Por otra parte, son dificiles de administrar
por lo que se requiere de personal altamente entrenado y contar con la infraestructura adecuada,
lo cual incrementa los costos del tratamiento. Por lo tanto, aun es necesario buscar terapias

nuevas o complementarias a las existentes.

3 US Food and Drug Administration
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Caracteristicas Particulares de Tripanosomatidos como Posibles Blancos Terapéuticos

Ante este escenario terapéutico actual, una estrategia posible es buscar nuevos blancos
terapéuticos. Los blancos promisorios son componentes celulares o vias metabdlicas esenciales
para el patégeno — para que la terapia sea efectiva — y que, a la vez, estén ausentes o sean
sustancialmente diferentes en el hospedador —asegurando la selectividad - (Fernandes Rodrigues
et al. 2014). Existen estructuras y funciones celulares caractertisticas de T. cruzi y de
tripanosomatidos que estan ausentes o presentan notables diferencias con las células
hospedadoras; entre ellas se destacan los glicosomas, acidocalcisomas, kinetoplasto y
reservosomas asi como el sistema de membrana que rodea a los tripanosomatidos (Figura I-11A

y Recuadro I-1) (H. Lopes 2010).

Superficie Celular y Transportadores

La superficie celular de los tripanosomatidos esta formada por una membrana plasmatica que,
del lado externo, esta rodeada por una gran cantidad de glicoproteinas, glicolipidos, proteinas
ancladas a GPI (glicosil-fosfatidil-inositol) y que -en su conjunto- forman el glucocalix. En su cara
interna, la membrana se ancla firmemente a una red de microtubulos subpeliculares (Figura I-
11B), la cual rodea a todo el parasito manteniendo su forma (Fernandes Rodrigues et al. 2014).
Por su parte, el flagelo se encuentra rodeado por una membrana flagelar (Figura I-11B). A
diferencia del resto de los tripanosomatidos, las formas epimastigotes y tripomastigotes de T.
cruzi y T. brucei tienen la membrana flagelar fuertemente unida a la membrana plasmatica, a
través de una zona especializada de la superficie celular llamada Flagellum Attachment Zone
(FAZ). Desde su cara citosdlica, esta zona estd formada por microtubulos especializados (cuartetos
de microtubulos), el filamento FAZ y conexiones inter-membrana (Fernandes Rodrigues et al.
2014).

El bolsillo flagelar es una invaginacién de la membrana plasmatica en la base del flagelo, y que
carece de la red de microtubulos subpeliculares, siendo el sitio principal donde ocurren los

procesos de endocitosis y secrecion (Figura I-11B) (H. Lopes 2010).
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Las evidencias muestran que la membrana plasmatica, la membrana flagelar y el bolsillo flagelar
son morfoldgica, quimica y funcionalmente distintos entre si y respecto de la membrana
plasmatica de células hospedadoras (H. Lopes 2010). Una caracteristica que tienen en comun es

gue en todos estos dominios de la superficie celular se expresan transportadores de membrana
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(Landfear & Ignatushchenko 2001). Actualmente, gracias a la secuenciacién del genoma de varios
tripanosomatidos, se estima que entre 2-2,5 % de las proteinas se corresponden con posibles
transportadores (H. Lopes 2010), los cuales resultan esenciales ya que los tripanosomatidos
carecen de varias rutas biosintéticas de nutrientes, y estas proteinas permiten su incorporacion

desde el ambiente (Dean et al. 2014).

Figura I-11. Esquematizacion de los principales componentes celulares y del sistema de
membranas de 2 tripanosomatidos representativos. A) Diferentes componentes celulares de la
forma epimastigote de T. cruzi. En rojo se resaltan los componentes celulares aceptados como
potenciales blancos terapéuticos; en azul los que aun estan en discusion. Figura editada de Lopes et
al. 2010 (H. Lopes 2010). B) Estructura de membranas de la forma tripomastigote prociclico de T.
brucei, editado de Langousis et al. (Langousis & Hill 2014).
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Las proteinas transportadoras tienen un gran potencial como blanco terapéutico contra las
tripanosomiasis, resaltando la importancia de su identificaciéon y estudio de sus funciones
correspondientes, como asi también conocer las diferencias con los transportadores humanos
(Pereira et al. 2014; Dean et al. 2014). Por otro lado, estos transportadores median la
incorporacién de varios compuestos tripanocidas, y la pérdida de estas proteinas esta relacionada

con la resistencia a drogas terapéuticas (Pereira et al. 2014). Entre ellos se destacan:

Transportadores de Nucledsidos y Nucleobases

Todos los tripanosomatidos son incapaces de sintetizar purinas de novo y deben incorporarlas
desde sus hospedadores. En los ultimos afios se han descripto molecular y funcionalmente varios
transportadores de nucledsidos (Recuadro 1-2). Particularmente, el transportador de T. brucei
TbAT1 media la incorporacién de dos drogas utilizadas como tratamiento para la Enfermedad del

Suefio: melarsoprol y pentamidina; y mutantes en TOAT1 muestran una resistencia parcial a estas

drogas (Landfear 2011).

Transportadores de Aminoacidos

Los aminodcidos, ademas de su rol como mondmeros para la sintesis de proteinas, tienen varias
funciones bioldgicas como reguladores del estrés osmotico, precursores de varias vias
metabdlicas (poliaminas, pirimidinas, etc.) y como fuente alternativa de energia y carbono (Dean
et al. 2014). Recientemente, estudios analizando el genoma de varios tripanosomatidos indicaron

gue los parasitos carecen de enzimas que participan en las vias sintéticas de varios aminoacidos
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esenciales (arginina, lisina, isoleucina, valina, leucina, fenilalanina, tirosina, triptéfano e histidina)

y deben importarlos (Alves et al. 2013; Dean et al. 2014) (Recuadro 1-3).

Estos transportadores también cumplen un papel importante en la susceptibilidad a drogas

tripanocidas, encontrandose que parasitos de T. brucei que carecen del transportador

TbAAP24/TbAAT6 resultaron resistentes a eflornitina (Inbar et al. 2013).

Transportadores de Hexosas

La glucosa es un metabolito altamente importante para los tripanosomatidos, la cual se incorpora
a través de transportadores especificos (Recuadro I-4) y se metaboliza en los glicosomas para
obtener ATP (Recuadro I-1). Particularmente, parasitos de T. cruzi que presentan una baja
actividad del transportador de hexosa TCrHT muestran una mayor resistencia a benznidazol (dos
Santos et al. 2012), y mutantes nulas de transportadores de glucosa en L. mexicana presentan

una reducida capacidad infectiva (Landfear 2010).
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Acuaporinas

Las acuaporinas son transportadores ubicuos en la naturaleza, encargados de mover agua y
algunos solutos (como glicerol), favoreciendo que las células se adapten a los cambios osméticos.
En tripanosomatidos las acuaporinas (Recuadro I-5) son de gran importancia considerando los
diferentes cambios de hospedadores.

Estos transportadores son interesantes desde el punto de vista terapéutico ya que el homélogo
de LdAQP1 en L. major (LmAQP1) y el transportador TOAQP2 de T. brucei estan relacionados con
la susceptibilidad a antimonios pentavalentes y pentamidina/melarsoprol, respectivamente (Song

et al. 2014).

Transportadores de Poliaminas

Las poliaminas son policationes alifaticos esenciales para cualquier tipo celular, participando en

el crecimiento celular, desarrollo, sintesis de proteinas, etc. En tripanosomatidos solamente se
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identificaron transportadores en Leishmania sp. y T. cruzi (Recuadro 1-6). Estudios recientes
muestran que el transporte de poliaminas puede ser inhibido por pentamidina en L. major,
mientras que parasitos de T. cruzi sobre-expresando TCPAT12/TcPOT1 resultaron resistentes a
benznidazol y nifurtimox (Pereira et al. 2014; Reigada et al. 2016). Recientemente se identificaron

posibles inhibidores del transportador TCPAT12/TcPOT1, con resultados promisorios a nivel

preclinico (Alberca et al. 2016).

Transportadores de Vitaminas del Complejo B

Las vitaminas del complejo B comprenden a un grupo de nutrientes esenciales involucrados en
numerosos procesos celulares. Entre ellas se destacan tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina
B2), niacinamida (vitamina B3), dcido pantotenoico (vitamina B5), piridoxina (vitamina B6),
biotina, acido félico (vitamina B9) y cobalamina (vitamina B12).

Los transportadores de acido félico de la familia FBT (Recuadro I-7) resultan de gran interés, pues
se comprobé que son responsables de incorporar metotrexato (droga antineopldsica, andlogo de

acido fdlico), ejerciendo un efecto tripanocida (Dean et al. 2014).
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De este modo, los transportadores participan de la incorporacion de nutrientes esenciales para
los tripanosomatidos y, en algunos casos, son fundamentales para la infeccidn en el hospedador
vertebrado. Ademas, estos transportadores median la internalizacién de compuestos

tripanocidas, y la pérdida o sobre-expresion de los mismos conlleva a la resistencia a drogas

(Pereira et al. 2014).
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Metabolismo y transporte de riboflavina

La riboflavina (vitamina B2) es un compuesto esencial y ubicuo en la naturaleza, precursora de
las flavinas flavin mononucleétido (FMN) y flavin adenina dinucleétido (FAD). Ambas flavinas
actuan como cofactores de diversas proteinas (denominadas flavoproteinas) en una amplia
variedad de reacciones bioquimicas relevantes tales como deshidrogenacion de varios
metabolitos, transferencia de electrones entre centros redox, activacion de oxigeno por oxidacién
y reacciones de hidroxilacién. Dichas reacciones impactan sobre procesos bioldgicos -como la
reparacion del ADN- vy fisiolégicos -como la bioluminiscencia y el mantenimiento del ritmo

circadiano- (Fischer & Bacher 2006).

Sintesis de Riboflavina

Las plantas, hongos y la mayoria de los microorganismos son capaces de sintetizar riboflavina de
Novo (Abbas & Sibirny 2011). La sintesis de una molécula de riboflavina requiere de una molécula
de GTP y dos moléculas de ribulosa-5-fosfato (Figura 1-12), y sucede a través de los siguientes

pasos:

Paso 1: descarboxilacion de GTP (apertura del anillo de purina)

En todos los organismos, la sintesis de riboflavina comienza cuando una molécula de GTP sufre la
remocion de un atomo de carbono (liberado como formato), por parte de la enzima GTP

ciclohidrolasa Il (Paso 1, EC 3.5.4.25).

Pasos 2 v 3: deaminacion v reduccion de la cadena de ribosil (apertura del anillo de

ribosa)

Las siguientes dos reacciones consisten de la deaminaciéon del grupo amino y la reduccion del
grupo ribosil a ribitil. El orden de estas dos reacciones es diferente en bacterias y plantas respecto
de arqueas y hongos (Abbas & Sibirny 2011). En el primer grupo, sucede la deaminacién (2,5-
diamino-6-ribosilamino-4 (3H)-pirimidinona 5’ fosfato deaminasa (Paso 2a, EC 3.5.4.26)) seguida
de la reduccién (5-amino-6-ribosilamino—2,4 (1H, 3H)-primidinadiona-5’ fosfato reductasa
(Paso 3a, EC1.1.1.139)); mientras en arqueas y hongos, primero ocurre la reduccién (2,5-diamino-
6-ribosilamino-4 (3H)-pirimidinona 5’ fosfato reductasa (Paso 2b, EC 1.1.1.139)) y luego la

deaminacién (2,5-diamino-6-ribitilamino-4 (3H)-pirimidinadiona 5’ fosfato deaminasa (Paso 3b,
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EC 3.5.4.26)). Independientemente del orden de los pasos 2 y 3, el resultado final en ambos casos
es la obtencion de 5-amino-6-ribitilamino-2,4 (1H, 3H)-pirimidinadiona 5’ fosfato (Abbas & Sibirny
2011).

Paso 4: desfosforilacion de la cadena de ribitil

En este paso, la desfosforilacion oucrre a través de una fosfatasa perteneciente a la superfamilia
HAD (Haloacid Dehalogenase) cuya identidad se conoce desde hace relativamente poco en

bacterias y en plantas (Sa et al. 2016).

Pasos 5 vy 6: descarboxilacion de la ribulosa-5-fosfato y condensacién al precursor de
riboflavina (formacién del segundo anillo de Ia riboflavina)

Posteriormente, se adicionan 4 atomos de carbono, a partir del compuesto 3,4-dihidroxi-2-
butanona-4-fosfato (proveniente de la eliminacion de un atomo de carbono de la ribulosa-5-
fosfato a cargo de la enzima 3,4-dihidroxi-2-butanona-fosfato sintasa (EC 4.1.99.12)) (Abbas &
Sibirny 2011). La enzima lumazina sintasa (EC 2.5.1.B6) cataliza la condensacién del precursor 5-
amino-6-ribitilamino-2,4 (1H, 3H)-pirimidinadiona con 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato,
formdndose de esta manera el segundo anillo en el precursor de la riboflavina (6,7-dimetil-8-

ribitillumazina) (Abbas & Sibirny 2011).

Paso 7: dismutacion de 2 precursores de riboflavina (formacion del tercer anillo de la

riboflavina)

La enzima riboflavina sintasa (EC 2.5.1.9) cataliza el ultimo paso de esta ruta biosintética
formdandose el tercer anillo de la riboflavina (llamada isoaloxazina). Para ello la enzima dismuta 2
moléculas de 6,7-dimetil-8-ribitillumazina, en donde una de ellas recibe una unidad de 4 carbonos
de la otra. De esta manera, se obtienen como producto dos compuestos: siendo uno el precursor
5-amino-6-ribitilamino-2,4 (1H, 3H)-pirimidinadiona (sustrato del lumazina sintasa) y, el otro,

riboflavina (Abbas & Sibirny 2011).

34



INTRODUCCION

¢
L]
L]

Figura I-12. Biosintesis de riboflavina y flavo-coenzimas. Existen dos vias alternativas de sintesis de
riboflavina dependiendo si ocurre primero la reaccién de deaminacién del grupo amino y luego la
reduccidon de la cadena lateral (pasos 1-2a-3a-4), o viceversa (1-2b-3b-4). La primera via es
caracteristica de plantas y bacterias, mientras la otra, es observada en hongos y arqueas. Las
enzimas que componen este camino biosintético se muestran en el panel inferior. Adaptado de
Abbas et al. (Abbas & Sibirny 2011).
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Pasos 8 v 9: fosforilacidon de la cadena de ribitil y adenilacion

Se cree que la riboflavina no tiene actividad bioldgica per sé, sino que se utiliza como sustrato
para la sintesis de los cofactores FMN y FAD (formas activas). Para la formacién del FMN, la
riboflavina es fosforilada por accion de la enzima riboflavina quinasa (EC 2.7.1.26). La enzima

FAD sintetasa (EC 2.7.7.2) cataliza la adenilacién del FMN (Abbas & Sibirny 2011).
Transportadores de Riboflavina

Los metazoos y algunos procariotas (como las bacterias Treponema pallidum -agente responsable
de la sifilis- y Listeria monocytogenes — responsable de la listeriosis) (Deka et al. 2013; Karpowich
et al. 2015) son incapaces de sintetizar riboflavina de novo, y sélo la adquieren incorporandola de
la dieta a través de transportadores especificos (Abbas & Sibirny 2011). En los ultimos afios, se

han identificado varios transportadores de riboflavina.

Transportadores de Riboflavina en Bacterias Gram +

RibU/YpaA

Estos transportadores pertenecen a la familia ECF (Energy-Coupling Factor), y se encuentran
formados por 4 mddulos esenciales para su funcion: dos de ellos unen 1 molécula de ATP cada
uno (llamados componentes Ay A’), una proteina transmembrana que mantiene la integridad del
complejo (componente T) y una proteina de unidn especifica a un sustrato (componente S)
(Zhang et al. 2010). Transportadores de este tipo se identificaron en Lactococcus lactis, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus y L. monocytogenes (Zhang et al. 2010; Burgess et al. 2006; Vogl|
et al. 2007; Karpowich et al. 2015). El componente S tiene 6 pasos transmembrana y, al menos

en B. subtilis, resulté ser de gran afinidad (Km aparente entre 5-20 nM) (Figura I-13A).

RibM/PnuX

Esta familia de transportadores es exclusiva de la clase Actinobacteria, pero solamente los
transportadores de Corynobacterium glutamicum vy Streptomyces davawensis fueron
funcionalmente evaluados (Vogl et al. 2007, Hemberger et al. 2011). En estas proteinas se

predicen entre 5-7 pasos transmembrana, y presentan una Km aparente de 11 uM (Vogl et al.
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2007). Estos transportadores parecen incorporar riboflavina mediante difusion facilitada (Figura

I-13A).

ImpX

Este transportador, que presentaria 9 pasos transmembrana, fue descripto bioinformaticamente
en el genoma de la bacteria Gram — Fusobacterium nucleatum; luego se identificé un ortélogo en
el genoma de Desulfitobacterium halfniense (Gram +) (Vitreschak et al. 2002). Recientemente,
ensayos de complementacion mostraron que ImpX de F. nucleatum es capaz de incorporar

riboflavina (Figura I-13A) (Gutiérrez-Preciado et al. 2015).

Transportadores de Riboflavina en Bacterias Gram -

RfuABCD

Esta clase de transportadores es del tipo ABC dependiente de SBD (Sustrate-Binding proteins or
Domains), caracteristico de diferentes espiroquetas (Treponema pallidum, Treponema denticola
-responsable de enfermedades bucales en humanos- y Borrelia burgdorferi -agente causal de la
Enfermedad de Lyme-) (Deka et al. 2013). El complejo estd formado por 4 mddulos: el
componente de unidn a sustrato (RfuA) asociado a membrana plasmatica, cuyo dominio SBD se
ubica en el espacio periplasmico, 2 componentes (RfuC y RfuD) que forman la permeasa, 1
componente RfuB que contiene el sitio de unién a ATP. De esta manera, la incorporaciéon de

riboflavina sucederia con gasto de energia (Figura I-13A) (Deka et al. 2013).

RibN

Estos transportadores se encuentran distribuidos en varias clases de bacteria (a-, B-, y y-
proteobacteria), de los cuales solamente fueron analizados los transportadores de Rhizobium
leguminosarum (a-proteobacteria), Ochrobactrum anthropi (a-proteobacteria) y Vibrio cholerae
(y-proteobacteria) (Garcia Angulo et al. 2013). El nimero de pasos transmembrana varia entre 7
y 9, y contiene un dominio del tipo EamA, el cual es encontrado en algunos transportadores
secundarios (como transportadores de nucledtidos-azucar) (Garcia Angulo et al. 2013) (Figura I-

13A).
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RfnT

Esta familia de transportadores es exclusiva de bacterias del orden de los Rhizobiales:
Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti, Agrobacterium tumefaciens, O. anthropi y R.
leguminosarum. Estos 2 ultimos organismos también expresan el transportador RibN, siendo los
primeros casos en los que se demuestra la presencia de 2 transportadores de riboflavina en la
misma especie de bacterias. Hasta el momento, solamente el transportador RfnT de O. anthropi,
en cuya secuencia se predicen 11 pasos transmembrana, fue funcionalmente caracterizado

(Figura 1-13A) (Gutiérrez-Preciado et al. 2015).

RibXY

En un principio, este transportador fue caracterizado en bacterias pertenecientes al phylum
Chlorofexi, pero también se encontraron en Actinobacteria y Thermobaculum (Gutiérrez-
Preciado et al. 2015). La funcionalidad del transportador RibXY fue confirmada en Chloroflexus
aurantiacus. Este transportador pertenece a la familia ABC (similar a RfuABCD), donde RibX
formaria la permeasa y RibY es, posiblemente, el componente de unién a sustrato (Gutiérrez-
Preciado et al. 2015). Sin embargo, este complejo carece de la subunidad de unién a ATP y se ha
propuesto que este dominio podria ser intercambiable entre los distintos transportadores ABC

(Figura I-13A) (Gutiérrez-Preciado et al. 2015).

RibZ y RibV
El transportador de RibZ es exclusivo de una especie de la clase Clostridia: Clostridium difficile;
tiene un dominio MFS (Major Facilitator Superfamily), caracteristico de transportadores sin

consumo directo de energia. Su funciédn como transportador de riboflavina fue validada

(Gutiérrez-Preciado et al. 2015) (Figura I-13A).

En el caso de RibV, este transportador es especifico de Mesoplasma florum, y se encontré un
posible homdlogo en Mycoplasma sp. Sin embargo su funcionalidad aun no fue confirmada

empiricamente (Figura I-13A) (Gutiérrez-Preciado et al. 2015).
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Figura 1-13. Esquematizacion de los transportadores de riboflavina identificados. A)
Transportadores correspondientes a bacterias. B) Transportadores identificados en eucariotas (N.I.:
no identificados).

Transportadores de Riboflavina de Eucariotas

Hongos v levaduras

La biosintesis de riboflavina y su regulacién han sido extensamente estudiados en estos
organismos, particularmente en algunos de ellos, como el hongo filamentoso Ashbya gossypii,
que son usados para la produccion industrial de la vitamina (Reihl & Stolz 2005). Analisis
bioguimicos indican que A. gossypii y la levadura Pichia guilliermondi incorporan riboflavina a
través de un transportador especifico (Km aparente: 40 uM y 0,17 - 2 mM, respectivamente), a

través de mecanismos dependientes de energia (Figura I-13B) (Forster et al. 2001).

Hasta el momento, en hongos solo se identificé a nivel molecular al transportador de riboflavina

de la levadura Saccharomyces cerevisiae, llamado Mch5p. Este transportador Mch5p, con 12
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pasos transmembrana y dominios MFS, presenta una Ky aparente = 17 uM. A diferencia de los
gue sucede en los hongos anteriores, la incorporacién sucederia a través de difusién facilitada

(Figura 1-13B) (Reihl & Stolz 2005).

Caenorhabditis elegans

El nematodo C. elegans tiene 2 transportadores de riboflavina: rft-1 y rft-2 (riboflavin
transporter), 60,4 % idénticos entre si, con 11 pasos transmembrana predichos (Figura 1-13B).

Estudios bioquimicos indican que rft-1 tiene una K aparente = 1,4 uM (Biswas et al. 2013).

Mamiferos

Los transportadores de riboflavina de mamiferos pertenecen a la familia SLC52A/RFVT (Solute
Carrier Family) (Yonezawa & Inui 2013). Hasta el momento, en humanos se encontraron 3
transportadores: SLC52A1/RFVT1 (Km aparente = 1,38 uM), SLC52A2/RFVT2 (Km aparente = 0,98
UM) y SLC52A3/RFVT3 (Km aparente = 0,33 uM) (Yao et al. 2010), con 10-11 pasos transmembrana
predichos; aunque también se caracterizaron algunos en Rattus norvegicus (Figura 1-13B)

(Yonezawa & Inui 2013).

Metabolismo y Transporte de Riboflavina como Blancos Terapéuticos

Dado que el hombre carece de la via biosintética de riboflavina, y muchos de sus patégenos la
obtienen Unicamente a través de su sintesis de novo; esta ruta metabdlica resulta interesante
como blanco terapéutico. La mayoria de los estudios estan focalizados en las enzimas lumazina
sintasa y riboflavina sintasa, y permitieron el desarrollo de fuertes inhibidores actuando como
anti-metabolitos (compuestos que compiten con el sustrato natural por el mismo sitio en la
enzima). Sin embargo, la mayoria no tiene actividad antimicrobiana ya que, probablemente, no

acceden a sus blancos moleculares dentro de la célula (Jortzik et al. 2014).

Por otra parte, los transportadores de vitaminas de los patdgenos humanos también pueden
considerarse potenciales blancos terapéuticos, ya que estos transportadores median la

incorporacion de varios andlogos de sustrato que, de este modo, podrian acceder a sus blancos
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intracelulares. Ademads, se estima que entre el 0,1 y el 3,5 % del genoma codifica para
flavoproteinas en diferentes organismos, por lo que la vitamina y sus derivados interactian con
distintos tipos de componentes celulares. Esto sugiere que sus analogos podrian presentar
multiples blancos intracelulares (Jortzik et al. 2014).

Los transportadores de riboflavina son sensibles a algunos andlogos como por ejemplo
roseoflavina, lumiflavina, lumicromo e isoaloxazina, entre otros (Figura I-14) (Burgess et al. 2006;
Vogl et al. 2007; Hemberger et al. 2011; Biswas et al. 2013; Reihl & Stolz 2005; Yamamoto et al.
2009; Yao et al. 2010). Sin embargo, de todos ellos, sélo roseoflavina (andlogo natural de
riboflavina sintetizado por S. davawensis) tiene actividad de antibidtico (Jortzik et al. 2014). Una
vez en el citoplasma, roseoflavina es sustrato de la riboflavina quinasa y de FAD sintetasa, dando
como producto 2 analogos de flavinas: roseoflavina mononucleétido (RoFMN) y roseoflavina
adenina dinucledtido, respectivamente. Estos andlogos se unen a algunas proteinas inhibiendo

parcial o totalmente su actividad (Jortzik et al. 2014).

Figura I-14. Estructura quimica de algunos analogos de riboflavina que inhiben el transporte de
riboflavina en bacterias, hongos y metazoos. Se incluye la estructura de la riboflavina para
comparar las diferencias con sus analogos.
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Flavoproteinas en Tripanosomatidos

Relevancia de flavinas

Es sabido que los tripanosomatidos expresan varias flavoenzimas esenciales y en muchos casos,
como estan ausentes en mamiferos, fueron propuestos como posibles blancos terapéuticos.
Entre ellas, se destacan:

{ Tripanotiona reductasa, que junto con el compuesto tripanotiona (bisglutationil-
espermidina), forman parte del principal mecanismo de detoxificacion y en el mantenimiento del
balance redox (Jortzik et al. 2014).

i Lipoamida deshidrogenasa, forma parte de varios complejos involucrados en el
metabolismo energético, degradacidon de aminoacidos de cadena ramificada, y en la formacion
de metilentetrahidrofolato (componente donor de grupos metilos), y también participa en las
defensas antioxidativas de los parasitos (Jortzik et al. 2014).

I Galactonolactona oxirreductasa, cataliza la Ultima reaccién de la sintesis de vitamina C,
esencial para contrarrestar el estrés oxidativo (Jortzik et al. 2014).

1 NADH deshidrogenasa alternativa dependiente de FMN, que mantiene el balance de
NADH/NAD* en la mitocondria de T. brucei (Fang & Beattie 2002).

! UDP-galactopiranosa mutasa, convierte UDP-galactopiranosa a UDP-galactofuranosa,
precursor del azucar galactofuranosa, componente de la superficie celular de T. cruzi
(Oppenheimer et al. 2012).

i Prolina deshidrogenasa, cataliza la primera reaccién en la degradacién de prolina y

confiriendo proteccién a antioxidantes (Paes et al. 2013).

Por lo tanto, se ha demostrado que la riboflavina y sus cofactores son esenciales para los

tripanosomatidos pues cumplen un rol importante en varias de sus reacciones celulares.

Posibles mecanismos de obtencion de flavinas en tripanosomatidos: esenciales en los estadios

replicativos en insectos

Recientemente, estudios genémicos indican que los tripanosomatidos carecen de la mayoria de

las enzimas involucradas en la biosintesis de riboflavina, por lo que serian incapaces de
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sintetizarla de novo (Klein et al. 2013). Sin embargo, se han identificado genes codificando para
putativas riboflavina quinasa (TcCLB.510741.80) y FAD sintetasa (TcCLB.508241.60) (Klein et al.
2013). Mas aun, a través del Consorcio de Gendmica Estructural de Patégenos Protozoarios, se
determind la estructura tridimensional de la riboflavin quinasa de T. brucei (pdb: 3BNW), pero su
funciéon aun no fue corroborada (resultados no publicados). Esto parece indicar que los
tripanosomatidos tienen la maquinaria necesaria para sintetizar los cofactores FMIN y FAD a partir
de riboflavina.

Sin embargo, existe poca evidencia experimental relacionada con los mecanismos por los que
los tripanosomatidos obtienen la riboflavina. Las primeras evidencias surgieron en la década del
50, relacionadas con la formulacidon de medios para el cultivo in vitro de los tripanosomatidos.
Gracias a esto se determind que las vitaminas del complejo B (como riboflavina, entre otros
nutrientes) son necesarios para el mantenimiento de estos cultivos, por lo que serian esenciales
para el crecimiento y/o viabilidad de los parasitos (Klein et al. 2013).

Un caso particular son los tripanosomatidos del género Strigomonas y Angomonas que, a
diferencia del resto, llevan una bacteria endosimbionte en su citoplasma. El genoma de este
endosimbionte codifica para las enzimas responsables de la sintesis de aminodcidos esenciales,
hemo y diversas vitaminas, y las provee al tripanosomatido hospedador (Alves et al. 2011; Klein
et al. 2013; Alves et al. 2013). De esta manera, los cultivos de Angomonas spp. no requieren ser
suplementados con vitaminas del complejo B y varios aminoacidos. Sin embargo, cuando los
cultivos de Angomonas spp. son tratados con antibidticos especificos contra la bacteria
endosimbionte, es necesario incluir varios nutrientes (como riboflavina) para su crecimiento
(Klein et al. 2013). Esto sugiere que Angomonas spp. obtiene riboflavina de su endosimbionte o,

alternativamente, del medio extracelular.

Por otra parte, en el insecto, los epimastigotes de T. cruzi utilizan prolina como la principal fuente
de energia y carbono. La proteina prolina deshidrogenasa de T. cruzi es la primera enzima

participando en la degradacion de la prolina, y es dependiente de FAD (Paes et al. 2013).

Estos resultados sugirieron que los tripanosomatidos podrian incorporar flavinas desde el medio,

y asi satisfacer sus requerimientos metabdlicos.
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Flavinas y diferenciacion a formas infectivas: principal enfoque en metaciclogénesis de T. cruzi

La metaciclogénesis es el proceso por el cual los epimastigotes de T. cruzi se diferencian a
tripomastigotes metaciclicos (forma infectiva de mamiferos). Este proceso biolégico ocurre en el
recto del vector insecto, aunque también puede ser estimulado in vitro. Aunque no se conocen
en gran detalle todos los pasos moleculares involucrados en este proceso, se hicieron importantes
avances en su comprension. El estrés nutricional y la adhesion a la pared del recto (o un sustrato
artificial) son factores importantes para iniciar la metaciclogénesis (Kollien & Schaub 2000). Por
un lado, los epimastigotes sufren un importante cambio a nivel morfolégico y funcional,
acompanfiado por el incremento en la actividad de la cruzipaina (principal proteasa del T. cruzi)
(Tomas et al. 1997), del proteasoma (Cardoso et al. 2011) y de las vias autofagicas (Alvarez et al.
2008).

Al mismo tiempo, disminuye la expresidon génica global arrestandose el ciclo celular (da Silva
Augusto et al. 2015), pero se incrementa la expresion de factores de virulencia como los sistemas
de defensas antioxidantes (Piacenza et al. 2009). Entre ellos, las triparedoxinas peroxidasas que
son las encargadas de la eliminacién del perdxido de hidrogeno de manera dependiente de
tripanotiona (Machado-Silva et al. 2016). La regeneracidon de estas enzimas detoxificantes
depende, en ultima instancia, de la flavoenzima tripanotiona reductasa NADPH-dependiente
(Machado-Silva et al. 2016). De esta manera, se desprende que las flavinas tendrian cierta

relevancia en la diferenciacion de epimastigotes de T. cruzi.

Flavinas e infectividad: principal enfoque en tripomastigotes de T. cruzi

Unavez en el torrente sanguineo, tanto los tripomastigotes metaciclicos como los tripomastigotes
sanguineos pueden infectar un limitado rango de tipos celulares del hospedador, como células
fagociticas profesionales (macréfagos) como no-profesionales (principalmente, células de
musculo estriado o liso, fibroblastos) (Romano et al. 2012). Los mecanismos de invasion varian de
acuerdo a la cepa de T. cruzi y del tipo de célula hospedadora, de manera tal que intervienen
distintos componentes moleculares (Romano et al. 2012; Maeda et al. 2012). Actualmente, se
establecieron varios modelos de infeccidn: (i) simil a fagocitosis en macréfagos, (ii) dependiente

del lisosoma o (iii) independiente del lisosoma o (iv) por autofagia en células no-fagociticas
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(Romano et al. 2012). Como caracteristica general, existen 2 eventos importantes: primero, los
parasitos se asocian a la superficie de la célula hospedadora; y segundo, los tripomastigotes
ingresan a la célula hospedadora formando una vacuola parasitéfora, la cual se desensambla y los

parasitos alcanzan el citoplasma (Romano et al. 2012).

Por su parte, los tripomastigotes tienen mecanismos que estimulan la invasiéon (i) como la
adhesion a la célula hospedadora a través glicoproteinas de la familia GP85, GP82, GP35/50, (ii)
trans-sialidasas (enzimas de T. cruzi que remueven al acido sialico de la célula hospedadora, se la
adiciona a sus mucinas reforzando la interaccidn con el hospedador), (iii) proteasas como
cruzipaina y oligopeptidasa B; y (iv) factores que estimulan el escape de la vacuola parasitéfora
(Osorio et al. 2012; Maeda et al. 2012).

Aquellos tripomastigotes sanguineos que infectan macroéfagos, primero deben superar las
defensas oxidativas de estas células (principalmente O, producido por NADPH oxidasa, H,O2 por
la superdxido dismutasa, radical hidroxilo *OH obtenido por reacciones no-enzimaticas, dxido
nitrico *NO, peroxinitrito ONOO", etc.) (Machado-Silva et al. 2016). Por otra parte, también
existen reportes en los que se sugirié que una defensa oxidativa moderada es necesaria para
estimular el proceso de infeccién de los macréfagos (Goes et al. 2016).

En cardiomiocitos (células no-fagociticas profesionales) también se observaron aumentos en la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) (Gupta et al. 2009).

En comparacion con las formas sanguineas de cepas avirulentas de T. cruzi, las cepas virulentas
tienen aumentadas las defensas antioxidativas dependiente de flavinas, correlacionando con un
aumento en la sobrevida y en la capacidad infectiva de los tripomastigotes (Zago et al. 2016). Por
lo tanto, los pardsitos también tienen estrategias para evadir los mecanismos de defensa de las
células hospedadoras, a través de un aumento en sus defensas antioxidantes que contrarrestarian

el ataque oxidativo de las células hospedadoras.

Flavinas y replicacién intracelular: principal enfoque en amastigotes T. cruzi

Se ha visto que los amastigotes obtienen la mayoria de sus nutrientes (nucleésidos, entre otros)
desde la célula hospedadora, lo cual se acompafia de un aumento en la expresion de

transportadores en comparacion con los tripomastigotes (Li et al. 2016; Caradonna et al. 2013).
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En este sentido, se ha visto que algunos transportadores, como el de poliaminas, cumplen un
papel importante en la replicacién intracelular (Hasne et al. 2016).

Se ha observado que los amastigotes también tienen aumentadas las defensas antioxidantes
(como lipoamida deshidrogenasa) (Diaz et al. 2011). Mas aun, estas formas tienen un
metabolismo energético basado en el consumo de acido grasos a través de la B-oxidacién (Li et
al. 2016), donde participarian flavoenzimas (flavoproteina transportadora de electrones
deshidrogenasa, que comunica la B-oxidacién con la cadena respiratoria). Por lo tanto, las flavinas

serian necesarias para la replicacion y mantenimiento de los amastigotes.

Efecto de analogos de riboflavina en tripanosomatidos

Por otro lado, se ha desarrollado el sistema Mirasol (Navigant Biotechnologies Inc., CO, USA), que
permite la inactivacién de patégenos en sangre. Este sistema se basa en la fotosensibilidad de la
riboflavina que por irradiacion con luz UV se descompone en los analogos lumiflavina o
lumicromo. De esta manera, muestras de sangre contaminadas con patdgenos son inoculadas con
altas concentraciones de riboflavina (aproximadamente 50 uM) e irradiadas con luz UV, por lo
que la vitamina y sus derivados ingresan a los patdgenos, se intercalan en el ADN y generan dafio
oxidativo. Este sistema fue efectivo para descontaminar sangre infectada con promastigotes de
Leishmania sp. y tripomastigotes sanguineos de T. cruzi, y otros patégenos no relacionados
(Wainwright & Baptista 2011).

A pesar de ello, se desconoce el efecto de bajas concentraciones de los andlogos de riboflavina
sobre los tripanosomatidos. Sobre todo, el efecto de roseoflavina, que podria resultar de gran de

interés debido a su conocida actividad antimicrobiana (Pedrolli et al. 2013).

De esta manera, resulta interesante evaluar los mecanismos de obtencién de riboflavina en
tripanosomatidos asi como el efecto de sus analogos sobre estos mecanismos y sobre la viabilidad

de los parasitos.
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OBIJETIVO GENERAL

Nuestros estudios sobre la bioquimica y biologia molecular de los tripanosomatidos se basan en
buscar diferencias entre el metabolismo entre los pardsitos y las células hospedadoras, con el
propdsito de detectar blancos especificos para el disefio de estrategias quimioterapéuticas

especificas y mds efectivas a las actualmente disponibles para tratar las tripanosomiasis.

OBJETIVOS PARTICULARES

Puesto que el metabolismo y transporte de riboflavina ha mostrado ser esencial en otros tipos
celulares y poco se ha descripto en tripanosomatidos, en este trabajo proponemos:

1 Estudiar el rol de la riboflavina, andlogos y derivados, en los tripanosomatidos de
importancia sanitaria como T. cruzi, T. brucei y L. mexicana, como asi también en el fitoparasito
Phytomonas Jma y en parasitos exclusivos de insecto como C. fasciculata.

1 Evaluar si los tripanosomatidos efectivamente incorporan riboflavina extracelular, a
través de transportadores especificos.

1 Identificar y caracterizar transportadores de riboflavina en tripanosomatidos, vy
corroborar su funcionalidad como tal.

| Profundizar en T. cruzi, el estudio de la relevancia de riboflavina en los procesos

bioldgicos de viabilidad, proliferacién, diferenciacidn, infectividad y replicacién intracelular.

El conocimiento de esta via, con sus caracteristicas especificas y vitales para el parasito, permitiria
identificar / proponer nuevos blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevas terapias para la

Enfermedad de Chagas y de otras tripanosomiasis.
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Tripanosomatidos: Medios de cultivo y Parasitos utilizados

Los epimastigotes de T. cruzi, promastigotes de L. mexicana, coanomastigotes de C. fasciculata y
promastigotes de Phytomonas Jma, se cultivaron en medio BHT (Brain Heart Infusion: 33 gr/Its,
Triptosa: 3 gr/Its, Na2HPO4.2H20: 4gr/Its, KCl: 0.4 gr/Its, glucosa 0.3 gr/Its) suplementado con 10
% SFB (Suero Fetal Bovino), hemina 20 pg/ml, antibidticos (100 pg/ml de estreptomicina y 100
U/ml de penicilina); la concentracion de riboflavina en este medio rico se estima en un rango
entre 0,7 y 0,9 uM. Para el mantenimiento de los T. brucei prociclicos se utilizé un medio semi-
definido SDM-79 (Brun & Schénenberger 1979) suplementado con 10 % SFB, hemina 7,5 ug/mly

antibidticos (100 pg/ml de estreptomicina y 100 U/ml de penicilina) (Vercesi et al. 1992).

Las cepas de parasitos utilizadas, se detallan en Tabla MyM-1. En el caso de T. cruzi se utilizaron
las cepas Y transfectada con el pldsmido pTEX-GFP, y se construyd una cepa MJ Levin transfectada
con los vectores pRIBOTEX-GFP o pRIBOTEX-TcRibJ (ver detalles en “Vectores recombinantes

construidos”).

Tabla MyM-1. Cepas de tripanosomatidos utilizados en este trabajo.

Tripanosomatido Forma Cepa Referencia
T. cruzi Epimastigotes MJ Levin (Miranda et al. 2012)
T. cruzi Epimastigotes MJ Levin pRIBOTEX-GFP Este trabajo
T. cruzi Epimastigotes MJ Levin pRIBOTEX-TcRibJ Este trabajo
T. cruzi Epimastigote Y-GFP (Barclay et al. 2011)
T. brucei Prociclicos 29-12 (Pereira et al. 2002)
L. mexicana Promastigotes Costa Rica (Garcia Lifiares et al. 2012)
C. fasciculata Coanomastigotes ATCC 11745 (Carrillo et al. 1999)

Aislado del latex de
Jatropha macrantha

(Euphorbiaceae) y

Phytomonas Jma Promastigotes (Canepa et al. 2011)

obtenidas originalmente
del “Trypanosomatid

Culture Collection”
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El medio SDM-79 fue utilizado en algunos ensayos de la tesis, explicitamente indicados, pues por
defecto, contiene riboflavina a una concentracion final de 300 nM. Por otra parte, preparamos
un medio SDM-79 modificado, por reemplazar componentes de su férmula para reducir el
contenido de riboflavina tanto como fuese posible. Para ello, se preparé una solucidn de
vitaminas similar a la comercial (Invitrogen, Catalogo: 11120037) pero sin la adicién de
riboflavina; sin embargo, el componente “Medio 199” (Invitrogen, Catadlogo: 31100019) no pudo
ser sustituido ni modificado y aporta trazas de riboflavina a una concentracién final de 20 nM.
Este nuevo medio SDM-79 con 20 nM riboflavina fue llamado SDM20.

Ambos medios se suplementaron con 10 % suero, 7,5 ug/ml hemina y antibiéticos (100 pg/ml

estreptomicina y 100 U/ml penicilina) y 1 mM putrescina.
Ensayos de proliferacion

Las curvas de crecimiento se realizaron en medio SDM20 suplementado segun se indica en el pie
de cada figura. Cada ensayo comenzé con una densidad inicial determinada segun el parasito
estudiado: todas las cepas de T. cruzi se iniciaron a 10 millones/ml; mientras T. brucei, L.
mexicana, C. fasciculata y Phytomonas Jma a 1 millon/ml. Se realizé el recuento de parasitos
diariamente por conteo en cdmara de Neubauer. Cada vez que los cultivos alcanzaban la fase
estacionaria, se determiné la densidad maxima para la condicién especifica en estudio y se
reinicio el cultivo por re-dilucidon a la densidad inicial.

Las curvas de crecimiento se realizaron en presencia de distintas concentraciones de las flavinas:
riboflavina, FMN y FAD (solubles en agua); o de los andlogos de riboflavina: lumiflavina,
lumicromo, roseoflavina (solubilizados en DMSQO). También se analizé el efecto de dos drogas
anti-cancerigenas como daunomicina y doxorubicina (solubilizadas en DMSO), debido a la leve
similitud estructural con la riboflavina. Las curvas control se efectuaron con DMSO o con agua,

segun correspondiera, sin superar en ningun caso el 2 % v/v.
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Analisis bioinformaticos
Busqueda de flavoproteinas anotadas en el genoma de los tripanosomatidos

Para el andlisis de un potencial flavoproteoma en T. cruzi, T. brucei y L. mexicana se utilizé la base
de datos TriTrypDB (http://tritrypdb.org) utilizando FMN y FAD como palabras claves. De esta
manera se obtuvo un listado de flavoproteinas con sus respectivas funciones anotadas (Apéndice

1)
Busqueda de potenciales transportadores de riboflavina en tripanosomatidos

La secuencia de un potencial transportador de riboflavina en T. cruzi se obtuvo utilizando la
herramienta BLASTP en la base de datos de los tripanosomatidos TriTrypDB, comparando con la
secuencia de aminoacidos de varios transportadores de riboflavina previamente identificados:
RibU/YpaA (Burgess et al. 2006), RibM/PnuX (Hemberger et al. 2011), ImpX (Gutiérrez-Preciado
et al. 2015), RibN (Garcia Angulo et al. 2013), RfnT (Gutiérrez-Preciado et al. 2015), RibXY
(Gutiérrez-Preciado et al. 2015), RfuABCD (Deka et al. 2013), Mch5p (Reihl & Stolz 2005), rft-1y
rft-2 (Biswas et al. 2013), SLC52A/RFVT de mamiferos (Yonezawa & Inui 2013); y otros predichos
como RibV de M. florum y RibZ de C. difficile (Gutiérrez-Preciado et al. 2015). Al potencial
trasportador lo llamamos “TcRibJ”, siendo TcCLB.509885.70 y TcCLB.508397.70 los cddigos

identificatorios de ambos alelos en esta base de datos.

Los potenciales trasportadores de riboflavina de T. brucei y L. mexicana se obtuvieron utilizando
la misma metodologia, pero en este caso, se utilizé TCRibJ como secuencia de referencia. Los
potenciales transportadores se denominaron “TbRibJ” (Th927.5.470) vy “LmiRibJ)”
(LmxM.05.0480) respectivamente. El alineamiento de secuencia entre TcRibJ, TbRibJ, LmiRibJ y

Mch5p se realizé mediante el algoritmo MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/).

Posteriormente, también se identificaron potenciales transportadores de riboflavina similares a
TcRibJ en otros tripanosomatidos, cuyos genomas se encuentran total o parcialmente
ensamblados (depositados en la base de datos Tritryps, http://tritrypdb.org/tritrypdb/, y en la
base de datos NCBI assembly, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly, respectivamente). Por

otro lado, se analizaron los genomas parcialmente ensamblados de especies cercanas al orden
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Tripanosomatida, como Bodo saltans (orden Eubodonida) y Trypanoplasma borreli (orden
Parabodonida). Estos genomas se encuentran depositados en el sitio de Sanger Institute

(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/).

El porcentaje de similitud entre TcRibJ y todos los potenciales transportadores de riboflavina fue
obtenido con el algoritmo ClustalW del programa Geneious (http://www.geneious.com/). Para la
determinacién de la secuencia consenso de la familia RibJ, se realizd un alineamiento multiple
por el algoritmo MUSCLE vy los resultados se representaron con su forma de secuencia LOGO,

construido con el programa WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).

La busqueda de potenciales pasos transmembrana se realizé mediante el algoritmo TM-Coffee,
el cual se basa en la extension por homologia (Chang et al. 2012). Brevemente: 1) Para cada
secuencia de interés (todas las secuencias RibJ) identificadas en este trabajo) se realizaron
busquedas por BlastP de acuerdo a una base de datos no redundante, formada por proteinas con
pasos transmembrana conocidos. 2) El programa elije aquellas secuencias que mostraron una
identidad entre 50 % - 90 %, y una cobertura de al menos el 70 %. 3) Los resultados de las
busquedas se transforman en patrones conformados por secuencias similares. De esta manera,
cada una de las posiciones se convierte en un alineamiento multiple. Estos patrones contienen
informacién acerca de los cambios de aminoacidos aceptables y reflejan las posiciones
conservadas. 4) Dichos patrones son alineados entre si a través de Modelos Ocultos de Markov
basados en probabilidades posteriores (cada columna se alinea si muestran una probabilidad
posterior de ser alineada mas alta que 0,99). De esta manera, se obtienen secuencias de proteinas
(en este caso, RibJ) con pasos transmembrana alineadas y se resaltan las regiones que se

corresponden con estos dominios.

Para la identificacién de posibles dominios proteicos sobre las secuencias de RibJ se utilizé el
consorcio InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/), el cual utiliza modelos predictivos
provenientes de diferentes bases de datos: PFAM de EMBL-EBI (http://pfam.xfam.org/), CDD de
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) y Superfamily
(http://supfam.cs.bris.ac.uk/SUPERFAMILY/index.html). Estas bases de datos tienen distintas

formas de prediccion de dominios sobre la secuencia de interés. En la base de datos PFAM, los
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dominios proteicos se almacenan como alineamientos multiples y Modelos Ocultos de Markov
mientras CDD solo contiene los alineamientos multiples representados en matrices de puntaje
sitios especificas. La base de datos Superfamily también se basa en los Modelos Ocultos de
Markov, pero en este caso se utilizan dominios proteicos de estructura tridimensional conocida,
agrupandose de acuerdo a cierto nivel de similitud estructural y por estar relacionadas

evolutivamente.

Construccion del arbol filogenético de transportadores de riboflavina con el método Neighbor-
Joining

Para la construccién del arbol filogenético se utilizaron las secuencias de varios transportadores
de riboflavina ya caracterizados experimentalmente y otros que sélo fueron predichos por analisis
in silico. Entre ellos, se utilizé la secuencia de la familia de transportadores de RibU/YpaA (Burgess
et al. 2006), RibM/PnuX (Hemberger et al. 2011), ImpX (Gutiérrez-Preciado et al. 2015), RibN
(Garcia Angulo et al. 2013), RfnT (Gutiérrez-Preciado et al. 2015), RibXY (Gutiérrez-Preciado et al.
2015), RfuA (Deka et al. 2013), Mch5p (Reihl & Stolz 2005), rft-1 (Biswas et al. 2013), SLC52A/RFVT
de mamiferos (Yonezawa & Inui 2013); y otros predichos como RibV de M. florum y RibZ de C.
difficile (Gutiérrez-Preciado et al. 2015), y del alga Nannochloropsis gaditana (Corteggiani
Carpinelli et al. 2014) (Apéndice 2).

Para ello, primero se realizé un alineamiento multiple con el programa MEGA 6.0 (http://en.bio-
soft.net/tree/MEGA.html), con el algoritmo MUSCLE. A partir de este alineamiento multiple, se
obtuvo una matriz de distancia (“protdist”), en donde los gaps no fueron descartados. Luego, se
generd un arbol filogenético sin enraizar basado en el método de Neighbor-Joining, con un

Bootstrap de 1000 para estimar estadisticamente la distribucion de la data.

Para identificar otros posibles transportadores pertenecientes a la novel familia RibJ: (i) se
construyd un Modelo Oculto de Markov de esta familia, utilizando el programa HMMBUILD
basado en el algoritmo hmmer 3.0 (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/portal.py#forms::hmmbuild); (ii) este modelo se usd para comparar con la base de datos
UniprotkB usando el algoritmo hmmsearch del server HMMER
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmsearch). De esta manera se obtuvieron

13.693 secuencias con cierto grado de similitud a RibJ; (iii) se seleccionaron las secuencias que
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tuvieran un e-value < 10 1%, un taxdn y una putativa funcién o dominio/s proteico/s asociados, y
se descartd a aquellas secuencias repetidas. Con estos filtros, el nimero de secuencias se redujo
a 329, incluidas las de RibJ (Apéndice 3).

Finalmente, utilizando estas secuencias se construyd un arbol filogenético sin enraizar basado en

el método de Neighbor-Joining, tal como se explicé anteriormente.

Construccidn del arbol filogenético de transportadores de riboflavina de kinetoplastidos con el

método de maxima verosimilitud

Primero se realizé un alineamiento multiple con el programa MEGA 6.0, por MUSCLE, utilizando
las secuencias de los potenciales transportadores de riboflavina de varios tripanosomatidos y

especies relacionadas, en donde los gaps fueron descartados.

Luego, el mejor modelo evolutivo para este alineamiento multiple fue establecido por el mismo
programa MEGA 6.0. Gracias a esto, para la construccion del arbol filogenético se eligié el modelo
evolutivo establecido por Le et al. (Le & Gascuel 2008), con un bootstrap de 1000, utilizando el

método de maxima verosimilitud.
Modelado de la estructura tridimensional de TcRibJ

Los sitios on-line Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) y Robbeta
(http://robetta.bakerlab.org/) permiten predecir la estructura tridimensional de una proteina de
interés, a través de modelados computacionales. Brevemente, ambos métodos: (i) buscan en la
secuencia de interés, regiones homodlogas (remotas o no) a otras proteinas con estructura
conocida (templados); (ii) se modela la estructura de la proteina de interés en base a los
templados; vy (iii) aguellas regiones de la secuencia de interés que no tuvieran posibles homélogos

se modelan por diferentes métodos ab initio.

En Phyre2 (Kelly et al. 2015), el proceso se desarrolla mediante los siguientes pasos: 1)
Identificacion de secuencias homologas; 2) prediccidn de estructura secundaria; 3) construccion
de modelos ocultos de Markov (Hidden Markov Model, HMM) de la secuencia de interés y sus
homoélogos con estructuras predichas; 4) comparacién de este HMM con una base de datos
conteniendo diferentes HMMs correspondientes a proteinas cuyas estructuras han sido

experimentalmente determinadas, siendo utilizados como templados; 5) construccion de
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modelos tridimensionales del esqueleto carbonado de la secuencia de interés, basandose en las
comparaciones anteriores entre HMMs de la proteina de interés y los templados; y 6) modelado
de loops localizados en la proteina de interés.

Para mejorar el modelado, ademas: 7) se examinan otros templados para maximizar el coverage
(cobertura de alineamiento) y confidence (confianza en la prediccién), y se construyen nuevos
modelos para cada templado; todos estos modelos proveen informacién acerca de las
restricciones entre los carbonos alfa; 8) realiza una sintesis virtual de la proteina de interés
teniendo en cuenta todas estas restricciones, obteniéndose la estructura final de la proteina de

interés.

El programa Robetta (Kim et al. 2004): 1) busca dominios proteicos en la secuencia de interés que
son homoélogos a dominios con estructuras determinadas experimentalmente, por el método
GINZU (basado en busquedas por BLAST, PSIBLAST, FFASO3 o 3D-Jury); 2) busca regiones de la
proteina de interés sin homodlogos. Si estas tienen menos de 50 aminodcidos son considerados
como linkers entre los dominios; de lo contrario, se buscan homdlogos remotos por otras
estrategias (HMMER en PFAM). 3) Para determinar dominios putativos en las regiones de la
proteina sin homodlogos aparentes, realiza un alineamiento multiple basado en PSI-BLAST contra
la base de datos no-redundantes de proteinas de NCBI. Aquellas regiones de la proteina con cierto
numero de hits son consideradas como dominios proteicos putativos; finalmente 4) las secuencias
de la proteina sin homdlogos asignados son analizadas de acuerdo a si forman parte de extremos

terminales o de loops y son modelados por métodos ab initio.

Para corroborar los homdlogos remotos a TcRibJ encontrados por estos servidores, se utilizo el
programa HHpred (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred#), que compara la secuencia de

interés con HMMs conteniendo informacion de diferentes dominios proteicos.

Finalmente, la comparacién entre los modelos de TcRibJ y la estructura de GlpT (pdb: 1PW4)
usada como templado se realizé por la alineacidon de ambas entidades y determinacién del RMSD
(Root Mean Square Deviation: indica la desviacién promedio en un alineamiento estructural) por

el servidor PDBeFolf (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/cgi-bin/ssmserver).
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Identificacion de posibles sitios de interaccion entre TcRibJ y flavinas por Docking

Para evaluar posibles interacciones de las flavinas con TcRibJ y, en caso afirmativo, determinar los
aminoacidos involucrados, se realizdé un docking utilizando el sitio Swissdock on-line

(http://www.swissdock.ch/).

Este programa es de libre uso y se basa en cuatro pasos: 1) determinacion de los posibles sitios
de unién del ligando en la proteina blanco; 2) optimizacion estructural del ligando dentro de los
sitios de unién encontrados; 3) calculo de la energia de interaccién entre el ligando vy el sitio de
unién; y 4) optimizacion de los modelos generados por: 4.a- minimizacidon de la energia de
interaccion a grandes rasgos; 4.b- agrupamientos de modelos similares estructuralmente; 4.c-
consideracion de la energia de solvatacién del complejo proteina-ligando; 4.d- aplicaciéon de
operadores de optimizacion fina de las interacciones; y 4.e- re-agrupamiento de estos nuevos
modelos generados. De esta manera, el programa arroja varios modelos, agrupados en clusters

por similitud estructural, favorables desde el punto de vista energético.

En estos ensayos bioinformdticos también se incluyeron moléculas estructuralmente no
relacionadas con las flavinas, como putrescina y treonina.

Visualizacion de los resultados

La visualizacion y analisis de las estructuras y resultados de docking se realizaron con el programa

VMD (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).
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Construccion de vectores recombinantes

Purificacion de ADN gendmico de epimastigotes de T. cruzi, de prociclicos de T. brucei y de

promastigotes de L. mexicana

Para la purificaciéon de ADN gendmico de estos pardsitos se utilizd el protocolo descripto por
Medina-Acosta et al.(Medina-Acosta & Cross 1993). Brevemente, ~50 millones de parasitos se
centrifugaron a 3000 rpm a temperatura ambiente y se lavaron con PBS. El pellet se resuspendio
en liquido residual y se agregé 500 pul de buffer TELT (50 mM Tris HCl pH 8, 62,5 mM EDTA pH 9,
2,5 mM LiCl, 4 % v/v Tritdn X-100). Luego de mezclar suavemente, se incubd 5 min a temperatura
ambiente. La extraccion se realizd con 500 pl de fenol: cloroformo (1:1 v/v), se mezclé por
inversiéon e incubd nuevamente 5 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 13000 rpm por 5

min, y la fase acuosa (fase superior) se separé y transfirio a tubos tipo eppendorf de 2 ml.

Luego de medir el volumen de la fase acuosa, se agregd 2 voliumenes de etanol 100 %,
mezclandose por inversién, y se incubé 5 min a temperatura ambiente. La precipitacion del ADN
gendmico se realizé centrifugando a 13000 rpm durante 10 min a 4 °C. El pellet se lavé con 1 ml
de etanol 100 %, se dejé secar al aire y se resuspendié en buffer EB (10 mM Tris-HCI pH 8,5). El

ADN obtenido fue cuantificado por absorbancia en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

Purificacion de ADN plasmidico a partir de E. coli DH5a

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla MyM-2. La extraccion y
purificacion de los plasmidos se realizd a partir de un cultivo ON de E. coli DH5a, creciendo en
medio LB con el antibidtico correspondiente, a través de QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)

siguiendo las indicaciones del fabricante.

Construccidn de los vectores recombinantes de expresién en T. cruzi

Reacciones de PCR y purificacidn de los productos obtenidos

En todos los casos, las reacciones de PCR se realizaron siguiendo el programa: 94°C 10 min, 30
ciclosde (94 °C-45s,58°C-355s,72°C-1:50 min) y 72 °C 5 min. En el caso de amplificar a partir
de:
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' ADN gendmico: se utilizaron ~200 ng como templado;

 Plasmido: se agregd ~1 ng a la reaccion.

La enzima Taqg DNA polimerasa (Invitrogen) y los demds reactivos se emplearon siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los primers en cada caso se detallan en el parrafo correspondiente

(Tabla MyM-3).

Los productos obtenidos se sometieron a electroforesis en geles de agarosa 1 % con bromuro de

etidio, y los fragmentos de ADN se visualizaron en un transiluminador con luz UV.

Los productos de PCR se purificaron utilizando el QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Digestidn de los vectores de expresion en T. cruzi y de los productos de PCR

Vector pRIBOTEX-TcRibJ: se amplificé la secuencia de TcRibJ a partir de ADN gendémico de T. cruzi,
utilizando los primers F—EcoRI-TcRibJ y R—Hindlll-TcRibJ (Tabla MyM-3). El producto de
amplificacidn y el vector de expresion de T. cruzi pRIBOTEX fueron digeridos con EcoRI y Hindlll

(New England) a 37 °C por 3 h.

Vector pRIBOTEX-GFP: se amplificé la secuencia de GFP del vector pTREX-GFP (donado por el Dr.
Claudio Pereira), utilizando los primers F-EcoRI-GFP y R-HindllI-GFP (Tabla MyM-3). El producto
de amplificacién y el vector de expresion de T. cruzi pRIBOTEX fueron digeridos con EcoRI y Hindlll

(New England) a 37 °C por 3 h.

Vector pTREX(higromicina)-TCPAT12: el inserto TCPAT12 se amplificé por PCR a partir de ADN
gendmico de T. cruzi, utilizando los primers F-Xmal-TCPAT12 y R-HindllI-TCPAT12 (Tabla MyM-3).
El producto de amplificacion y el vector de expresion pTREX(higromicina) fueron digeridos con
Xmal y Hindlll (New England) a 37 °C por 3 h.

A diferencia del resto de los vectores construidos en este trabajo, el plasmido pTREX(higromicina)-
TcPAT12 solo se utilizé como intermediario para el clonado de TCPAT12 en el vector de expresion
pET24d de E. coli (ver seccion “Construccion de vectores recombinantes de expresién en

bacterias E. coli”).
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Tabla MyM-2. Vectores empleados en este trabajo

Plasmidos Descripcion Referencias
Plasmidos para T. cruzi
Vector resion en T. cruzi. Contiene el promotor de ADNr Martinez-Calvill
DRIBOTEX ector de expresion e cru ontiene el promotor de (Martinez-Calvillo

pRIBOTEX-GFP

pRIBOTEX-TCRibJ

pTREX(higromicina)

pTREX(higromicina)-

y los genes de resistencia a G418 y ampicilina

Expresa la proteina GFP, usado como control

Expresa el transportador de riboflavina de T. cruzi

Vector de expresion en T. cruzi. Contiene el promotor de ADNr
y una region intergénica que incrementa aun mas el nivel de
expresion. Tiene resistencia a higromicina y ampicilina
Expresa el transportador de poliaminas de T. cruzi, solamente
utilizado como intermediario para la construccién de otros

et al. 1997)

Este trabajo
Este trabajo

(Bouvier et al.
2013)

Este trabajo

TCPAT12
vectores
Plasmidos para S. pombe
Vector de expresion en S. pombe. Contiene el gen LEU2 (Beta-
pREP3x isopropilmalato deshidrogenasa) de S. cerevisiae, que (Maundrell 1993)

PREP3x-TCRibJ
pREP3x-TbRibJ

PREP3x-LmiRibJ

complementa la auxotrofia leul-32 de S. pombe

Expresa la secuencia codificante de TcRib)J
Expresa la secuencia codificante de ThRibJ

Expresa la secuencia codificante de LmiRib)

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Vector de expresion en S. Pombe. Contiene el gen de (Bahler et al.
FAa-KanMX6 . .
prAa-ian resistencia a G418 1998)
Plasmidos para E. coli
pET24a y pET24d Vectores de expresion en E. coli, con diferente marco de Comercial

pET24a-RibM
pET24a-TcRibJ
pET24a-ThRibJ
pET24a-LmiRib)J

pET24d-TcPAT12

lectura. Contienen el gen de resistencia a kanamicina
Expresa el transportador de riboflavina RibM, utilizado como
control positivo

Expresa la secuencia codificante de TcRib)J
Expresa la secuencia codificante de ThRib)J

Expresa la secuencia codificante de LmiRibJ

Expresa el transportador TCPAT12, utilizado como control
negativo

(Hemberger et al.
2011)

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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Tabla MyM-3. Primers utilizados para la amplificacion de los fragmentos correspondientes. En rojo
se resaltan los sitios de restriccion.

Primer

Secuencia 5'a 3'

Plasmidos de T. cruzi

F-EcoRI-TcRibJ
R-Hindlll-TcRibJ
F-EcoRI-GFP
R-HindllI-GFP
F-BamHI-TcRibJ
F-Xmal-TcPAT12

R-HindIII-TcCPAT12

CGGAATTCATGTTGCCATGTTTCACACGG
CCCAAGCTTTTACGCAAGTTTTGCTTCTGC

CCGGAATTCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTG

CCCAAGCTTTTATTTGTATAGTTCATCCATGCCATGTGTAAT
CGGGATCCATGTTGCCATGTTTCACACG
CCCGGGATGAATCCCGGTGGTGAATC

CCCAAGCTTGTTTACGTGTGGGCATTTG

Plasmidos de S. pombe

F-pREP3X-TCRib)
R-pREP3x-TCRib)
F-pREP3X-ThRib)
F-pREP3X-TbRibJ
F-pREP3X-LmiRib)
F-pREP3X-LmiRib)

GTCGCTTTGTTAAATGGCCTCGAGATGTTGCCATGTTTCACACGG
CAAGGGAGACATTCCTTTACCCGGGTTAAGATCTCGCAAGTTTTGCTTCTGCTG
GTCGCTTTGTTAAATGGCCTCGAGATGCTTCCAAGTTTCACCCG
CAAGGGAGACATTCCTTTACCCGGGTTAAGATCTCATAATCTCAACAAGTTTTGTCTTC
GTCGCTTTGTTAAATGGCCTCGAGATGCAAATCTACGAGGCATGCAAG

CAAGGGAGACATTCCTTTACCCGGGTTAAGATCTCGCCTGCCTCACCACGCGCA

Mutantes S. pombe nrib5

Fwd-(5’-UTR)RIB5
Rev-(5’-UTR)RIB5KanMX6
Fwd-(3’-UTR)RIB5KanMX6

Rev-(3’-UTR)RIB5
Fwd-KanMX6-(5’-UTR)RIB5

Rev-KanMX6-(3’-UTR)RIB5

GGCACAATTAATTACCGTGAGTGAGTTCTTCCTTCAACC

TAATTAACCCGGGGATCCGCAACAAGACCTGTAAACATCT

GTTTAAACGAGCTCGAATTCGAAAACCCAAGCTTGAATGCGC

CCCCATTCTTCACAAATTTGTCAGTGAGAATGAGAAGG

GGTCTTGTTGCGGATCCCCGGGTTAATTAAGGCGCGCCAG

TTGGGTTTTCGAATTCGAGCTCGTTTAAACTGGATGGCGG

Plasmidos para E. coli

F-Ndel-TcRibJ
R-BamHI-TcRibJ
F-Ndel-TbRibJ
R-BamHI-ThRibJ
F-Ndel-LmiRibJ

R-BamHI-LmiRibJ

TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCACCACCACCACCACTTGCCATGTTTCACAC
GGAA

AGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCTTACGCAAGTTTTGCTTCTGC

TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCACCACCACCACCACCTTCCAAGTTTCACCC
GTAA

AGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCTCACATAATCTCAACAAGTTT

TAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCACCACCACCACCACCACCAGATCTACGAGGCA
TGCAAG

AGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCTCACGCCTGCCTCACCACGCG
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Reaccidn de desfosforilacidn

La desfosforilacion de los vectores digeridos se llevd a cabo utilizando la enzima CIAP (Promega),
siguiendo las instrucciones del fabricante, con el fin de prevenir la recircularizacion y religacion

del vector.

Reaccion de ligacidn

Una vez que los plasmidos (digeridos y desfosforilados) y los insertos (digeridos) fueron
purificados utilizando el QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), el clonado se llevé a cabo con la
enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen) utilizando una relacion molar inserto: vector 3:1, siguiendo las

instrucciones del fabricante.
Construccion de vectores recombinantes de expresion en levaduras S. pombe y bacterias E. coli:

Las construcciones pREP3x-TCRibJ, pREP3x-TbRibJ y pREP3x-LmiRibJ para S. pombe y pET24a-
TcRibJ, pET24a-TbhRibJ y pET24a-LmiRibJ para E. coli (Tabla MyM-2) se obtuvieron utilizando una

estrategia diferente a lo explicado anteriormente.

Primera ronda de PCR (Amplificacion desde ADN gendmico de tripanosomatidos)

La primera reaccion de PCR se utilizé para amplificar los potenciales trasportadores de riboflavina
de T. cruzi, T. brucei y L. mexicana a partir del ADN gendmico correspondiente. Para ello, se
utilizaron los pares de primers: F-pREP3x-TcRibJ / R-pREP3x-TcRibJ, F-pREP3x-ThRibJ / R-pREP3x-
TbRibJ, F-pREP3x-LmiRibJ / R-pREP3x-LmiRibJ para el vector pREP3x, y F-Ndel-TcRibJ / R-BamHI-
TcRibJ, F-Ndel-TbRibJ / R-BamHI-TbRibJ y F-Ndel-LmiRibJ / R-BamHI-LmiRibJ para pET24a (Tabla
MyM-3).

En todos los casos, las reacciones de PCR se realizaron con la enzima DNA polimerasa Pfx
(Invitrogen), segun indicacion del fabricante. El programa empleado fue: 94°C - 5 min, 30 ciclos

de (94°C-455s,58°C-35s,68°C-2:00 min)y 68°C -5 min.

Los productos obtenidos se sometieron a electroforesis en geles de agarosa 1 % con bromuro de

etidio, y los fragmentos de ADN se visualizaron en un transiluminador con luz UV.
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Los productos de PCR se purificaron utilizando el QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Segunda ronda de PCR: clonado en los vectores pREP3x o pET24a

En este caso, el clonado en los vectores pREP3x o pET24a se realizé mediante una segunda ronda
de PCR con la enzima Q5 DNA polimerasa (New England), donde los productos de PCR anteriores
se usaron como primers (ver esquema en la Figura MyM-1). El programa utilizado fue: 94 °C- 5

min, 18 ciclos (94 °C-50s,60°C-35s,72°C—3:30 min)y 72 °C - 2 min.

Figura MyM-1. Representacién del clonado de TcRibJ, TbRibJ y LmiRibJ en el vector de expresion
de S. pombe pREP3x o de E. coli pET24a mediante la enzima Q5 DNA polimerasa.

Digestion de ADN plasmidico metilado: pREP3x o pET24a vacios

El producto de la segunda reaccidon de PCR se incubd con la enzima de restriccion Dpnl (New

England), que reconoce y corta ADN metilado. De esta manera, el plasmido purificado de E. coli
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— no recombinante- es digerido mientras que el vector obtenido por PCR, al no estar metilado,
no es digerido por la enzima. De esta manera, se elimina el background generado por los

plasmidos pREP3x o pET24a vacios.

Construccion del vector recombinante pET24d-TcPAT12

Para la construccién del pET24d-TcPAT12 (que codifica para el transportador de poliaminas de T.
cruzi (Carrillo et al. 2006)), el inserto TCPAT12 se extrajo del vector pTREX(higromicina)-TCPAT12,
a través de su digestion con las enzimas BamHI y Hindlll (New England) a 37 °C por 3h.

La reaccion de digestidon se sometio a electroforesis en gel de agarosa 1 % con bromuro de etidio,
y el fragmento correspondiente se purificé utilizando QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).

En paralelo, el plasmido pET24d vacio se digirid con las mismas enzimas de restriccién v,
posteriormente, se desfosforild con la enzima CIAP (Promega), tal como lo indica el fabricante.

La ligacidn se realizd con T4 DNA ligasa (Invitrogen), en una relacion molar inserto: vector 3:1.

Preparacion de E. coli electrocompetentes y electroporacion

Bacterias E. coli de la cepa DH5a se estriaron en placas de LB (extracto de levadura 0,5 %, peptona
1 %, NaCl 1 %, agar 2 %), de manera tal de obtener colonias aisladas. Se repicaron 10 colonias en
25 ml de LB liquido fresco y se incubaron a 37 °C, ON con agitacidn. Al dia siguiente, 5 ml de este
cultivo se utilizé para inocular 500 ml de LB sin sal (DO inicial: ~0.02) y se incubaron a 37 °C con
agitacion, hasta alcanzar una DO final: 0.4-0.6. Luego, las bacterias se incubaron en hielo por 10
min, se centrifugaron a 3000 rpm a 4 °Cy lavaron 3 veces con glicerol al 10 % frio. Posteriormente
se resuspendieron en 1,5 - 2 ml de glicerol 10%, se alicuotaron de a 50 pul en eppendorfs estériles,
rapidamente se congelaron en N; liquido y se almacenaron a -80 °C.

Para la electroporacion, las bacterias se descongelaron en hielo y se agregd plasmido (4 pl de
ligacion o 1 ul del clonado por PCR con Q5 DNA polimerasa). Se trasvasaron a cubetas de 0,2 cm
de gap (BioRad Laboratories), previamente enfriadas, y la electroporacion se realizé mediante un
Unico pulso a 2,5 kV, 25 uFA y 200 Q. Rapidamente, se agregd 1 ml de medio SOB (extracto de
levadura 0,5 %, peptona 2 %, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgS04 10 mM, Glucosa 20

mM), se trasvasaron a tubos eppendorfs estériles e incubaron 1 h a 37 °C.
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Luego las bacterias se sembraron en LB agar con ampicilina (200 pug/ml, para pRIBOTEX, pTREX y
sus derivados) o kanamicina (50 pug/ml, para pET24a y sus derivados), y se incubaron en estufa a
37 °C ON. Finalmente, algunas colonias se repicaron en placas de LB frescas con el respectivo

antibidtico, para facilitar el screening de colonias positivas.

Verificacion de los clonados por Colony PCR

La verificacion de la transformacidn de las bacterias resistentes a los antibidticos, que contuvieran
los pldasmidos con los insertos correspondientes, se realizé por PCR de colonias en crudo o “Colony
t/WE. Esta reaccion se llevd a cabo con la enzima Taq DNA polimerasa (Invitrogen) segun lo indica
el fabricante. En este caso, las colonias de E. coli transformadas se picaron con un escarbadientes
estéril y se agregd al tubo de reaccién como fuente de ADN molde. Los primers fueron los mismos
que se utilizaron previamente (Tabla MyM-3). Los productos de la colony PCR se visualizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa con bromuro de etidio.

Las colonias que dieron positivas en el screening se conservaron en glicerol 15 % a -80°C.

Las secuencias de las regiones clonadas se analizaron por secuenciacién para corroborar la

ausencia de mutaciones.
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Construccion de cepas de S. pombe nrib5 que expresan los potenciales transportadores de

riboflavina
Cepa de S. pombe y Medios de cultivo

En este trabajo se utilizé la levadura Schizosaccharomyces pombe cepa Sp61 (h-, adel, ade6-
M210, leul-32, ura4-D18) la cual es auxdtrofa para adenina, leucina y uracilo. Para su crecimiento,
se utilizé el medio YEA (glucosa 3 %, extracto de levadura 0,5 %y adenina 0,07 mg/ml) o YES (igual
que YEA pero suplementado con adenina, histidina, leucina, uracilo y lisina a 225 mg/ml cada
uno). También se preparé medio minimo Edinburgh (Forsburg & Rhind 2006). Estos medios
también se prepararon en forma sélida con agar 2 %. En todos los casos, las levaduras se

incubaron a 28 °C.
Extraccion de ADN gendmico de S. pombe

Las levaduras se cultivaron en medio YEA (10 ml) ON. Luego se cosecharon y lavaron con agua
bidestilada, se resuspendieron en 0,5 ml de agua, se centrifugd y resuspendié en el liquido
residual. Para la lisis, se agregd 0,2 ml de buffer conteniendo SDS 1 %, Triton-X100 2 %, NaCl 100
mM, Tris (pH 8,0) 10 mM, EDTA (pH 8,0) 1 mM, 0,2 ml de fenol: cloroformo (1:1) y esferas de
vidrio lavadas con acido. Se agitd vigorosamente por 2 - 5 min a temperatura ambiente, se agregd
0,2 ml de buffer TE y se centrifugd 5 min a maxima velocidad. La fase acuosa se transfirié a un
tubo eppendorf nuevo y se agregaron 2 volumenes de etanol para la precipitacion del ADN. Luego,
se centrifugd 15 min a maxima velocidad a 4 °C y el pellet se resuspendié en 0,4 ml de buffer TE
(10 mM Tris-Cl, pH 8.0; 1 mM EDTA). La cuantificacidon del ADN gendmico se realizé con NanoDrop
2000.

Preparacion del fragmento de ADN conteniendo el gen KanMX6 flanqueado por secuencias de

RIBS

Se generd un fragmento de ADN conteniendo una parte de la region 5’-UTR y 3’-UTR (ambas
proximas a la secuencia codificante de RIB5) flanqueando al gen de resistencia a G418 (KanMX6)
y su promotor constitutivo (Bahler et al. 1998). El esquema de trabajo se representa en la Figura
MyM-2. Basicamente, se realizaron varias reacciones de PCR sucesivas para obtener: 1) la region

5’-UTR de RIB5 fusionado al extremo 5’ del gen KanMX6 (primers: Fwd-(5’-UTR)RIB5 / Rev-(5’-
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UTR)RIB5KanMX6); 2) la region 3’-UTR de RIB5 fusionado al extremo 3’ del gen KanMX6 (primers:
Fwd-(3’-UTR)RIB5KanMX6 / Rev-(3’-UTR)RIB5); 3) el gen KanMX6 fusionado a los extremos de la
regién 5’-UTR y de la regién 3’-UTR de RIB5 (primers: Fwd-KanMX6-(5’-UTR)RIB5 / Rev-KanMX6-
(3’-UTR)RIBS). 4) La ultima reaccion de PCR se realizé con el fin de fusionar los 3 productos
anteriores (primers: Fwd-(5-UTR)RIB5 / Rev-(3’-UTR)RIB5). Las secuencias de los primers se

detallaron en la Tabla MyM-3.

Figura MyM-2. Esquema de trabajo realizado para la obtenciéon del fragmento de ADN
conteniendo el gen KanMX6 flanqueado por las secuencias de 5’-UTR y 3’-UTR de RIB5 (panel
superior). En el panel inferior se muestran los resultados de las diferentes reacciones de PCR
realizadas.

De esta manera, en levaduras de S. pombe Sp61 transformadas con este fragmento, el gen RIB5

se reemplazaria con nuestra construccién por recombinacién homéloga.

Los programas de PCR fueron:
 paral)y2),10 mina94°C/30ciclosde:35s5a94°C,25s5sa60°C,35sa72°C/2mina
72 °C, y se usaron 200 ng de ADN gendmico de S. pombe.
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f Para3),5mina94°C/30ciclosde:45sa94°C,35sa60°C,1:45mina72°C/5mina
72 °C, y se usaron 1 ng de ADN plasmidico.

{ Para4),5mina94°C/30ciclosde:45sa94°C,35s5a60°C,2:30mina72°C/5mina
72 °C, y se usaron 20 ng de fragmentos 5"UTR-RIB5 y 3"UTR’RIB5 y de fragmento KanMX6.

Con fines analiticos, una alicuota de los productos obtenidos fue sometida a electroforesis en
geles de agarosa 1 % con bromuro de etidio, y los fragmentos de ADN se visualizaron en un
transiluminador con luz UV. Los productos de fusién por PCR cuyas alicuotas mostraron un
resultado positivo (banda de 2060pb en el gel) se juntaron en un Unico tubo que se llevé a un
volumen final de 0,2 ml. Luego se agregd 20 ul de acetato de sodio 3M (pH 5,2) y 500 ul de etanol,
y se incubd 1 h a -20 °C. Posteriormente se centrifugd 15 min a 13000 rpm a 4 °C. El pellet se lavo
con etanol 70 % y se centrifugd 5 min a 13000 rpm a 4 °C. El pellet se secé al aire y finalmente se

resuspendid en 20 ul de buffer TE.

Preparacion de S. pombe electrocompetentes y electroporacion

Levaduras S. pombe wild type se cultivaron en medio YEA durante 48 h a 28 °C con agitacién. Una
alicuota del cultivo sobrecrecido se inoculé en medio YEA (dilucién 1/50 aproximadamente) y se
incubd en las mismas condiciones durante 18 h, alcanzando una DOsgp entre 1 y 1,5.
Posteriormente, las levaduras se cosecharon y lavaron 2 veces con agua bidestilada estéril fria, y
una vez con sorbitol 1 M frio. Luego, el pellet se resuspendio en el liquido residual, se trasvasé a
tubo eppendorf estéril, y nuevamente se lavé con sorbitol 1 M. Finalmente, las levaduras se
resuspendieron en 0,15 ml de sorbitol 1 M. Durante todo el proceso las levaduras se mantuvieron
en frio. Para la transformacidn, la suspension se alicuoté de a 50 pl en tubos eppendorf, las
levaduras se incubaron con ADN plasmidico o producto de PCR y se trasvasd a cubetas de
electroporacion. La transformacidn se realizé con un pulsoa 1,5 KV, 200 Qy 25 uFa (T~ 5 ms). La
recuperacién se realizé con sorbitol 1 M a 28 °C. Finalmente, se sembraron en placas de medio
YES agar con exceso de riboflavina (> 750 uM), y se incubaron a 28 °C durante 2 dias. Luego, estas
placas se sometieron a replicate plate de manera tal de transferir las células a YES agar con
riboflavina y G418 (200 mg/Its), y se incubaron a 28 °C durante 5 dias. Las colonias obtenidas se

cultivaron en YES agar con riboflavina y G418, y se congelaron a -80 °C con glicerol 15 %.
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Chequeo de levaduras S. pombe mutantes nrib5

Andlisis fenotipico

Para confirmar la sustitucion del gen RIB5 por el de resistencia a kanamicina, se realizaron
ensayos de crecimiento. Para ello, las colonias obtenidas (llamadas Arib5) y la cepa wild type se
cultivaron en medio YES con exceso de riboflavina a 28 °C, hasta alcanzar la fase logaritmica
media. Luego de medir la DOsoo, los cultivos se lavaron con PBS estéril y se resuspendieron en
medio YES fresco hasta una DO final =0,6. A partir de este cultivo se realizaron diluciones seriadas
al décimo, hasta alcanzar un orden de 107°. Finalmente, se tomaron 10 pl de cada dilucién y se

sembraron en placas de YES conteniendo 750 uM de riboflavina o sin vitamina (0 uM).

Analisis molecular

Para corroborar que la auxotrofia observada fenotipicamente se debia al reemplazo en el gen
RIB5 de S. pombe Sp61, se extrajo ADN gendmico de las cepas Arib5 y wild type y se realizaron
diversas reacciones de PCR. Para ello, se utilizaron los primers Fwd-(5’-UTR)RIB5-KanMX6 / Rev-
(5’-UTR)RIB5-KanMX6 o el par Fwd-(5’-UTR)RIB5-KanMX6 / Rev-(3’-UTR)RIB5 o el par de primers
Fwd-(5’-UTR)RIB5 / Rev-(3’-UTR)RIBS.

Los productos de PCR se sometieron a corrida electroforética en gel de agarosa 1 % y los

resultados se visualizaron con transiluminador con luz UV.

Electroporacion de {0 Li2Y'6S nliop con las construcciones pREP3x - RibJ

Un cultivo de las levaduras nrib5 chequeadas por fenotipo y PCR fue preparado y electroporado
tal como se explicé anteriormente. En este caso, la seleccidn se realizd en medio minimo de
Edinburgh con adenina y uracilo (225 mg/lts), riboflavina en exceso (> 750 pM) para
complementar la auxotrofia, en presencia de la vitamina tiamina (5 pg/ml) para inhibir al
promotor que controla la expresién de los genes de interés, y en ausencia de leucina para

seleccionar a las transformantes (Reihl & Stolz 2005).

Ensayos funcionales de RibJ en el sistema heterdlogo E. coli plil0. auxétrofas para riboflavina

Para estos ensayos se utilizé la cepa de E. coli nliid., desarrollada por Garcia Angulo et al. (Garcia

Angulo et al. 2013), que se caracteriza por ser auxotrofa para riboflavina pues, por un lado, el gen
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ribB de E. coli (codificando para la enzima 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato sintasa, esencial
para la sintesis de riboflavina) fue reemplazada por recombinacién homéloga con el gen de
resistencia a cloranfenicol; y por el otro lado, naturalmente E. coli carece de transportadores de

riboflavina enddgenos.

Medio de cultivo para el crecimiento de E. coli pribB

Debido a la auxotrofia de E. coli nribB, el medio LB (sdlido o liquido) tuvo que ser suplementado

con riboflavina en exceso (concentracién final > 750 uM).

Preparacion de E. coli nribB electrocompetentes y electroporacion

Los protocolos de preparacién de 99 02f] N0 . electrocompetentes y de electroporacién fueron

los mismos que se utilizaron para E. coli DH5a.

Estas bacterias se transformaron con los plasmidos pET24a-vacio, pET24a-TcRibJ, pET24a-TbRibJ,
pET24a-LmiRibJ, pET24a-RibM y pET24d-TcPAT12 y se seleccionaron en placas de LB sdélido con

50 pg/ml de kanamicina y exceso de riboflavina.

Las bacterias 99 02fl pllio. transformadas con estos plasmidos se almacenaron en LB liquido con

kanamicina, riboflavina en exceso y glicerol al 15 %, a -80 °C.

Ensayos de complementacion de crecimiento de E. coli nribB expresando RibJ

Para estos ensayos, colonias de 99 02fi nill6. transformadas con los plasmidos pET24a-vacio,
pET24a-TcRibJ, pET24a-TbhRibJ, pET24a-LmiRibJ, pET24a-RibM y pET24d-TCPAT12 se utilizaron
para inocular cultivos de LB con 50 pg/ml kanamicina y riboflavina en exceso y se incubaron a 37
°C ON. Al dia siguiente, los cultivos se cosecharon y lavaron con PBS estéril. Luego se estriaron 10
ul de una solucién de bacterias (DOegoo: 0,025) en placas LB agar conteniendo 50 pg/ml kanamicina,
0,1 mM IPTG y distintas concentraciones de riboflavina (0, 5 y 750 uM), segun se indica en cada

pie de figura. Las placas se cultivaron 18 h a 37°C.

Para analizar el efecto de los cofactores FMN y FAD, los ensayos de complementacion se
realizaron en medio LB liquido. Para ello, colonias de E. coli pribB transformadas con los plasmidos

pET24a-vacio, pET24a-TcRibJ, pET24a-TbRibJ, pET24a-LmiRib) y pET24a-RibM se utilizaron para
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inocular cultivos de LB con 50 pg/ml kanamicina y riboflavina en exceso y se incubaron a 37 °C
ON. Aproximadamente 2 ml de estos cultivos se cosecharon y lavaron con PBS y se utilizaron para
inocular cultivos (2 ml con DOsgoinicial = 0,01) de LB fresco conteniendo 50 pg/ml kanamicina, 0,1
mM IPTG y distintas concentraciones de flavinas descriptas en cada pie de figura. Estos cultivos
se incubaron a 28 °C durante 18 h con agitacidon y el crecimiento se determind a través de la

medicion de la DOggo.

Ensayos de transporte de riboflavina en E. coli pribB expresando Rib)

Para estos ensayos, colonias de E. coli nribB transformadas con los plasmidos pET24a-vacio,
pET24a-TcRibJ, pET24a-TbhRibJ y pET24a-RibM se utilizaron para inocular cultivos de LB con 50
ug/ml kanamicina y riboflavina en exceso y se incubaron a 37 °C ON. Al dia siguiente, los cultivos
se cosecharon y lavaron con PBS estéril y se tomaron alicuotas para inocular 100 ml de LB fresco
con 50 pg/ml kanamicina, 0,1 mM IPTG a una DOsgoinicial = 0,01. Estos cultivos se mantuvieron a
28 °C hasta que alcanzaron la fase logaritmica media (DOsoofinal = 0,8 - 1,2). Ademas, estos
cultivos no fueron suplementados con riboflavina para disminuir los niveles intracelulares de

flavinas.

Luego, las bacterias se cosecharon a 4000 rpm y los pellets se lavaron 3 veces con PBS conteniendo
glucosa 1 mM (buffer de transporte). Los pellets se resuspendieron a una DOgoofinal = 5 en este
mismo buffer y, previamente al ensayo, se mantuvieron durante 15 min a 37 °C.

El ensayo de transporte comenzé con el agregado de una solucion 2 uM de 3H-riboflavina (actividad
especifica: 0,85 Ci/mmol); y la reaccidn se detuvo, a cada tiempo, tomando una alicuota (0,2 ml) y
adicionandole 1 ml de stop solution (500 uM riboflavina no marcada en PBS, enfriada en hielo). Las
bacterias se centrifugaron a 13000 rpm durante 1 min y se lavaron 3 veces con 1 ml de stop
solution. Finalmente, los pellets se resuspendieron en ~50 pl de liquido residual y se trasvasaron a
1 ml de liquido de centelleo UltimaGold XR (Packard Instrument Co., Meridien CT, USA). Los

tiempos en los que se tomaron las alicuotas se detallan en cada pie de figura.
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Desplazamiento del transporte de riboflavina en E. coli pribB

Los ensayos de desplazamiento se realizaron con las mismas bacterias anteriores, usando [3H]-
riboflavina a 0,3 uM (actividad especifica: 6,2 Ci/mmol) y, en simultaneo, se agregé riboflavina fria

a 3 UM y 30 pM. Las alicuotas se tomaron al tiempo 0y 120 min.

Para el andlisis de estos resultados, los valores obtenidos en el control (pET24a- vacio) -producto
de un pegado inespecifico de riboflavina radioactiva a la superficie- fueron restados de los datos

correspondientes a las otras transformantes.

Analisis de susceptibilidad a antibiéticos en E. coli nribB expresando Rib)J

Para controlar que la permeabilidad de las membranas bacterianas no se viera afectada por la
expresion de las proteinas transmembrana heterdlogas, se realizaron ensayos de permeabilidad
/ toxicidad con drogas no relacionada con riboflavina, como el 4cido nalidixico y acriflavina, en

dos tipos de medio: a- en medio sélido y b- en medio liquido.

a- Medio sélido: Para estos ensayos, las bacterias E. coli nribB se cultivaron en medio LB liquido
con exceso de riboflavina y 50 pug/ml kanamicina a 37 °C durante 18 h. Luego, se tomaron 200 pl
como indculo (DOeoo = 0,2) y se sembraron en placas de LB agar, 50 pg/ml kanamicina, 0,1 mM
IPTG y 750 uM riboflavina. Luego, pequefios discos de papel de filtro estériles se dispusieron en
las placas, y sobre estos se agregd distintas concentraciones de acido nalidixico (100, 150, 200,
250, 300 y 350 pg/ml). Las placas se cultivaron 24 h a 37°C. Finalmente, las placas se tifieron con
una solucién de 0,005 % cristal violeta para aumentar el contraste de las bacterias. La
susceptibilidad al acido nalidixico se estimé midiendo el radio del halo de inhibicién formado
alrededor del disco de papel de filtro, y se determind la concentracién a partir de la cual se

distinguia el halo.

b- Medio liquido: Por otra parte, se determind la Concentracion Inhibitoria 50 (ICso) de estas
bacterias transformantes frente al acido nalidixico o acriflavina en medio liquido. Para ello, estas
bacterias E. coli nribB se incubaron en medio LB liquido con exceso de riboflavina y 50 pg/ml
kanamicina a 37 °C durante 18 h. Luego se tomaron alicuotas (DOsooinicial = 0,02) para inocular 2

ml de medio LB fresco (exceso de riboflavina, 50 pg/ml kanamicina y 0,1 mM IPTG) conteniendo
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distintas concentraciones de acido nalidixico (0 — 40 pug/ml) o acriflavina (0 — 250 pg/ml). Estos
cultivos se incubaron a 37 °C durante 18 h. con agitacidn, donde el crecimiento se determind a

través de la medicion de la DOeoo.

Determinacion de la expresion de RibJ en E. coli BL21 por Western blot
Obtencidn de extractos proteicos de E. coli

Para la preparacion de los extractos proteicos se utilizaron bacterias E. coli BL21 transformadas
con el plasmido pET24a vacio o expresando TcRibJ, TbRibJ o LmiRibJ en fusién con una secuencia
“flag” de polihistidina en el extremo 3’ (Tabla MyM-2). Las bacterias se pre-cultivaron en 10 ml
de medio LB suplementado con kanamicina 50 pg/ml, ON a 37 °C. Al dia siguiente, estos pre-
cultivos se utilizaron para inocular 50 ml de LB fresco con kanamicina 50 pg/ml, partiendo de una
DOsooinicial = 0,1; y se incubaron a 37 °C, hasta que los cultivos alcanzaron una DOego = 0,5. Luego
se adicioné el inductor IPTG a 0,5 mM y se incubaron a 28 °C durante 5 h. Luego, se cosecharon
solamente 10 ml del cultivo y se resuspendieron en 500 ul de cracking buffer 1x (SDS 2 %, glicerol
6,6 % v/v, azul de bromofenol 0,01 %, Tris-HCl pH 6,8 0,02 M) suplementado con B-
mercaptoetanol (dilucidn 1:5, v/v) y con urea 8 M. Finalmente, las muestras se incubaron a 98 °C
durante 30 min.

Para cada ensayo se sembraron 35 pl de extracto/well.

Electroforesis en geles de poliacrilamida y transferencia

Para cada gel de poliacrilamida, la region separadora se prepard al 12% final, con 4 ml de la
solucion de mondmero (29.2 % acrilamida y 0,8 % bis-acrilamida), buffer de separacion (Tris-HCl
pH 8,8 0,375 M), SDS 1 %, APS 1 % y TEMED 0,05 % (v/v) y agua hasta alcanzar 10 ml. La region
concentradora se prepard con 0,44 ml de solucién de mondmero, buffer de separacion (Tris-HCl
pH 6,8 0,125 M), SDS 1 %, APS 0,05 % y TEMED 0,075 % (v/v), y se llevé a 3,3 ml con agua.

La separacion se realizd con buffer TANK 1x (Tris 0,3 %, Glicina 1,44 %, SDS 0,1 %), durante 2 h a
120 V.
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Se realizé una transferencia himeda utilizando membrana de blotting PVDF (GE Healthcare Life
Sciences) con TRANSFER buffer 1x (Tris 0,3 %, Glicina 1,5 %) en metanol 20 %, a 90 V durante 1,5
h a4 °C. Luego, la membrana de PVDF se bloqued en PBS-leche 5 %, a 4 °C, ON.

Revelado de Western blot

Luego del bloqueo, se lavé con PBS-tween 20 a 0,05 % (v/v) durante 5 min, a temperatura
ambiente, 3 veces. Como anticuerpo primario monoclonal se utilizé anti-polihistidina obtenido
en ratén (Sigma), disuelto en una relacién 1:3000 en PBS-BSA 1 %. Se incubé durante 2 h a
temperatura ambiente y se lavd 3 veces con PBS-tween 20 a 0,05 %. El anticuerpo secundario
policlonal fue anti-IgG de ratén hecho en conejo, fusionado a peroxidasa de rabanito (HRP). La
incubacidn se realizé durante 2 h a temperatura ambiente; y luego se lavé con PBS-tween 20 a

0,05 % (v/v), 3 veces.

El revelado se realizd con el reactivo SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate
(Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante; y se utilizé el equipo ImageQuant
LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences), utilizando el software provisto por el fabricante

(ImageQuant LAS 4000 Control Software).
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Preparacion de cepas transgénicas de T. cruzi
Purificacion de ADN plasmidico

Para transfectar parasitos, el primer paso consistié en obtener masa suficiente de los vectores
recombinantes de interés mediante minipreps a partir de las colonias de E. coli DH5a portadoras
de dichos vectores. Para ello, las bacterias fueron inoculadas en 10 ml de medio LB con el
correspondiente antibidtico de seleccidn y se incubd a 37 °C ON con agitacién. Al dia siguiente, se
cosecharon centrifugando a 13000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. El pellet se
resuspendid en 400 pl de buffer P1 (50 mM Glucosa, 25 mM Tris HCl pH 8,00, 10 mM EDTA pH
8,00) y se dividié en dos tubos eppendorfs. Luego se agregdé 300 ul de buffer P2 (0,2 M NaOH, 1 %
SDS) y mezclé suavemente por inversién. La neutralizacién se realizé con el agregado de 300 pl
de buffer P3 (3 M Acetato de Potasio pH 4,80), y nuevamente se mezclé por inversion.
Posteriormente, se centrifugd a maxima velocidad (13000 rpm) por 10 min a 4 °C, para separar
los restos celulares. El sobrenadante se transfirié a tubos eppendorfs nuevos, y se agrego 2 ul de
una solucién de RNasa 10 mg/ml por tubo (concentracion final: ~20 ug/ml). La reaccion se incubd
a 37 °C durante 20 min. El sobrenadante se extrajo 2 veces con 400 pl de una mezcla de
cloroformo: alcohol isoamilico 24:1. En cada extraccidn, se mezclé vigorosamente y se centrifugd
a 13000 rpm por 1 min, para separar la fase acuosa (superior) de la organica (inferior). La fase
acuosa se trasvasé a eppendorfs nuevos. La precipitacion del plasmido se realizd con un volumen
de isopropanol (~700 ul), se mezcldé vigorosamente y se centrifugd a 13000 rpm durante 15 min
a 4 °C. El sobrenadante se descarto, mientras el pellet se lavd con 500 pl de etanol 70%.
Nuevamente se centrifugd a 13000 rpm por 5 min a 4 °C. Luego de descartar el sobrenadante, se
dej6 evaporar el liquido residual. Finalmente el pellet se resuspendié en 25 ul de buffer TE y se
congeld -80 °C, al menos, por un dia.

Antes de la electroporacion, los pldsmidos se incubaron a 80 °C durante 10 min. El rendimiento

de ADN plasmidico siguiendo este protocolo es cercana a los 50 pg.

Preparacion de epimastigotes de T. cruzi electrocompetentes y electroporacion

Los epimastigotes de T. cruzi de la cepa MJ Levin cultivaron en medio BHT suplementado hasta

alcanzar la fase logaritmica media. Los parasitos se cosecharon y lavaron con PBS; se
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resuspendieron en 350 pl de PBS conteniendo 0,5 mM de MgCl, y 0,1 mM CaCl, y se incubaron
con 50 pg de plasmido. En el caso de la cepa MJ Levin se incubaron con el vector recombinante
pRIBOTEX-TcRibJ o pRIBOTEX-GFP.

La electroporacion se llevd a cabo en cubetas de 0,2 cm de gap (BioRad Laboratories), aplicando
un unico pulso de 400 V y 500 pFa, con una constante de tiempo ~ 5 ms.

Luego del pulso eléctrico, los epimastigotes de cultivaron a 28 °C en BHT suplementado, y al dia
siguiente se agrego 250 pg/ml de G418 para la cepa MJ Levin.

La cepa MJ Levin-GFP (transfectada con el vector pRIBOTEX-GFP) se utiliz6 como control de la
cepa MJ Levin-TcRibJ pues presentan un mismo background genético y un perfil transcripcional

similar de sobre-expresion y resistencia a G418.
Verificacion de epimastigotes de T. cruzi MJ-Levin sobre-expresando TcRibJ
Determinacion de la presencia de TcRibJ por Southern blot

Preparacion de las muestras, electroforesis y transferencia

El ADN gendmico de epimastigotes de T. cruzi de la cepa MJ Levin transfectada con pRIBOTEX-
GFP o pRIBOTEX-TCRibJ se extrajo tal como se explicé anteriormente. Luego de su cuantificacidn,
10 pg de ADN gendmico se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRl o BamHI y se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa 0,9 %, a 70 V en buffer TBE (45 mM Tris-Borato, 1
mM EDTA) 0,5x durante 4 h. Una vez finalizada la corrida electroforética, el gel se traté con una
soluciéon de HCI 0,25 M durante 30 min, se enjuagd con agua y se neutralizé con solucién de NaOH
0,4 M durante 30 min con agitacidn. La transferencia del ADN se realizd en esta misma solucién
ON a temperatura ambiente. Para ello, se construyd un sistema de transferencia a membrana de
nylon (Hybond N+, Amersham, previamente activada con agua bidestilada) por capilaridad con
papeles Whatman (Green & Sambrook 2012). Al dia siguiente se retiraron los papeles absorbentes
superiores y se marco la posicidn de siembra en la membrana, y se lavd con agua bidestilada para

remover las trazas de NaOH.

Preparacion de la sonda de 32P-ADN

La preparacion de la sonda radioactiva se realizd por PCR, en donde se usé la enzima Taq DNA

polimerasa siguiendo las instrucciones del fabricante. En el caso de los deoxi-nucledtidos dATP,
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dGTP y dTTP se agregaron a una concentracion final de 0,25 mM, mientras la concentracién de
dCTP no radioactivo fue de 0,6 pM. Ademds se incorporaron 5 pl de 32P-dCTP (50 uCi), siendo el
volumen final de reaccion = 50 pl. Los primers utilizados fueron F-EcoRI-TcRibJ y R-HindllI-TcRibJ
(Tabla MyM-3) y como molde se agregd 1 ng de plasmido pRIBOTEX-TCRibl.

El programa de PCR fue: 94°C 5 min, 30 ciclos de (94 °C-455s,58 °C-35s, 72 °C - 5:00 min) y 72
°C 2 min.

Para evaluar la eficiencia de marcacidn, antes de purificar la sonda, se separé una alicuota de 0,5
ul de la reaccion que se llevd, con agua, a un volumen final de 100 pl. A la mitad de este volumen
(50 pl) se le agregd 1 ml de liquido de centelleo UltimaGold XR (Packard Instrument Co., Meridien
CT, USA) y se midid la radioactividad total (referenciada como TOTAL*).

La purificacién de la sonda se llevé a cabo con illustra MicroSpin G25 columns (GE Healthcare),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Nuevamente se tomaron 0,5 pul de la sonda pura, se
llevdo a 100 pl con agua y se midid su radioactividad tal como se describié anteriormente
(referenciada como INCORPORADA*).

De esta manera, se determind el porcentaje de incorporacién del radioactivo = (radioactividad

INCORPORADA / radioactividad TOTAL) x 100% (idealmente deberia ser de al menos el 60 %).

Hibridacion de la membrana de nylon conteniendo el ADN gendmico

Primero se llevd a cabo la pre-hibridacidn; para ello, la membrana de nylon se colocd en el tubo
de pre/hibridacion y se agregaron 2 - 4 ml de la solucién SuperHyb (previamente homogeneizada
a 42 °C) contendiendo ADN de esperma de salmoén. Este paso se realizé durante 3 h a 45 °C.
Luego de este periodo, se llevd a cabo la hibridacion por agregado de la sonda radioactiva
(previamente desnaturalizada a 95°C por 10 min), y se dejé incubando a 45 °C ON.

Al dia siguiente, la membrana de nylon hibridada se lavé 6 veces con buffer SSC 1x (NasCitrato 15
mM/ NaCl 150 mM) — 0,1 % SDS a temperatura ambiente durante 5 min; posteriormente, se lavd
otras 4 veces con buffer SSC 0,1x (NasCitrato 1,5 mM/ NaCl 15 mM) — 0,1 % SDS a 55 °C por 10
min. Finalmente, la membrana de nylon se escurrid, se envolvié en papel film y se expuso sobre
Storage Phosphor Screen (GE Healthcare) ON. El resultado se observé usando el equipo Storm

Image and Detection system (Molecular Dynamics).
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Determinacion de la presencia de TcRibJ por PCR semi-cuantitativa

La reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando distintas cantidades de ADN gendmico (100 ng, 10
ng, 1 ng y 0,1 ng) de epimastigotes de T. cruzi de la cepa MJ-Levin transfectada con pRIBOTEX-
GFP y pRIBOTEX-TcRibJ. Para ello se utilizaron los primers F-EcoRI-TcRibJ y R-HindlIlI-TcRibJ (Tabla
MyM-3), utilizando la enzima Tag DNA polimerasa (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Determinacion de la expresion de TcRibJ por RT-PCR semi-cuantitativa

Cultivos de epimastigotes de parasitos de T. cruzi (MJ Levin-GFP y MJ Levin-TcRibJ) en la fase
logaritmica se cosecharon y el ARN se extrajo con el reactivo Trizol® de Invitrogen de acuerdo a
sus instrucciones. Para eliminar los restos de ADN gendmico contaminante, las muestras se
trataron con DNasa RQ1 de Promega siguiendo sus instrucciones. Finalmente, la concentracion
de ARN se cuantificé por NanoDrop 2000 y, para evaluar su integridad, una alicuota del ARN
obtenido se tratd con formamida y calor y se analizd mediante electroforesis en geles de agarosa
1 %.

La reaccion de retrotranscripcion se realizé con la enzima retrotranscriptasa reversa M-MLV de
Promega (siguiendo sus instrucciones), primers hexaméricos disefiados al azar (Promega) y 2 ug
de ARN como templado.

Finalmente, se realizaron 2 reacciones de PCR: una especifica para TcRibJ (primers: F-EcoRI-TcRibJ
y R-HindllI-TcRibJ, Tabla MyM-3) y otra para ARNr de la subunidad 18S, como control de carga. El
programa de PCR en ambos casos fue: 2 min a 94 °C / 30 ciclos de: 45sa 94 °C, 35sa 58 °C, 1:45
min a 72 °C / 2 min a 72 °C. Los productos se sometieron a corrida electroforética en geles de

agarosa 1 %y los resultados se observaron por transiluminador con luz UV.

Cuantificacion de flavinas intracelulares en epimastigotes de T. cruzi
Preparacion de los extractos de epimastigotes de T. cruzi

Epimastigotes de T. cruzi, de la cepa Y, cultivados en medio BHT suplementado con SFB 10 %
fueron cosechados en fase logaritmica (30 -40 millones/ml) por centrifugacién a 3000 rpm, 10

min a temperatura ambiente. El pellet de parasitos se lavd 3 veces con PBS vy, a partir de ese
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momento, se siguid el protocolo establecido por Hithner et al. (Hiihner et al. 2015). Brevemente,
los parasitos se resuspendieron en 1 ml de metanol/cloruro de metileno (9:10, v/v), y se agité
vigorosamente durante 1 min a temperatura ambiente. Luego se neutralizé con 0,45 ml de una
solucién 0,1 M (NH4)2C0O3, mezclando vigorosamente durante 1 min. Finalmente, se centrifugd a
13000 rpm por 20 min a 4 °C. Se tomod la fase acuosa (aproximadamente 0,4 ml) y se congelé a -
80 °C. Al dia siguiente, las muestras se liofilizaron ON y se resuspendieron en 150 pl de solucién
A (10 mM KH2PO4 y 15 mM de acetato de magnesio ajustado a pH: 3,4 con acido ortofosférico).
Este mecanismo de extraccién tiene la particularidad que permite extraer flavinas libres o
fuertemente unidas a proteinas de manera no-covalente (Hiihner et al. 2015).

Antes de cada corrida, las muestras se filtraron por centrifugacién en tubos eppendorf de 2 ml

conteniendo filtros de 0,2 uM.

Separacion de flavinas por HPLC

Para esta separacion se siguio el protocolo de HPLC establecido por Capo-chichi et al. (Capo-Chichi
et al. 2000). Brevemente, se utilizé como fase movil una mezcla de 85 % de solucion Ay 15 % de
acetonitrilo. Esta solucién se filtré con membranas de 0,45 uM y se desgased en vacio. Las corridas
se hicieron de manera isocratica, durante 20 min con un flujo de 0,8 ml/min y a temperatura
ambiente. Se utilizd una columna de fase reversa C18 (Luna, 5 uM, 250 mm x 4 mm) montada en
un equipo Agilent Technologies 1200 Series (Santa Clara, CA, USA) conectado a un detector de
fluorescencia FLD G1321A.

Para la curva de calibracién y la estimacién de los tiempos de retencién de cada flavina se
corrieron distintas cantidades de estandares disueltos en la solucién A (20, 40, 200, 400 y 800
pmoles).

La concentracién de cada flavina en los estandares y en las muestras se determind por
fluorescencia, excitando a 445 nm y midiendo la emisién a 530 nm.

Los diferentes cromatogramas se visualizaron con el software Agilent Ezchrom Elite.
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Ensayos de Transporte de Riboflavina en Tripanosomatidos
Preparacion de los cultivos y medicion del transporte de riboflavina en epimastigotes de T. cruzi

Los ensayos de transporte de riboflavina fueron realizados utilizando [3H]-riboflavina radioactiva
(6.2 Ci/mmol) (Movarek Biochemicals Inc.). Brevemente, los parasitos fueron pre-cultivados
hasta la fase estacionaria en medio BHT o SDM20 suplementado, segun se indica en el pie de
figura. Luego se cosecharon y resuspendieron en medio SDM20 suplementado fresco y se
incubaron a 28 °C hasta la fase logaritmica media. Después se cosecharon, lavaron con PBS -
glucosa 2 %, se resuspendieron en este mismo buffer e incubaron a 28 °C durante 3 h para
hambrearlos. Finalmente, los parasitos fueron cosechados y resuspendidos en PBS - glucosa 2 %
en una densidad entre 300 - 400 millones de parasitos/ml (30 - 40 millones de parasitos/tubo), y
se mantuvieron a 37 °C durante 15 min. El ensayo de transporte comenzd con el agregado de la
solucién conteniendo 3H-riboflavina radioactiva. La concentracién final y la actividad especifica
de la 3H-riboflavina asi como el tiempo de ensayo de cada alicuota se detallan en los pies de
figura.

Para cada punto se tomaron alicuotas de 0,1 ml de parasitos y se agregé 1 ml de stop solution
(PBS con 500 uM de riboflavina, mantenido en hielo), con el fin de detener el transporte. Los
pardsitos se centrifugaron 1 min a 13000 rpm y los pellets se lavaron 3 veces con 1 ml de stop
solution. Finalmente, se resuspendieron en el liquido residual y se agregd 1 ml de liquido de
centelleo UltimaGold XR (Packard Instrument Co., Meridien CT, USA).

Los parametros cinéticos (Kn aparente y Velocidad mdaxima - Vimsx-) fueron determinados con el

programa GraphPad Prism 6, mediante un ajuste a la ecuacidn de Michaelis-Menten.

Ensayos de desplazamiento del transporte de riboflavina en T. cruzi

Los ensayos de desplazamiento del transporte de riboflavina en T. cruzi fueron realizados con 3H-
riboflavina radioactiva a 0,3 uM (actividad especifica: 6.2 Ci/mmol) (concentracion cercana a la
Km aparente de riboflavina estimada en este trabajo), y a la vez se agregaron flavinas, analogos
de riboflavina, o acriflavina, o las drogas daunomicina y doxorubicina, en una concentracién 10y

100 veces mayor a la de la 3H-riboflavina usada.
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Ensayos de metaciclogénesis

Epimastigotes de la cepa Y- GFP se cultivaron en medio SDM20 con riboflavina 20 nM o 300 nM,
segun se indica, durante 7 dias. Luego, se cosecharon y se resuspendieron (25 millones de
parasitos en 50 ul para cada tratamiento) en medio TAU base (por “Triatomine Artificial Urine”,
buffer fosfato 8 mM pH 6.0, 190 mM NaCl, 17 mM KCI, 2 mM MgClz, 2 mM CaCl,) para iniciar la
induccion a metaciclogénesis y se incubaron 2 h a 37°C. Luego, cada alicuota de 25 millones de
pardsitos se incubd a 28°C por 48 h en 3 ml de medio TAU modificado (TAU base suplementado
con 10 mM L- prolina, 50 mM L- glutamato de sodio, 2 mM L- aspartato de sodio y 10 mM D-
glucosa). Cuando se indica, se agregé riboflavina, FMN o FAD o bien los analogos lumiflavina,
lumicromo, roseoflavina, o las drogas daunomicina y doxorubicina. La concentracion de los
solventes - DMSO o agua - fue del 2 %, tanto en los cultivos ensayados como en los controles
correspondientes sin droga.

Finalizado este periodo, se cosecharon y resuspendieron en suero humano fresco (que por su
actividad de Complemento lisa los epimastigotes) y se cuantificaron los tripomastigotes

metaciclicos obtenidos por recuento en camara de Neubauer (Ferreira et al. 2004).

Sobrevida de tripomastigotes sanguineos de T. cruzi

Estos ensayos se realizaron en colaboracidn con el grupo de trabajo de la Dra. Catalina Alba Soto
y de la Dra. Maria Laura Sbaraglini, en el Instituto de Investigaciones en Microbiologia y

Parasitologia Médica (IMPaM), Facultad de Medicina, UBA-CONICET.

Los tripomastigotes sanguineos de T. cruzi de la cepa RA, se obtuvieron de ratones BALBc
infectados, en el maximo de parasitemia, purificandose de sangre periférica. Se sembraron 1x10°
tripomastigotes sanguineos por well en placa de 96 wells, en medio de cultivo RPMI
suplementado con 10% SFB y en presencia o ausencia (control) de analogos de riboflavina.
Finalmente los cultivos se incubaron a 37 °C ON. Luego, los parasitos méviles se cuantificaron en
camara de Neubauer. Los resultados se expresaron como el numero de tripomastigotes

sanguineos viables (x 10* parasitos/ml).
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Ensayos sobre monocapa de células H9C2

Estos ensayos se realizaron en colaboracidn con el grupo de trabajo de la Dra. Patricia Romano,
junto con la Dra. Maria Cristina Vanrell, en el Instituto de Histologia y Embriologia Animal (IHEM),

Universidad Nacional de Cuyo — CONICET, Mendoza.

Para los ensayos de infectividad se usaron tripomastigotes derivados de tejidos (TCT, Tissue
Culture Trypomastigotes) de la cepa Y-GFP, obtenidos de células VERO (linea celular derivada de
rindn de mono africano). El mantenimiento de este co-cultivo se realizé en medio D-MEM de alta

glucosa (Invitrogen) - 3% suero.

Infectividad y Replicacion intracelular de amastigotes

Antes del paso de infectividad propiamente dicho, parasitos TCTs se preincubaron 30 minutos a
37°C en medio D-MEM — 10 % suero, en ausencia/presencia de los andlogos o de las drogas

daunomicina y doxorubicina. El control se hizo con 1 % DMSO.

Por otro parte, se cultivaron células H9C2 (provenientes de tejido muscular cardiaco de rata) en
medio D-MEM de alta glucosa - 10 % suero fetal bovino. Para la infeccion, estas células se
inocularon con los TCTs pre-tratados y se incubaron por 12 h a 37°C (se utilizaron 50.000
células/tratamiento, de manera tal de obtener un MOI = 10). Finalizado este tiempo de infeccidn,
se removid el sobrenadante, se lavo con PBS y se adiciond medio fresco D-MEM - 3 % suero
conteniendo los analogos a la misma concentracién anterior. De esta manera, se descartaron a

aquellos TCTs que no hubieran ingresado a alguna célula hospedadora durante este lapso.

Finalmente, se incubd por 48 h a 37°C y se fijé con 4% para-formaldehido por 10 min a
temperatura ambiente. Luego, se bloqued con 50 mM NH4Cl en PBS vy, subsecuentemente, se
permeabilizd con 0,05% saponina en PBS - 0,5% BSA. El citoesqueleto de actina de las células H9C2
se tifd con rodamina-faloidina y los pardsitos se visualizaron por la expresion de GFP (Barclay et
al. 2011). El montaje se realizé con Mobiol sin DAPI. Las imagenes se tomaron con un microscopio
confocal Nikon C1 y el analisis se realizd con el programa Imagel. En cada campo fotografiado se

contabilizd el porcentaje de células infectadas y la cantidad de amastigotes por célula H9C2

82



MATERIALES y METODOS

infectada, pardmetros que indican la capacidad de ingresar a la célula y la capacidad de proliferar

dentro de ella, respectivamente.

Cabe aclarar que en estos experimentos se utilizé suero al 3% para limitar la proliferacién de las
células hospedadoras, lo que favorecié el seguimiento del proceso de infeccion y proliferacion

intracelular del parasito (Barclay et al. 2011).

Toxicidad de los analogos de riboflavina sobre las células H9C2

Para determinar posibles efectos téxicos de los analogos sobre las células hospedadoras H9C2, se
utilizé el sistema de Alamar Blue®, en donde la viabilidad correlaciona positivamente con los
niveles de la actividad reductora de la célula.

Para el ensayo se utilizaron 5.000 células H9C2/tratamiento en medio 3% D-MEM, a las cuales se
agregd cada analogo a la misma concentraciéon de los ensayos anteriores de infectividad y
replicacion de amastigotes y se adicioné Alamar Blue®. Las células se incubaron 24 h a 37°Cy se

midio la absorbancia a 530 nm.

83



RESULTADOS




RESULTADOS

Flavinas y potencial flavoproteoma de tripanosomatidos

Si bien se han descripto varias flavoenzimas importantes en tripanosomatidos, alin se desconoce
su flavoproteoma y, por ende, el grado de relevancia de las flavinas en estos parasitos. Como
primera aproximacion, se decidié analizar las flavoproteinas inferidas en los genomas de T. cruzi,
T. bruceiy L. mexicana utilizando las bases de datos de tripanosomatidos TriTrypDB. En el genoma
de T. cruzi se detectaron 56 potenciales flavoproteinas, representando un 0,54 % del total de
proteinas estimadas (Figura R-1A). La mayor cantidad de flavoproteinas estuvo relacionada con
funciones desconocidas y con las vias biosintéticas de ergoesterol seguido de diversas vias
esenciales para el parasito, incluyendo la obtencion de energia, de nutrientes e involucradas en
la integridad del ADN y en la expresion génica.

En T. brucei y L. mexicana el nimero de flavoproteinas, y el porcentaje respecto del total,
resultaron similares a las de T. cruzi, encontrandose un 64 flavoproteinas (0,58 %) y 67
flavoproteinas (0,81 %), respectivamente. Ademas, se registraron leves diferencias entre si. Una
de ellas radicé en la capacidad de sintesis de aminoacidos (metionina), que estd solamente
presente en diversas especies de Leishmania (Vickers et al. 2006; Alcolea et al. 2016). La otra
diferencia consistié en la presencia de una proteina asociada al citoesqueleto con dominios de
union a FAD que se detectd solamente en T. cruzi y L. mexicana. Estos resultados sugieren que
las flavinas cumplen varios papeles en los tripanosomatidos que podrian estar asociados con el

estilo de vida parasitario (ver discusion).

A partir de estas evidencias de roles metabdlicos de flavoproteinas en tripanosomatidos se
decidié evaluar los niveles intracelulares de flavinas. Para ello, se realizaron ensayos de
separacion y cuantificacion por cromatografia en alta presion (HPLC). Las primeras corridas de
HPLC se realizaron con soluciones estandar de flavinas para determinar los tiempos de retencién
para FAD (5,14 + 0,10 min), FMN (6,64 + 0,03 min) y riboflavina (11,06 + 0,03 min) bajo nuestras
condiciones de ensayo asi como la curva de calibracién de concentracidn vs. drea para cada una
de las flavinas (R?: 0,99) (se grafica un cromatograma representativo en la Figura R-1B). Se estimé
que la concentracién de flavinas era de 0,45 + 0,11, 0,35 + 0,14 y 0,23 + 0,17 fmoles/10° parasitos
para FAD, FMM vy riboflavina, respectivamente (Figura R-1C). Estos resultados confirman la

presencia de flavinas en los epimastigotes de T. cruzi.
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Figura R-1. Representacion del flavoproteoma y estimacion de la concentracidén intracelular de
flavinas en epimastigotes de T. cruzi. A) Flavoproteoma estimado de T. cruzi a través de la base de
datos TriTrypDB. B) Representacién del cromatograma obtenido con los estandares de flavinas (400
pmoles de cada uno), medidos por fluorescencia: A de excitacion a 445 nm y A de emisién a 530 nm.
C) Cuantificacién de las flavinas intracelulares de epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y-GFP,
previamente cultivados en medio BHT suplementado con SFB 10 %.

Flavinas: efectos en la proliferacion de tripanosomatidos

Luego de identificar bioinformaticamente flavoproteinas con posibles funciones esenciales en
tripanosomatidos y habiendo detectado concentraciones de flavinas intracelulares, comenzamos
a estudiar el posible rol de riboflavina y otras moléculas relacionadas (derivados y andlogos) en
los parasitos mediante el estudio de proliferacién de cultivos en medio axénico.

El cultivo axénico de tripanosomatidos permite, de modo relativamente sencillo y eficiente,
conservar a los parasitos a lo largo del tiempo, en tanto material de estudio. Por otro lado,
permite evaluar el efecto de diversas condiciones y compuestos sobre el estado proliferativo del
cultivo. Existen dos criterios de evaluacién, habitualmente complementarios, que se utilizan
como parametros cinéticos para caracterizar la proliferacién:

a)- densidad mdxima: numero maximo de pardsitos/ml alcanzado en estado estacionario

temprano.
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b)- tiempo de duplicacién: indica velocidad de replicacidn del cultivo en estado logaritmico.

Durante el desarrollo del trabajo, el tiempo de duplicacién resultd muy variable entre un ensayo
y otro por lo que este pardmetro se considerd, en todo caso, para comparar cualitativamente
curvas intra-ensayo. Mientras nos centramos en el andlisis de densidad maxima, cuyos valores
fueron altamente reproducibles, para los estudios comparativos de distintas condiciones y

tratamientos, a lo largo de la tesis.

Efecto de las flavinas en la proliferacion de T. cruzi

Con el fin de determinar si las flavinas afectan la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi, se
cultivaron parasitos de la cepa Y-GFP en medio SDM20 con concentraciones crecientes de
riboflavina (Figura R-2). Al analizar las curvas de crecimiento de los epimastigotes, se observé que
el aumento en la disponibilidad de la vitamina producia un aumento tanto en la velocidad de
replicacion (pendiente de las curvas) como en la densidad maxima de los cultivos, alcanzandose
un maximo a 300 nM de riboflavina. A concentraciones mayores de la vitamina (600 nM), la
densidad maxima del cultivo se reducia a valores similares, o incluso inferiores, a los de la curva
control (20 nM) (Figura R-2A y B).

Este efecto proliferativo dependiente de la concentracién de riboflavina es especialmente notorio
a partir del quinto dia, tiempo en el que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria temprana. De
esta manera, a bajas concentraciones de vitamina (control a 20 nM y a 40 nM), los cultivos
alcanzaron una densidad de 54,5 + 2,5 x 108 parasitos/ml. A concentraciones mayores, 100 nM y
300 nM, se vio un aumento progresivo en la proliferacién alcanzando una densidad de 72,6 £ 5,6
y 92,3 + 4,0 x 10° pardsitos/ml, respectivamente (50,3 y 74,2 % mas respecto de la condicién
control). A 600 nM de riboflavina la densidad maxima alcanzada por el cultivo fue de 35,2 + 1,6 x
108 parésitos/ml (33,6 % menos respecto de la condicidn control) (Figura R-2C).

Estos resultados de densidad al quinto dia de cultivo indican que la riboflavina es un metabolito
importante para la proliferacion de los epimastigotes de T. cruzi, y su disponibilidad
efectivamente influye en el crecimiento, mostrando un efecto estimulante dentro de un rango

acotado de concentraciones (20 nM - 300 nM).
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Figura R-2. La riboflavina estimula la proliferaciéon de epimastigotes de T. cruzi. A-B) Curvas de
crecimiento de epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y-GFP cultivados en medio SDM20 con
concentraciones crecientes de riboflavina (20, 40, 100, 300 y 600 nM). El eje Y se encuentra en escala
logaritmica. C) Analisis de densidad de parasitos al quinto dia de cultivo, en al menos 3 curvas de
crecimiento independientes. El asterisco indica diferencias significativas entre los tratamientos
(*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,005).

El efecto nocivo de un metabolito esencial cuando estd en exceso ya ha sido observado en otros
casos, tanto en nuestro laboratorio (concentraciones de putrescina mayores a 1 mM —resultados
no publicados) como por otros grupos (nicotinamida mostré una LCso ~37 UM para epimastigotes

de T. cruzi (Soares et al. 2012)).

Considerando que varios organismos han mostrado ser capaces de crecer utilizando las flavinas
FMN y FAD (Garcia Angulo et al. 2013), se analiz6 si la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi
(cepa Y-GFP) se veia modificada por la presencia de los cofactores FMN y FAD (Figura R-3). Para
ello, los parasitos se cultivaron en medio SDM20 con FMN o FAD, a 20, 40, 100, 300 y 600 nM (y

una concentracion residual de riboflavina de 20 nM).
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Observamos que cultivos en algunas condiciones (por ejemplo a 300 y 600 nM) alcanzaban la fase
estacionaria temprana al quinto dia mientras que en otras condiciones la fase estacionaria era
alcanzada al octavo dia, con valores de densidad maxima de 81,3 + 1,2 y 70,0 + 2,0 x 10°
parasitos/ml para 40 nM de FMN y FAD, respectivamente (37,9 % y 18,0 % mas respecto de sus
correspondientes controles) (Figura R-3A y B - se graficaron solamente las curvas de crecimiento
a 20 nM, 300 nM y 600 nM de cada flavina, para una mejor visualizacién de los resultados). El
efecto de FMN y FAD fue levemente menor y algo posterior al presentado por riboflavina.

Para unificar el tiempo de cultivo al cual analizar los resultados de las curvas de proliferacion en
presencia de las flavinas, seleccionamos el quinto dia, donde los cultivos alcanzaban la fase
estacionaria temprana o bien estaban por alcanzarla (estadio de fase logaritmica tardia). En ese
punto, aumentando la concentracidon de FMN de 20 a 40 nM se observé un aumento pequefio
pero significativo (16,2 %) en la densidad del cultivo (de 38,2 + 1,0 a 44,3 + 1,3 x 10° parasitos/ml
con FMN a 20 nM y 40 nM, respectivamente). Estos valores se mantuvieron hasta los 300 nM de
FMN; pero al aumentar la concentracién a 600 nM, la densidad de los cultivos decayd a niveles
similares a los del control (33,7 + 2,6 x 10 parasitos/ml) (Figura R-3C).

Con respecto a FAD, y a diferencia de los casos anteriores, los cultivos mostraron un mayor
crecimiento que el control recién a 100 nM (36,0 + 3,0 y 47,3 + 2,1 x 10° pardsitos/ml a 20 nM y
100 nM, respectivamente), y la tendencia se mantuvo hasta los 600 nM, donde se registrd el

mayor valor de densidad (59,2 + 1,3 x 10° parasitos/ml) (Figura R-3D).

De esta manera, las flavinas -particularmente riboflavina- resultaron un suplemento que estimula

la proliferacion de epimastigotes de T. cruzi (Figura R-2 y Figura R-3).
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Figura R-3. Los cofactores FMN y FAD estimulan la proliferacion de T. cruzi. En el panel superior se
muestra una representacion de los cofactores FMN y FAD. A-B) Curvas de crecimiento de
epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y-GFP cultivados en medio SDM20 con concentraciones
crecientes de FMN o FAD (20, 40, 100, 300 y 600 nM; sélo se graficaron las concentraciones de 40,
300 y 600nM para facilitar la visualizacidon de los resultados). El eje Y se encuentra en escala
logaritmica. C-D) Andlisis de densidad de parasitos (x 10%/ml) al quinto dia de cultivo a distintas
concentraciones de FMN o FAD, en al menos 3 curvas de crecimiento independientes. El asterisco
indica diferencias significativas entre los tratamientos (*p<0,05, **p<0,01).

Efecto de flavinas en la proliferacion de parasitos patégenos de humanos relacionados a T. cruzi

Con el objetivo de extender el analisis del efecto de las flavinas sobre la proliferacion de otros

tripanosomatidos, se estudio el crecimiento de los patégenos humanos T. brucei y L. mexicana.

Trypanosoma brucei

En el caso de T. brucei, se cultivaron tripomastigotes prociclicos en medio SDM20 con distintas

concentraciones de flavinas, y se evalud la densidad de los cultivos durante varios dias. Al analizar
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la densidad obtenida al quinto dia de cultivo, se observé un incremento del 137 % en el nimero
de pardsitos con 100 nM de riboflavina (15,3 + 0,8 y 36,2 + 3,8 x 10° parasitos/ml con 20 nM y
100 nM de riboflavina, respectivamente) (Figura R-4A y B). Esta tendencia se sostuvo hasta los
300 nM de riboflavina, en donde se registrd la maxima densidad (42,0 + 2,2 x 10° parasitos/ml).
Sin embargo, al elevar la concentracién de vitamina a 600 nM, la cantidad de parasitos decayé

levemente, pero se mantuvo superior a la condicién control (34,2 + 2,1 x 10° parasitos/ml).

Con FMN, T. brucei mostré un comportamiento similar al observado en T. cruzi (Figura R-4C y D).
En este caso, la densidad aumentd un 97,2 % a 40 nM (35,8 + 1,3 x 10° parasitos/ml), y siguid
incrementandose hasta los 300 nM (39,1 + 1,1y 46,5 + 2,6 x 10 parasitos/ml, para 100 y 300 nM,
respectivamente); a 600 nM FMN se registré6 un leve, pero significativo, descenso en el

crecimiento (34,5 + 1,7 x 108 parasitos/ml) (Figura R-4D).

En el caso de FAD, la proliferacion de los tripomastigotes prociclicos de T. brucei fue estimulada
un 65,2 % al incrementarse la concentracién de 20 nM a 40 nM de flavina (14,8 + 2,5 vs 24,5+ 2,6
x 10° pardsitos/ml, respectivamente); pero concentraciones mayores (100 nM y 300 nM), ya
produjeron un brusco descenso en la densidad de pardsitos (-30,3 % y -86,5 %, respectivamente,
en comparacion con la condicién control). Sin embargo, y algo inesperadamente, a 600 nM de
FAD, la proliferacidn de los parasitos fue estimulada nuevamente (56,2 % en comparacién con la

condicidon control) (Figura R-4E y F).
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Figura R-4. Las flavinas estimulan la proliferacion de tripomastigotes prociclicos de T. brucei. A),
C) y E) Curvas de crecimiento de tripomastigotes prociclicos de T. brucei cultivados en medio SDM20
con concentraciones crecientes de A) riboflavina, C) FMN y E) FAD a 20, 40, 100, 300 y 600nM. El eje
Y se encuentra en escala logaritmica. B), D) y F) Andlisis de densidad de parasitos al quinto dia de
cultivo, en al menos 3 curvas de crecimiento independientes. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre los tratamientos (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005).
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Leishmania mexicana

Posteriormente, se estudié la proliferacion de promastigotes prociclicos de L. mexicana en
funcién de concentraciones crecientes de flavinas. En presencia de 40 nM de riboflavina, el
crecimiento de estos pardsitos aumenté un 31,7 % respecto del control a 20 nM (27,8 £ 1,1 vs.
21,0 + 0,9 x 108 parasitos/ml, respectivamente). Este valor se mantuvo hasta los 300 nM; al
aumentar la concentracion de la vitamina a 600 nM, la densidad de parasitos aumentd levemente

(a32,8+0,7 x 10° parasitos/ml) (Figura R-5A y B).

Curiosamente, cuando los cultivos de L. mexicana fueron suplementados con FMN, la densidad
de parésitos decrecié progresivamente hasta los 100 nM de flavina, pasando de 36,3 + 1,5 x 10°
parasitos/ml en la condicidn control (20nM) a 32,0 + 1,5 x 108 parasitos/ml (-11,9 %) con 40 nM
y, mas notoriamente, a 20,8 *+ 1,9 x 10° parasitos/ml (-42,7%) con 100 nM. Pero a partir de los
300 nM de FMN, el crecimiento de estos parasitos fue re-estimulado, hasta que con 600 nM se
alcanzaron valores similares a los registrados en el control (27,8 + 1,0 x 10°y 31,5 + 1,3 x 10°

parasitos/ml) (Figura R-5C y D).

Finalmente, la proliferacion de los promastigotes prociclicos de L. mexicana también se vio
estimulada por la disponibilidad de FAD, de manera tal que a 300 nM, la densidad maxima
aumenté un 35,5 % (26,7 + 1,8 x 10° parésitos/ml), y este porcentaje se mantuvo con 600 nM
(31,2 + 3,2 x 10° parasitos/ml). Por otra parte, concentraciones menores, de 40 nM y 100 nM, no
afectaron la capacidad proliferativa de estos parasitos, ya que los valores de densidad de

pardsitos registrados fueron similares a los observados en la condicion control (Figura R-5E y F).
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Figura R-5. Las flavinas estimulan la proliferacién de promastigotes prociclicos de L. mexicana. A),
C) y E) Curvas de crecimiento de promastigotes prociclicos de L. mexicana cultivados en medio
SDM20 con concentraciones crecientes de A) riboflavina, C) FMN y E) FAD a 20, 40, 100, 300 y
600nM. El eje Y se encuentra en escala logaritmica. B), D) y F) Analisis de densidad de parasitos al
quinto dia de cultivo, en al menos 3 curvas de crecimiento independientes. El asterisco (*) indica
diferencias significativas entre los tratamientos (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005).
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Efecto de flavinas en la proliferacion de parasitos no-patégenos de humanos relacionados a T.

cruzi

Paralelamente, se analizé la influencia de las flavinas sobre el crecimiento de tripanosomatidos

no patdgenos para el hombre.

Crithidia fasciculata

Con respecto al tripanosomatido C. fasciculata, su crecimiento fue estimulado por
concentraciones crecientes de riboflavina, de manera tal que a 40 nM, se obtuvo una densidad
de parésitos levemente mayor que la condicién control (18,0 + 1,5 vs. 12,5 + 1,5 x 10°
parasitos/ml, respectivamente), y esta tendencia se sostuvo hasta los 300 nM de vitamina (a 100
nM se incrementd a 21,5 + 1,8 x 10° parasitos/ml, y a 300 nM, 28,5 + 1,3 x 10° pardsitos/ml). Sin
embargo, al incrementar la concentracién de riboflavina a 600 nM, el crecimiento decayé con
respecto a los valores anteriores, pero se mantuvo superior al control (19,5 + 1,8 x 10°

parasitos/ml) (Figura R-6A y B).

Al suplementar los cultivos de C. fasciculata con FMN, se observé un incremento a 40 nM (26,0 =
1,7 x 10° parasitos/ml) respecto al control. Sin embargo, al aumentar el FMN a 100 nM, la
densidad de parasitos decayé bruscamente a valores similares al control (19,2 + 1,6 x 10°
parasitos/ml). En contraparte, el crecimiento se estimulé con FMN a 300 nM y 600 nM (27,3 +2,1

y 28,0 + 2,6 x 10° parasitos /ml, respectivamente) (Figura R-6C y D).

Finalmente, el crecimiento de los coanomastigotes recién aumentd levemente con 300 nM de
FAD, pasando de 17,5 + 2,2 x 10° parésitos/ml a 20 nM a 23,3 + 1,9 x 10° parasitos/ml (33,3 %
respecto del control), y se mantuvo a 600 nM (29,7 + 2,0 x 10® pardsitos/ml). Por otro lado,
concentraciones menores a 300 nM, no mostraron efecto significativo en la densidad de parasitos

con respecto al control (Figura R-6E y F).
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Figura R-6. Las flavinas estimulan la proliferacién de coanomastigotes de C. fasciculata. A), C) y E)
Curvas de crecimiento de coanomastigotes de C. fasciculata cultivados en medio SDM20 con
concentraciones crecientes de A) riboflavina, C) FMN y E) FAD a 20, 40, 100, 300 y 600nM. El eje Y
se encuentra en escala logaritmica. B), D) y F) Andlisis de densidad de parasitos al quinto dia de
cultivo, en al menos 3 curvas de crecimiento independientes. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre los tratamientos (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005).
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Phytomonas Jma

Finalmente, se analizd el efecto de las flavinas en la proliferacién del tripanosomatido
fitopatégeno Phytomonas Jma. La proliferacion de estos promastigotes se vio estimulada
levemente a 100 nM de riboflavina (46,3 + 1,9 x 10° parasitos/ml, respecto de la densidad 37,7 +
2,0 x 10° parésitos/ml alcanzados con el control). Concentraciones por encima y por debajo de

100 nM mantuvieron los valores basales de densidad (Figura R-7A y B).

Por otro lado, cuando los cultivos de Phytomonas Jma se suplementaron con concentraciones
crecientes de FMN, se registré un aumento en la densidad de parasitos del 48,3 % a 40 nM (44,0
+ 1,9 x 10° parasitos/ml) y de 78,1 % a 100 nM (52,8 + 3,2 x 10° parasitos/ml) respecto de la
condicién control (29,7 + 2,3 x 10° parasitos/ml). Por otra parte, concentraciones mayores de
FMN (300 nM y 600 nM) llevaron a un decrecimiento en la proliferacién, alcanzado valores

similares a los del control (Figura R-7Cy D).

Por Gltimo, en presencia de FAD, la densidad del cultivo de Phytomonas Jma se incrementé desde
los 40 nM (31,0 %) hasta los 100 nM (57,5 %) (38, 0 + 2,2 x 10° y 45,7 + 3,1 x 10° parasitos/ml,
respectivamente), en comparacion con el control (29,0 + 3,6 x 10° parasitos/ml). Sin embargo,
con 300 nM la densidad de parasitos decayo a valores similares a la condicidén control (Figura R-

7JEVF).
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Figura R-7. Las flavinas estimulan la proliferacion de promastigotes de Phytomonas Jma. A), C) y
E) Curvas de crecimiento de promastigotes de Phytomonas Jma cultivados en medio SDM20 con
concentraciones crecientes de A) riboflavina, C) FMN y E) FAD a 20, 40, 100, 300 y 600nM. El eje Y
se encuentra en escala logaritmica. B), D) y F) Andlisis de densidad de parasitos al quinto dia de
cultivo, en al menos 3 curvas de crecimiento independientes. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre los tratamientos (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005).
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Si bien las flavinas del medio impactaron en la capacidad proliferativa de todos los
tripanosomatidos ensayados, tanto el grado como la concentracién a la cual se obtuvo la
densidad maxima, dependié de cada parasito:

f  Los cultivos de epimastigotes de T. cruzi, tripomastigotes prociclicos de T. brucei y
coanomastigotes de C. fasciculata, presentaron un gran aumento en la densidad de los cultivos
con riboflavina. En cambio, los promastigotes de L. mexicana y de Phytomonas Jma mostraron
cambio menores a 20 - 300 nM de riboflavina. Por otro lado, altas concentraciones de riboflavina
(600 nM) modificaron sustancialmente el patréon de crecimiento, por causas que hasta el
momento desconocemos: en la mayoria de los tripanosomatidos analizados la proliferacion se
vio disminuida, mientras que L. mexicana fue levemente estimulada.

f Con FMN, los epimastigotes de T. cruzi, tripomastigotes prociclicos de T. brucei,
coanomastigotes de C. fasciculata y promastigotes de Phytomonas Jma fueron estimulados por
incrementos en la concentracién de esta flavina. Pero en ciertas concentraciones se redujo la
densidad de estos cultivos (600 nM de FMN para T. cruzi y T. brucei, 300 nM para Phytomonas
Jmay 100 nM para C. fasciculata). Por otra parte, el crecimiento de L. mexicana fue inhibido por
100 nM de FMN; pero, y tal como sucede con C. fasciculata, con concentraciones mayores (300
nM y 600 nM) se logré una re-estimulacién en la proliferacion.

f Respecto del efecto de FAD, el crecimiento de los epimastigotes de T. cruzi,
tripomastigotes prociclicos de T. brucei, coanomastigotes de C. fasciculata y promastigotes de L.
mexicana y Phytomonas Jma fue estimulado con la adicién de esta flavina. Sin embargo, en el
caso de T. brucei y Phytomonas Jma, el crecimiento fue inhibido con 100 nM y 300 nM de FAD,
respectivamente. Pero en el caso de T. brucel, su crecimiento fue re-estimulado con 600 nM de
FAD.

En todos los casos, se observé que las flavinas extracelulares tuvieron un efecto dual sobre el
crecimiento de los tripanosomatidos, donde hay rangos de concentraciones estimulantes y otros
inhibitorios. El hecho de que las flavinas afecten la proliferaciéon de estos parasitos sugiere la
existencia de posible/s transportador/es de flavinas cuya/s actividad/es modularia/n los niveles

de crecimiento.
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Efecto de analogos de riboflavina en la capacidad proliferativa de T. cruzi

Para profundizar el estudio sobre el rol de riboflavina en los tripanosomatidos, se analizé el efecto
de los andlogos roseoflavina, lumiflavina y lumicromo sobre la proliferacién de los

tripanosomatidos.

En el caso de T. cruzi, epimastigotes se cultivaron en medio SDM20 suplementado con 300 nM
de riboflavina, en presencia de distintas concentraciones de cada andlogo (Figura R-8). Este
ensayo se realizd con riboflavina a 300 nM para que el efecto observado sobre la proliferacion
sea por los andlogos y no por la deprivacién de la vitamina. Por otra parte, el rango de
concentraciones de andlogos ensayadas fue de 0 uM a 20 uM dado que su baja solubilidad no

permitia concentraciones mayores en soluciones acuosas.

De esta manera, roseoflavina mostré un efecto inhibitorio tempranamente durante la primera
semana de cultivo, en donde se registré que a una concentracion de 5 uM de anadlogo, la
proliferacion se redujo un 25,8 % (44,0 * 3,6 x 10° parasitos/ml) respecto del control (59,3 + 0,8
x 10° parasitos/ml) (Figura R-8A). El efecto se mantuvo a 10 uM de droga (46,7 + 1,0 x 10°
parasitos/ml). En la mdaxima concentracién de roseoflavina ensayada, se obtuvo la mayor
inhibicién en la proliferacién de los epimastigotes, alcanzando una densidad de 27,0 + 2,3 x 10°

parasitos/ml (equivalentes a un 54,5 % menos que el control).

Por otra parte, con lumiflavina también se observé un efecto inhibitorio en la primera semana,
pero a partir de una concentracién de 10 uM (la densidad al quinto dia de cultivo fue de 44,0 +
1,0 x 10 vs. 55,2 + 4,3 x 10° parasitos/ml para los cultivos tratados con 10 uM de lumiflavina y
sin tratar, respectivamente). Este efecto fue mas pronunciado a los 20 UM de analogo, lograndose
una inhibicién del 53,2 % (densidad de 25,8 + 0,8 x 10 parasitos/ml) (Figura R-8B). Esta tendencia

se mantuvo a lo largo del tiempo, haciéndose mas evidente a la tercera semana.

Finalmente, con lumicromo, no se registraron diferencias significativas sino hasta la tercera
semana de cultivo (Dia 19) (Figura R-8C). A una concentracion de lumicromo de 5 uM, la densidad
de los cultivos decayd un 20,2 % respecto del control (42,0 + 2,0 x 10® vs. 52,7 + 1,8 x 10°

pardsitos/ml). Estos valores se mantuvieron a 10 uM del anélogo (37,7 * 2,4 x 108 parésitos/ml).
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Sin embargo, al incrementar la concentracion de lumicromo a 20 pM, se registré un nuevo

descenso en la densidad de epimastigotes, alcanzdndose valores de 27,2 + 1,4 x 10° parasitos/ml

(equivalente a un decrecimiento del 48,4 % respecto del control).

Figura R-8. Los analogos de riboflavina afectan negativamente la proliferacion de epimastigotes
de T. cruzi. Panel A) Roseoflavina, B) Lumiflavina y C) Lumicromo. A la izquierda de cada panel se
muestra la estructura de los andlogos de riboflavina ensayados. En el centro de cada panel, se
muestran las curvas de crecimiento de pardsitos que se realizaron en medio SDM20 conteniendo
300 nM de riboflavina en presencia de distintas concentraciones de los andlogos (0, 5, 10 y 20 uM).
A la derecha de cada panel, se representa la densidad alcanzada al quinto dia 5 para roseoflavina y
para lumiflavina, o al dia 19 para lumicromo, en al menos 3 curvas de crecimiento independientes.
El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,005).
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Estos resultados indican que los andlogos de riboflavina interrumpieron la proliferacién de los
epimastigotes de T. cruzi, y la sensibilidad a estas drogas podria estar dada por un potencial efecto

sobre la incorporacion de la vitamina y/o su metabolismo.

Efecto de andlogos de flavinas en la proliferacion de parasitos patégenos de humanos

relacionados a T. cruzi

Posteriormente, probamos el posible efecto de los andlogos de riboflavina sobre la proliferacion
del resto de los tripanosomatidos patégenos para el hombre. En todos los casos se probaron los

analogos a 10 uM.

Trypanosoma brucei

Para los tripomastigotes prociclicos de T. brucei, la roseoflavina resulté ser el inhibidor mas
efectivo ya que la densidad de los pardsitos decayd un 68,2 % en la primera semana de cultivo
(Dia 5) (pasando de 33,8+ 6,9 x 10°a 10,7 + 4,7 x 10° pardsitos/ml, en los cultivos control y tratado

con 10 uM de droga, respectivamente) (Figura R-9A).

Los andlogos lumiflavina y lumicromo también tuvieron un efecto negativo sobre la proliferacion
de los prociclicos, pero recién en la segunda semana de cultivo (Dia 10). En ambos casos, el control
mostrd una densidad de parésitos alrededor de 31,8 + 1,5 x 10° pardsitos/ml, y en presencia de
lumiflavina o lumicromo, el nimero decayd un 44,1 % y un 60,5 %, respectivamente (los valores
de densidad fueron de 17,8 + 2,5 x 10° parasitos/ml para lumiflavina, y de 12,5 + 2,2 x 10°

parasitos/ml para lumicromo) (Figura R-9B y C).
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Figura R-9. Los andlogos de riboflavina afectan negativamente la proliferacion de tripomastigotes
prociclicos de T. brucei. Las curvas de crecimiento de parasitos se realizaron en medio SDM20 con
300 nM de riboflavina y 0 uM 6 10 uM de los analogos: A) Roseoflavina, B) Lumiflavina y C)
Lumicromo, en al menos 3 curvas de crecimiento independientes. El asterisco (*) indica diferencias
significativas entre los tratamientos (*p<0,05, **p<0,01).

Leishmania mexicana

En el caso de los promastigotes prociclicos de L. mexicana, roseoflavina mostré un efecto
inhibitorio sobre la proliferacion de estos parasitos, de manera tal que durante la primera semana
de cultivo se registré una densidad 81,2 % menor que el control (Dia 5), donde se observé una
cantidad de parésitos de 41,7 + 4,4 x 10® vs. 7,8 + 2,0 x 10° parasitos/ml para los cultivos controles

y tratados, respectivamente (Figura R-10A).

Por otra parte, con lumiflavina y con lumicromo se observé una disminucién en la densidad de
pardsitos recién a la segunda semana de exposiciéon (Dia 10). De esta manera, se obtuvo un

descenso del 32,5 % para lumiflavina y 42,5 % para lumicromo (en la condicidn control se obtuvo
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una densidad de 37,3 + 2,1 x 10° parasitos/ml, mientras que con lumiflavina se obtuvo una

densidad de 25,2 + 3,3 x 10° parésitos/ml, y con lumicromo, 21,5 + 2,6 x 10° parasitos/ml).

Figura R-10. Los analogos de riboflavina afectan negativamente la proliferacion de promastigotes
prociclicos de L. mexicana. Las curvas de crecimiento de parasitos se realizaron en medio SDM20
conteniendo 300 nM de riboflavina en presencia de una Unica concentracién de los analogos (10
UM): A) Roseoflavina, B) Lumiflavina y C) Lumicromo, en al menos 3 curvas de crecimiento
independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (*p<0,05,
**p<0,01).

Efecto de analogos de flavinas en la proliferacion de parasitos no-patogenos de humanos

relacionados a T. cruzi

Finalmente, se analizé la influencia de los analogos de riboflavina sobre el crecimiento de

tripanosomatidos no-patégenos para el hombre.
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Crithidia fasciculata

Los coanomastigotes de C. fasciculata resultaron mas sensibles que otros parésitos a los analogos
de riboflavina, ya que se registré una disminucién en la densidad, en todos los casos, ya en la
primera semana de cultivo (Figura R-11A-C). Roseoflavina presenté al quinto dia una inhibicion
del crecimiento del 33,3 % respecto del control (43,3 + 4,2 x 10® vs. 65,0 + 5,3 x 10 parasitos/ml,

respectivamente) (Figura R-11A).

Por otra parte, lumiflavina y lumicromo también afectaron la proliferacion de los
coanomastigotes de manera tal que, en presencia de lumiflavina, la densidad al quinto dia mostro
una disminucion del 53,6 % respecto del control (30,2 * 4,3 x 10° vs. 65,0 + 5,3 x 106,
respectivamente); mientras que con lumicromo, la densidad se redujo un 44,6 % respecto del no

tratado (36,0 + 4,4 x 10° vs. 63,0 + 4,2 x 10° parasitos/ml, respectivamente).

Figura R-11. Los andlogos de riboflavina afectan negativamente la proliferacion de
coanomastigotes de C. fasciculata. Las curvas de crecimiento de parasitos se realizaron en medio
SDM20 conteniendo 300 nM de riboflavina en presencia de una Unica concentracidn de los andlogos
(10 uM): A) Roseoflavina, B) Lumiflavina y C) Lumicromo, en al menos 3 curvas de crecimiento
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independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (*p<0,05,
k%
p<0,01).

Phytomonas Jma

Los promastigotes de Phytomonas Jma fueron sensibles a la roseoflavina, ya que mostraron una
disminucidn en la proliferacién del 39,8 % en comparacién con el control (de 36,8 + 1,8 x 10° vs.

61,0 + 4,2 x 10° parasitos/ml, respectivamente) (Figura R-12A).

Paralelamente, los analogos lumiflavina y lumicromo no afectaron la proliferacién de Phytomonas
Jma, pues no se registraron diferencias significativas en la densidad de parasitos en comparacién

con la condicién control (Figura R-12B y C).

Figura R-12. Los analogos de riboflavina afectan levemente la proliferacion de promastigotes de
Phytomonas Jma. Las curvas de crecimiento de parasitos se realizaron en medio SDM20
conteniendo 300 nM de riboflavina en presencia de una Unica concentracion de los analogos (10
UM): A) Roseoflavina, B) Lumiflavina y C) Lumicromo, en al menos 3 curvas de crecimiento
independientes. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (*p<0,05,
**p<0,01).
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En términos generales, todos estos tripanosomatidos fueron sensibles a la roseoflavina, que

mostro su efecto inhibitorio ya en la primera semana de cultivo.

Con respecto a los analogos lumiflavina y lumicromo, el efecto fue mas dispar: T. cruzi, T. brucei
y L. mexicana debieron estar expuestos a estos compuestos por varias semanas para que su
replicaciéon fuera inhibida; la proliferacién de C. fasciculata fue afectada por lumiflavina y
lumicromo en la primera semana y no se observd ningun efecto sobre la proliferaciéon de

Phytomonas Jma.
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Transporte de riboflavina en tripanosomatidos: estudio de las constantes cinéticas y la

especificidad del transporte

De acuerdo a la influencia de la riboflavina y sus derivados sobre la proliferacion de los

tripanosomatidos, se decidié analizar si estos parasitos son capaces de incorporar la vitamina.

Ensayos de incorporacion de riboflavina en tripanosomatidos

Para los ensayos de transporte, los pardsitos se cultivaron en medio rico en nutrientes para que
crezcan en Optimas condiciones (medio BHT), con excepcidn de los tripomastigotes prociclicos de
T. brucei que fueron cultivados en SDM-79. Estos ensayos de transporte se realizaron con
pardsitos en fase exponencial y, antes de las mediciones, se hambrearon para favorecer la
incorporacion de riboflavina. Todos los tripanosomatidos ensayados fueron capaces de
incorporar 3H-riboflavina a una concentraciéon de 2 pM, cada uno con una cinética particular y
velocidades iniciales muy diferentes entre si (Figura R-13A-E). Los coanomastigotes de C.
fasciculata incorporaron la vitamina con mayor velocidad inicial, seguido por los epimastigotes
de T. cruzi; mientras que el resto de los parasitos ensayados tuvieron una baja incorporacién en

esta concentracion de riboflavina (Figura R-13A-E).
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Figura R-13. Los tripanosomatidos son capaces de incorporar riboflavina desde el medio
extracelular. La incorporacién de riboflavina se midié en A) Epimastigotes de T. cruzi (cepa Y), B)
tripomastigotes prociclicos de T. brucei, C) promastigotes prociclicos de L. mexicana, D)
coanomastigotes de C. fasciculata y E) promastigotes de Phytomonas Jma, luego de hambrearlos 3
h en PBS glucosa 2 %. El ensayo de transporte se inicié con el agregado de 2 uM de riboflavina
(actividad especifica: 0,85 Ci/mmol). Las alicuotas de tomaron a los tiempos 0, 7, 15, 30 y 60 min.
Los ensayos se realizaron al menos en 3 mediciones independientes.

Teniendo las primeras evidencias de transporte de riboflavina en tripanosomatidos, avanzamos
en su caracterizacidn bioquimica, realizando ensayos a concentraciones crecientes de riboflavina
y determinando, para cada concentracidn, la velocidad inicial (Vo) (Figura R-14A-E). Todos los
tripanosomatidos mostraron curvas de transporte con comportamiento michaeliano (R%: 0,84,
0,93, 0,82, 0,94 y 0,84 para T. cruzi, T. brucei, L. mexicana, C. fasciculata y Phytomonas Jma,
respectivamente), indicando que la incorporacién de riboflavina en tripanosomatidos ocurre de
manera dependiente de transportador. En cada caso, la velocidad inicial fue dependiente de la
concentracion de riboflavina extracelular hasta los 0,5 UM, concentracion a partir de la cual la
velocidad se mantuvo constante, indicando la saturacion de los mecanismos de incorporacion de
riboflavina. Se determinaron, entonces, los siguientes pardmetros cinéticos del transporte de

riboflavina en cada parasito:
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! Km aparente: concentracién de riboflavina a la que se alcanza la mitad de la velocidad
maxima, usando parasitos intactos;

I Vmax (velocidad maxima): velocidad alcanzada en concentraciones saturantes de sustrato.

La Km aparente para la incorporacion de riboflavina en todos los tripanosomatidos se encontré
en el orden sub-micromolar, sugiriendo que el/los transportador/es son de gran afinidad; en
particular, los promastigotes prociclicos de L. mexicana mostraron la mayor afinidad, con una Kn,

aparente de 0,07 £ 0,03 uM (Figura R-14C).

Respecto a las Vmax, l0s coanomastigotes de C. fasciculata mostraron el mayor valor (Vmsx: 114,9
+ 5,10 fmol/10e’ parésitos/min) en comparacion con los otros parasitos ensayados (Figura R-
14D), indicando que tuvieron la mayor capacidad de incorporar riboflavina. En el otro extremo se
encuentran los promastigotes de Phytomonas Jma, con una Vmsx de apenas 12,22 + 1,03

fmol/10e’ parasitos/min (Figura R-14E).

Estos resultados (Figura R-13 y Figura R-14) indicaron que cada tripanosomatido efectivamente
incorpora riboflavina desde el medio extracelular, pero cada uno de ellos tuvo caracteristicas
cinéticas especificas, probablemente relacionados con los ambientes que habitan, los estadios

por los que atraviesan, sus propiedades celulares/bioguimicas, etc.
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Figura R-14. Determinacién de parametros cinéticos de la incorporacién de riboflavina en
tripanosomatidos. La incorporacién de riboflavina se midié en A) epimastigotes de T. cruzi (cepa Y),
B) tripomastigotes prociclicos de T. brucei, C) promastigotes prociclicos de L. mexicana, D)
coanomastigotes de C. fasciculata y E) promastigotes de Phytomonas Jma, luego de hambrearlos 3
h en PBS glucosa 2 %. El ensayo de transporte se inicié con el agregado de riboflavina a distintas
concentraciones finales (0, 0,05, 0,2, 0,5, 1, 2 y 5 uM, donde la actividad especifica fue de 0,19, 4,9,
3,9, 5,0, 2.5y 1.0 Ci/mmol, respectivamente). Las alicuotas de tomaron a los tiempos 0 y 5 min, en
al menos 3 mediciones independientes.

Especificidad del transporte de riboflavina en T. cruzi

Con el fin de determinar la especificidad de la incorporacién de 3H-riboflavina en los
epimastigotes de T. cruzi (cepa Y-GFP) realizamos ensayos de desplazamiento. Para ello, los
pardsitos se incubaron con 3H-riboflavina a una concentracién final de 0,3 uM (concentracidn
cercana a la Kn aparente estimada), en presencia de: i- flavinas no marcadas, ii- andlogos de
riboflavina no marcado v iii- acriflavina, que es un compuesto estructuralmente similar aunque
guimicamente no-relacionado con las flavinas; cada compuesto a una concentracién 10 6 100

veces mayor que la de riboflavina.
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Tal como se esperaba de un fendmeno mediado por un transportador especifico, la riboflavina
no marcada desplazd efectivamente la incorporacién de la vitamina radioactiva de manera dosis
dependiente: con 3 uM de competidor se logré inhibir el transporte de 3H-riboflavina en un 57,2
% respecto del control, mientras que con 30 uM, se inhibié en su totalidad (97,1 %). Un efecto
similar, pero en menor medida, se observé para FMN ya que con 3 puM se desplazd la
incorporacion un 31,4 % en comparacion con el control y con 30 uM de FMN un 54,9 %. Cuando
FAD se utilizé como competidor, se registré un efecto significativo a 30 uM (43,2 % de inhibicién
respecto del control) (Figura R-15A).

Estos resultados sugieren que la incorporacion de riboflavina radioactiva registrada en los
epimastigotes de T. cruzi es un proceso especifico, mediado por un transportador, que ademas
de incorporar riboflavina, también presenta un cierto grado de afinidad por las flavinas FMN y

FAD.

IIIl §MIII|

Figura R-15. Especificidad del transporte de riboflavina en epimastigotes de T. cruzi. Parasitos de
la cepa Y-GFP se incubaron en PBS-glucosa 2 %, conteniendo 0,3 uM de 3H-riboflavina (6,2 Ci/mmol).
A) Riboflavina (RF), FMN o FAD no marcados se agregaron a una concentracion final de 3 6 30 uM.
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B) Los andlogos roseoflavina (RoF), lumiflavina (LF) o lumicromo (LC) se agregaron a una
concentracidn final de 3 6 30 uM. C) Acriflavina (compuesto quimicamente no relacionado a las
flavinas) se agregd a 3 6 30 uM. En todos los casos, las alicuotas se tomaron a 0 y 15 min. El asterisco
(*) indica diferencias significativas entre los tratamientos (*p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,005), en al
menos 3 ensayos independientes.

Paralelamente, se analizo si los andlogos toxicos son capaces de inhibir la incorporacion de 3H-
riboflavina, utilizando la misma estrategia anterior. De esta manera, roseoflavina resulté ser el
compuesto con mayor capacidad de desplazamiento del transporte de riboflavina, pues a 3 uM
desplazd laincorporacién en un 75,1 % respecto del control, mientras que a 30 uM se registré un
transporte de apenas 9,6 % (el porcentaje de inhibicidn fue del 98,5 %) (Figura R-15B). Por otro
lado, lumiflavina provocé un descenso de 36,4 %y 68,1 % a 3 uM y 30 uM y lumicromo de 14,1
% y 46,5 %, respectivamente (Figura R-15B); sin embargo, debido a la gran variabilidad de los
resultados obtenidos, las diferencias observadas con lumiflavina y lumicromo no fueron
estadisticamente significativas.

El desplazamiento de la incorporacion de riboflavina provocado en epimastigotes de T. cruzi por
los andlogos, mas particularmente por roseoflavina, sugieren que estos podrian ser transportados
por el transportador de riboflavina explicando, al menos en parte, su efecto nocivo sobre la

proliferacion de estos parasitos.

Para avanzar en el estudio de especificidad de este transporte, se realizd un ensayo de
desplazamiento utilizando como competidor un compuesto estructuralmente similar a la
riboflavina pero que no se encuentra quimicamente relacionado con la misma: la acriflavina. Este
derivado de las acridinas, que consiste de una mezcla de dos compuestos: proflavina y euflavina
(Figura R-15C, panel izquierdo), no alterd la incorporacién de riboflavina en ninguna de las

concentraciones ensayadas (3 UM o 30 uM) (Figura R-15C, panel derecho).

Este resultado sugirid que la incorporacion de riboflavina es altamente especifica para esta
vitamina y sus derivados, pudiendo discriminar aquellos compuestos aun cuando son

estructuralmente muy similares como la acriflavina.
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Identificacion de potenciales transportadores de riboflavina en kinetoplastidos: busqueda in

silico y analisis bioinformaticos de las secuencias

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de proliferacién y de transporte y
desplazamiento de la incorporacion de riboflavina reforzaron la idea de la existencia de uno o

mas transportadores especificos de la vitamina en tripanosomatidos.

Identificacion de un potencial transportador de riboflavina en el genoma de T. cruzi

Para la identificacion de el/los posible/s transportador/es de riboflavina, como primera
aproximacion se realizé un andlisis in silico sobre el genoma de T. cruzi (cepa CL Brener). Para ello,
se utilizé el algoritmo BlastP de la base de datos de los tripanosomatidos TriTrypDB
(http://tritrypdb.org) y la secuencia de transportadores de riboflavina caracterizados en otros
organismos:

f RibU/YpaA de Lactococcus lactis y del arquea Thermofilum carboxyditrophus (Burgess et
al. 2006),
RibM/PnuX de Corynebacterium diphtheriae (Hemberger et al. 2011),
ImpX de Fusobacterium nucleatum (Gutiérrez-Preciado et al. 2015),
RibN de Rhizobium leguminosarum (Garcia Angulo et al. 2013),
RfnT de Agrobacterium tumefaciens (Gutiérrez-Preciado et al. 2015),
RibXY de Chloroflexus aggregans (Gutiérrez-Preciado et al. 2015),
RfuABCD de Treponema paraluiscuniculi (Deka et al. 2013),
Mch5p de Saccharomyces cerevisiae (Reihl & Stolz 2005),
rft-1 de Caenorhabditis elegans (Biswas et al. 2013),
SLC52A de mamiferos (Yonezawa & Inui 2013);

= —a _—a _—_a _—_a _a _—_a _a _a _2

y otros predichos como RibV de Mesoplasma florum y RibZ de Peptoclostridium difficile
(Gutiérrez-Preciado et al. 2015) y del alga Nannochloropsis gaditana (Corteggiani

Carpinelli et al. 2014).

Con la mayoria de estos transportadores se obtuvieron secuencias de proteinas de T. cruzi no

involucradas en el transporte de metabolitos, como enzimas relacionadas a la ubiquitinacién de
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proteinas (proteina ubiquitin ligasa), en la sintesis e interaccion del ARN (subunidad grande de
ARN polimerasa | y ARN helicasa DEAD/H ATP-dependiente), en el metabolismo de glucosa y en
la sintesis de colesterol (6-fosfofructoquinasa dependiente de ATP y 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
reductasa), etc. Sin embargo, el alineamiento con cada una de ellas fue modesto, es decir con
valores de e-value muy elevados y un porcentaje del alineamiento respecto del total de la

secuencia obtenida en T. cruzi muy bajo (entre 1,25 % y 30 %) (Tabla R-1).

En cambio, con los transportadores de L. lactis (RibU/YpaA), C. diphtheriae (RibM/PnuX) y S.
cerevisiae (Mch5p) se encontraron genes de T. cruzi con potencial actividad de transportador
(Tabla R-1). Con respecto a los dos primeros, se obtuvo un potencial transportador de Ca?*
dependiente de voltaje, pero nuevamente con valores de e-value altos-y baja cobertura (2,64 y
1,25 %, respectivamente). Finalmente, con la secuencia del transportador Mch5p se obtuvo un
posible transportador de dcidos monocarboxilicos, con el valor de e-value mas bajo (6x10e™) y
una cobertura del 89,6 % y, ademas, entre si presentaron una identidad del 21 % y una similitud
del 37 %. Cabe destacar que, al principio, el gen MCH5 de S. cerevisiae también fue anotado como
tal debido a la similitud que muestra con los transportadores de monocarboxilatos de mamiferos;
pero en aios posteriores no sélo se comprobé que el mismo no media laincorporacion de acetato
y/o lactato (Makuc et al. 2001), sino que también se descubrié su actividad de transportador de
riboflavina (Reihl & Stolz 2005). Por lo tanto, este gen de T. cruzi resultd un interesante potencial
transportador de riboflavina, al cual denominamos “TcRibJ”. Este gen se encuentra codificado en
2 alelos de copia Unica en el genoma: TcCLB.509885.70 y TcCLB.508397.70 (98,5 % de similitud y
99,2 % de identidad) en los cromosomas 28S y 28P, respectivamente.

Tabla R-1. Posibles transportadores de riboflavina identificados en el genoma de T. cruzi. La parte

superior de la tabla se corresponde con los resultados obtenidos a partir de la secuencias de

transportadores de riboflavina de procariotas; mientras la parte inferior, hace referencia a los
resultados conseguidos con los transportadores de diversos eucariotas.

Transportador Resultado de

Producto e-value Referencia
Usado BlastP

Organismos

Procariotas
Subunidad de canal
Lactococcus lactis  RibU/YpaA TcCLB.504105.130 de Calcio dependiente 3,8 (Burgess et al. 2006)
de voltaje
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Corynebacterium
diphtheriae

Fusobacterium
nucleatum

Agrobacterium
tumefaciens
Treponema

paraluiscuniculi

Rhizobium
leguminosarum
Mesoplasma
florum

Chloroflexus
aggregans

Peptoclostridium
difficile
Thermofilum
carboxyditrophus

RibM/PnuX

ImpX

RfnT
RfuA
RibN

RibV

RibXY

RibZz

RibU/YpaA

TcCLB.504105.130

TcCLB.507669.84

TcCLB.511381.40
TcCLB.506405.30
TcCLB.503793.20
Ningun hit
TcCLB.509167.20

TcCLB.506699.34

TcCLB.510897.10

Subunidad de canal
de Calcio dependiente

de voltaje

ARN helicasa DEAD/H ATP-

dependiente

Subunidad grande de RNA

polimerasa |

Proteina simil a actina

Fosfatidilinositol (3,5)

quinasa

3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA
reductasa

6-fosfofructoquinasa

dependiente de ATP
Cullin 2

(Hemberger et al.
10 2011)

5,8 (Gutiérrez-Preciado
et al. 2015)

(Gutiérrez-Preciado

2,5 et al. 2015)

0,25 (Deka et al. 2013)

(Garcia Angulo et al.
2013)
(Gutiérrez-Preciado
et al. 2015)

0,033

(Gutiérrez-Preciado

0,82 et al. 2015)

(Gutiérrez-Preciado

91 et al. 2015)

0,74 (Zhang et al. 2010)

Eucariotas

Nannochloropsis
gaditana
Caenorhabditis
elegans
Saccharomyces
cerevisiae

Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sapiens

Simil RFVT
rft-1
Mch5p
RFVT1
RFVT2

RFVT3

TcCLB.506473.6
TcCLB.511815.150
TcCLB.509885.70
TcCLB.508165.425
Ningun hit

TcCLB.506145.50

Proteina de funcidn
Desconocida
Proteina de funcién
Desconocida
Transportador de
monocarboxilatos

Mucina TcMUC

Proteina de funcion
Desconocida

1 (Corteggiani
""  Carpinelli et al. 2014)

3,2 (Biswasetal.2013)

0,0006 (Reihl & Stolz 2005)

(Yonezawa & Inui

4> 2013)
(Yonezawa & Inui

2013)
(Yonezawa & Inui

44 2013)

Identificacion

de potencial transportador de riboflavina en el genoma de diversos

tripanosomatidos

Actualmente, si bien se secuenciaron los genomas de diversos tripanosomatidos relacionados a

T. cruzi, solamente algunos de ellos fueron totalmente ensamblados. Entre ellos se destacan los

genomas de varias especies del género de Trypanosoma, Leishmania y Leptomonas, y también
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los parasitos C. fasciculata y Endotrypanum monterogeii. Estos genomas se encuentran
depositados en la base de datos TriTrypDB (http://tritrypdb.org).

Por otra parte, varios genomas secuenciados de tripanosomatidos fueron parcialmente
ensamblados, llegando al nivel de contig o scaffold. Estos ultimos se encuentran depositados en
la base de datos Assembly de NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/assembly), bajo el taxdn
Euglenozoa.

Empleando ambas bases de datos y a partir de nuestros resultados, se decidié buscar posibles
transportadores de riboflavina similares a TCRibJ, en el genoma de estos tripanosomatidos. Para
ello, en la base de datos TriTrypDB se utilizé el algoritmo BlastP; mientras que con la base de
datos de Assembly/NCBI se usé el algoritmo TBlastN. De esta manera, en el genoma de todos los
tripanosomatidos fue posible distinguir genes codificando potenciales transportadores de
riboflavina muy similares a TcRibJ (Tabla R-2 y Tabla R-3). Dependiendo de la especie, la similitud
fue entre 37,7 % - 83,3 %. Las secuencias de RibJ pertenecientes a las especies del género
Trypanosoma resultaron mucho mds similares a TCRibJ que las de otros tripanosomatidos (Tabla
R-3); mientras que los potenciales transportadores de riboflavina del género Phytomonas fueron

los que mostraron la menor similitud con TcRibJ (37,7 % — 39,9 %) (Tabla R-3).

Tabla R-2. Identificacion de potenciales transportadores de riboflavina similares a TcRibJ en
tripanosomatidos cuyos genomas fueron totalmente ensamblados. La identificacidn de putativos
transportadores de riboflavina fue realizada comparando la secuencia de aminoacidos de TcRibJ con
el genoma del correspondiente parasito, usando la base de datos TriTrypDB. El Porcentaje (%) de
similitud entre TcRibJ y las secuencias identificadas fue obtenido por ClustalW.

. - , % similitud
Tripanosomatidos Hospedador Numero de Acceso con TcRib)
Patogenos de humanos usados en esta tesis
. Hom iens (Enf
T. cruzi omo sapiens (Enfermedad de 1 g 559585 70 100
Chagas)
T. brucei Homo sapiens (Enfermedad del Tb927.5.470 62
Suefio)
L. mexicana Homo saplensl (Leishmaniasis LmxM.05.0480 49
cutanea)
Patogenos de humanos y otros vertebrados no ensayados
Trypanosom .
yiiaﬁss? a Bubalus bubalis (bufalo de agua)  TevSTIB805.5.460 62,5
Trypanosoma Bos taurus, Bos indicus, etc. TcIL3000_0_01740 60,5
congolense
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Trypanosoma

orayi Glossina palpalis (mosca Tse-Tse) Tgr.1850.1000 76,1
Trypanosom .
ypanosoma Homo sapiens (sin sintomas) TRSC58_01116 83,3
rangeli
VIS i) Bos Taurus TvY486_0500070 67,6
vivax
Lelshmanla Homo saplens, (Leishmaniasis LTRL590_050009300 498
tropica cutanea)
Leishmania aethiopica 0O Sapiens (Leishmaniasis ¢ 15 500064200 49,8
cutdnea)
Leishmania braziliensis 1O SaPIens (Leishmaniasis . po 1o 503 050010000 50,9
cutdnea)
Leishmania panamensis 0O SapIens (Leishmaniasis o5 43 450009400 50,8
cutanea)
Leishmania sp. Homo sapiens (Leishmaniasis
MAR LEM2494 cutanea) LMARLEM2494 050009900 48,7
Leishmaniamajor | 1OMO Sapiens (Leishmaniasis LmjF.05.0480 49,8
cutanea)
Lelshmanl_a Homo saple'ns (Leishmaniasis LdBPK_050480.1 497
donovani visceral)
Lglshmanla Homo sgplens (Lelshrnamasus Lin).05.0480 497
infantum visceral infantil)
Leishmani .
egserbi";‘” a Rhombomys opimus (gerbo)  LGELEM452_050009800 49,6
KSR Rhombomys opimus (gerbo)  LTULEM423_050009600 50
turanica
Le;gg'iig'a Psammomys obesus (roedores) LARLEM1108 050009800 49,5
Leishmania tarentolae Tarentola mauritanica (lagartija) LtaP05.0490 49,2
Leishmania Roedores ENLEM3045_050009900 48,1
enriettii
Parasitos no patégenos de humanos
E. monterogeii choloepus hoffmanni (mamiferos; EMOLV88_050009300 50,5
C. fasciculata Anopheles quadrimaculatus CFAC1_020011500 51,9
(mosquito)
Leptomonas pyrrhocoris  Pyrrhocoris apterus (insecto) LpyrH10_07_0560 52,6
Leptomongs Dysdercus suturellus (insecto) Lsey_0441_0040 52,4
seymouri

Por otro lado, solamente en algunos de ellos (T. brucei, T. congolense, T. grayi y L. braziliensis)

fue posible distinguir 2 alelos para este gen, tal como sucede en T. cruzi; mientras que en el resto

de los tripanosomatidos enlistados en la Tabla R-2, solamente se encontrd un unico alelo.
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Tabla R-3. Identificacion de potenciales transportadores de riboflavina similares a TcRibJ en
tripanosomatidos cuyos genomas fueron parcialmente ensamblados. La identificacion de
putativos transportadores de riboflavina fue realizada comparando la secuencia de aminoacidos de
TcRibJ con el genoma del correspondiente parasito, usando la base de datos Assembly de NCBI. El
Porcentaje (%) de similitud entre TcRibJ y las secuencias identificadas fue obtenido por ClustalW.

Numero de Acceso (contigo % similitud con

Tripanosomatidos Hospedador scaffold) TcRib) Referencia
Lelshmanla ‘ Homq sa‘ple‘ns LNG09254.1 50,8 Valdivia et al.
peruviana Leishmaniasis visceral 2015)
Trypgnosoma Equinos (Epfermedad CZPT01000402 62,5 NP
equiperdum venérea)

Angomongs Ornidia obesa AUXLO1001118 5.4 (Alves et al.
desouzai (mosca) 2013)
Angomonas Zelus (Alves et al

gomor leucogrammus AUXMO01000876 56,6 '
deanei , 2013)
(hemipteros)
Lotmaria Apis mellifera Runckel et al.
passim (abejas) AH1J01002325 50,2 2014)
Crithidia Acanthocephala (Alves et al.
acanthocephali femorata (mosca) AUXI01000737 >15 2013)
Herpetomonas Musca domestica AUXI01001726 498 (Alves et al.
muscarum (mosca) 2013)
. Zelus
Strigomonas leucogrammus AUXK01003753 50,4 (Alves etal.
oncopelti , 2013)
(hemipteros)
Strigomonas (Alves et al.
. - 1 2
galati AUXN0100349 50,9 2013)
Strlgor_npnas Aedes ve?<ans AUXHO1000639 52,6 (Alves et al.
culicis (mosquito) 2013)
Solanum lycopersicum ,
PO (aislado AIHY01002387 38,1 N CEel:
serpens 9T 2012)
del tomate)
Patdgeno aislado
Phytomonassp. =t omade  HF955203 CAVR020000000* 37,7 (Porcel etal.
isolate Hartl 2014)
la planta de coco
Phytomonas sp.  Aislado de latex de * (Porcel et al.
isolate EM1 Euphorbia HF955064 CAVQ010000000 39,9 2014)

NP: No Publicado

Identificacion de potencial transportador de riboflavina en el genoma de otros kinetoplastidos

De acuerdo con los andlisis filogenéticos basados en el estudio del ARN ribosomal 18S (subunidad
pequefia), todos estos tripanosomatidos se agrupan en el Orden Trypanosomatida que, junto con

los Ordenes Eubodonida (como Bodo saltans), Parabodonida (como Trypanoplasma borreli),
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Neobodonida (como Azumiobodo hoyamushi) y Prokinetoplastida (como Perkinsela sp.) forman
la Clase Kinetoplastea (Avila-levy et al. 2015).

En la actualidad, solo se secuenciaron y ensamblaron parcialmente los genomas del eubodonido
B. saltans, del parabodonido T. borreli y del prokinetoplastido Perkinsela sp., y hasta el momento
no se cuenta con genomas de representantes del Orden Neobodonida.

De esta manera, se decidid buscar posibles transportadores de riboflavina (similares a TcRibJ) en
los genomas de B. saltans, T. borreli y Perkinsela sp. Los dos primeros tienen su genomas
depositados en la base de datos del Trust Sanger Institute
(http://www.sanger.ac.uk/resources/downloads/protozoa/), mientras que el genoma
correspondiente a Perkinsela sp. se localiza en la base Assembly de NCBI.

En todos estos kinetopldstidos se identificaron posibles transportadores con cierto grado de
similitud a TcRibJ (Tabla R-4). De estos 3 kinetoplastidos, B. saltans mostré el porcentaje de
similitud mas alto (39,9 %), similar al que se obtuvo para otros tripanosomatidos (como los del
género Phytomonas). En el otro extremo, el posible transportador de Perkinsela sp. encontrado
tuvo el menor valor de similitud con TcRibJ (14,2 %), de manera tal que su caracter de potencial

transportador de riboflavina resulta controversial.

Tabla R-4. Identificacion de potenciales transportadores de riboflavina similares a TcRibJ en otros
kinetoplastidos. La identificacion de putativos transportadores de riboflavina fue realizada
comparando la secuencia de aminoacidos de TcRibJ con el genoma del correspondiente
kinetoplastido, usando la base de datos del Instituto Sanger. El Porcentaje (%) de similitud entre
TcRibJ y las secuencias identificadas fue obtenido por ClustalW.

% simili
Kinetoplastidos Hospedador Numero de Acceso % simi 't_Ud Referencia
con TcRibJ
i l4sti . » )
Bodosaltans ~ NetoPlastidodevida o sa00 (19978338:10970612) 39,9 \acksoneta
libre 2008)
Trypanoplasma o NODE_24555_length_1382_
borreli Peces ciprinidos cov. 0.405933 282 NP
Perkinsela sp. Amebas marinas KNH06566.1 14,2 (Da;/édl;c al.

NP: No Publicado
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Avanzando con los estudios in silico, se decidié realizar un BlastP-reciproco. Brevemente, esta
estrategia se basa en que el mejor hit obtenido como resultado de una ronda de BlastP, se utiliza
como query para una segunda ronda de BlastP. Muchos autores destacan a esta estrategia por
permitir encontrar posibles genes ortdlogos, es decir genes que divergieron después de un
evento de especiacién y, por lo tanto, comparten un ancestro en comun (Ward & Moreno-
Hagelsieb 2014).

Con esta estrategia de BlastP-reciproco, las secuencias de potenciales RibJ encontradas en los
diversos kinetoplastos (Tabla R-2, Tabla R-3 y Tabla R-4) se utilizaron como query y se compararon
con el genoma de T. cruzi depositado en la base de datos de TriTrypDB. Todas las secuencias de
RibJ analizadas, con excepcién del transportador de Perkinsela sp., tuvieron como el mejor hit a
las 2 secuencias de TcRibJ (TcCLB.509885.70 y TcCLB.508397.70, con e-value < 1x10%). En el caso
del transportador de Perkinsela sp. se obtuvieron secuencias de posibles transportadores de
azucares de T. cruzi (TcCLB.505183.130 y TcCLB.508465.40, e-value: 2x10™), por lo que no se
corresponderia con un potencial transportador de riboflavina y se excluyé de los analisis

posteriores.

Nueva familia de transportadores de riboflavina en kinetoplastidos: aproximaciones

estructurales y filogenéticas de sus secuencias

A partir del hallazgo de potenciales transportadores de riboflavina en los distintos
kinetoplastidos, realizamos un andlisis de sus secuencias para identificar posibles caracteristicas

estructurales, funcionales y evolutivas comunes a dichas proteinas.

Busqueda de posibles segmentos hidrofébicos en las secuencias proteicas de RibJ

En los pardsitos T. cruzi, T. brucei y L. mexicana

Se analizo si la secuencia de las proteinas RibJ de T. cruzi, T. brucei y L. mexicana presentaban
caracteristicas de proteinas transmembrana. Para esta prediccidon se realizé un alineamiento
multiple de dichas secuencias con Mch5p de S. cerevisiae (algoritmo MUSCLE) y se identificaron

posibles pasos transmembrana (algoritmo TM-Coffee) (Figura R-16).
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Mediante este andlisis se encontré que los RibJ de estos 3 tripanosomatidos presentan 12
putativos pasos transmembrana, plegados en a-hélice, los cuales alinearon con gran exactitud
con los predichos en Mch5p (Reihl & Stolz 2005). Ademds, los pasos transmembrana de estos
RibJs se encontraron altamente conservados, aunque algunos de ellos difirieron levemente en la
longitud (como TM3, TM4 y TM12) (Figura R-16). Diferencias observadas entre estas secuencias
RibJ y Mch5p incluyeron, por un lado, un largo extremo N-terminal (de 108 aminodcidos) en el
transportador de riboflavina de S. cerevisiae ausente en los RibJ (Figura R-16, caja amarilla); por
otro lado, los RibJ mostraron un extenso dominio citosdlico entre los pasos transmembrana 6y 7
(Figura R-16, caja verde), faltante en Mch5p. Este dominio citosélico fue altamente variable entre
los RibJs no solo a nivel de secuencia, sino también en longitud: en LmiRibJ y TbRibJ, este dominio
tuvo 142 y 122 aminodcidos de largo, respectivamente; mientras que TcRibJ tuvo solamente 70

aminoacidos.

TeRibl
TbRib)
LmiRibJ) ¢

RLME, FCAT GVVATLL ! o AGPSEYHEGE :
BI{FCAL G/LATEL KRODSSADDE TREGNKSENGEL VRRSNEPATVGEEGAANNGHN =GKE- - - CMREMERKNGS :
]

VREPRRDDCT SHESLGHKERKGML MUTPEAAENAA

ROEQEEEEQAHTIES I\RNNNI\‘;I\[_EFTPAR
: HTNTSKVPPNGRGVGT NQQI G2 E & - - - GLOVTEQSQRNNTFASAT DVERDT SMDADEPQ- <
: TSPTRRM DSMRTEAEKTALHDS DNLKTGSNPD-W’\PAR\.’TL&SWCSU\-‘BVLLDCHQQ‘PRQ..!\Q’CRKVHGTQ’\CTVA[LIQU VRGIETWR

=
MchSp @ LGTUSS ITSHIESAL CE YR M T NSCOIPER- - - - SOLFle; | W vr 'GI'NLT v TEFLH
TeRib) BTy ST aBEc T, FIRYGEG b EVGILA Ty T FAY AFALEES VI G- C
ThRib) YAV -grw{vﬁm LETFYG/FQA/GSVLVGALA SRUTEE FAY) GG |_ nFn.LL Y legey
tmiRib_ LCTRIV g BT ASVig! STELACTVETRVEFG: VCBILVLEDA Smiah B LuFlIE'l BaFaVLE WG A FAM

620 * 640 *
Mchsp : EECRKRY rhw UeiPT HEAIT 51 4 'D‘v'lJWI
( \

TeRrib) ¢ [EAe S I'I & iHY S0 v AT
TbRib) : [HINe Al cA M JLSA
LmiRib) ¢ e d FV S FI o} LR T NE S IR =0 G\ LVH.

Figura R-16. Alineamiento multiple entre las secuencias de Mch5p, TcRibJ, TbRibJ y LmiRibJ. El
alineamiento multiple fue realizado con el algoritmo MUSCLE, gracias al cual se muestran los niveles
de conservacién de aminoacidos (en negro: 100 %, en gris oscuro: 75 % y en gris claro: 50 % de las
secuencias). La prediccion de los pasos transmembrana (cajas rojas) se realizé con el algoritmo TM-
Coffee.
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En el resto de los kinetoplastidos analizados

Paralelamente, se realizé el mismo andlisis utilizando el resto de las secuencias de RibJ
identificadas en este trabajo. En la gran mayoria de estas secuencias se predijeron 12 putativos
pasos transmembrana (Figura R-17), pero en algunos casos solo se predijeron 11 de estos pasos:
S. galati (carece del TM1), L. seymouri (faltante del TM12) y Phytomonas sp. EM1 (no se detect6
el TM6); mientras T. borreli mostré 13 segmentos transmembrana (un dominio mas ubicado entre
los TM7 y TM8). Ademas, en todas estas secuencias se observd la presencia de un posible dominio
citosélico, variable en longitud (desde 45 aminodcidos en B. saltans, hasta 163 en varias especies

de Leishmania).

En estos resultados, la conservacidon de aminodcidos se representd en modo LOGO, donde la
altura de cada uno de los residuos muestra la frecuencia relativa de cada uno de ellos en una
determinada posicion (Figura R-17). De esta manera, se observé que estos RibJ tuvieron 2 zonas
de alta conservacién (la primera entre las posiciones 1 — 208, y la otra en la regiéon 378 — 565),

separadas por una zona altamente variable, correspondiente al dominio citosélico.

Utilizando ambos analisis anteriores, se observé que en todas las secuencias de RibJ, los pasos
transmembrana se distribuyeron entre las zonas mds conservadas de la proteina. Los mismos se
componen de tractos de aminodacidos conteniendo grupos polares (como tirosina, treonina,
serina, cisteina, asparagina y glutamina), glicinas y tractos de aminoacidos hidrofébicos (leucina,
valina, isoleucina, prolina, metionina, fenilalanina, triptofano), que se alternan entre si.

Por otra parte, los aminoacidos cargados positivamente (como lisinas, argininas, histidinas) y
negativamente (aspartatos y glutamatos) se encontraron principalmente en las secuencias entre

los pasos transmembrana y en el dominio citosélico (Figura R-17).
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Figura R-17. Alineamiento multiple de las secuencias de RibJ representado en la forma LOGO. El
alineamiento multiple se realizé con el algoritmo MUSCLE, y con la representacion en forma LOGO,
se resaltan los aminoacidos mas conservados (en cédigos de una letra) y las propiedades de los
mismos (en verde, aminoacidos con grupos polares —serina, treonina, tirosina y cisteina - y glicina;
en negro, aminodcidos hidrofébicos — valina, alanina, isoleucina, leucina, fenilalanina, triptofano,
metionina, prolina; en rojo, aminoacidos con carga negativa - aspartato y glutamato; en azul,
aminodcidos con carga positiva — histidina, arginina y lisina -; y en violeta, aminodacidos con grupos
amida -asparaginay glutamina). Los pasos transmembrana se predijeron con el algoritmo TM-Coffee
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(cajas amarillas), mientras el dominio citosdlico se representa con un loop marrén. La identificacion
de dominios MFS-1 (cajas grises) se realizé con la base de datos Superfamily.

Identificacion de posibles dominios proteicos MFS (Major Facilitator Superfamily) en RibJ

Se decidid analizar la presencia de dominios proteicos conocidos en las secuencias de TcRibJ,
TbRibJ y LmiRibJ (comparando con Mch5p), y asi obtener mas evidencias acerca de la funcion de
estas proteinas en estos patdgenos. Para ello, se utilizé el consorcio InterPro, utilizando los
modelos predictivos provenientes de diferentes bases de datos: PFAM de EMBL-EBI, CDD de
NCBI, y Superfamily.

Cabe destacar que, debido a los diferentes enfoques predictivos de estas bases de datos, los
resultados fueron levemente distintos. En la Figura R-18, se muestran los resultados obtenidos
segun la base de datos Superfamily, a partir de la cual se distinguieron 2 posibles dominios MFS-
1 (caja azul, e-value: 1,27 x10->3, 1,44 x10™° y 2,35 x10°, para TcRibJ, TbRibJ y LmiRibJ,
respectivamente). Estos dominios se localizaron en las zonas conservadas descriptas
anteriormente (Figura R-16 y Figura R-17) y estarian conformadas por los pasos transmembrana.
Estos dominios MFS-1 estan separados por el dominio citosélico (Figura R-18, caja verde).

Este mismo andlisis fue aplicado al resto de las secuencias de RibJ. Nuevamente, con la base
Superfamily se identificaron 2 potenciales dominios MFS-1 en cada una de las secuencias, con
excepcion del RibJ de B. saltans, que mostrd un Gnico dominio MFS-1 en toda su longitud (e-value
en todos los RibJ en un rango entre 3,01 x10*3y 3,92 x10->*) (Figura R-17, caja gris).

Esta distribucidn es caracteristica de las proteinas perteneciente a la familia MFS, donde sus 12
pasos transmembrana son separados en 2 grupos de 6, y las estructuras de estos sub-dominios
resultan altamente simétricas, condicidn esencial para su funcionamiento (Yan 2013). Un ejemplo
de esta disposicién de dominios MSF-1 se observa en el transportador de glicerol de E. coli, GlpT,
cuya estructura tridimensional fue determinada experimentalmente (Huang et al. 2003).

Por otra parte, cabe destacar que el transportador de riboflavina Mch5p difiere en cuanto a esta
distribucién de dominios dado que, con los mismos analisis, solamente mostrd un Unico y extenso

dominio MSF-1 (Figura R-18).
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Figura R-18. Identificacion de putativos dominios MFS-1 en las secuencias TcRibJ, TORibJ y LmiRibJ.
En este caso, solo se representan los resultados obtenidos con las base de datos Superfamily. Los
dominios MFS-1 se resaltaron con las cajas azules y el dominio citosdlico con la caja verde; mientras
el extremo N-terminal de Mch5p se distingue en amarillo.

Por otra parte, los resultados obtenidos con la base de datos CDD fueron similares a los

anteriores. Pero en el caso de la base de datos PFAM, utilizando la totalidad de la secuencia de

cualquiera de estos RibJ solamente se obtuvo el dominio MSF-1 localizado del N-terminal, siendo

poco sensible para distinguir el dominio MSF-1 de la zona C-terminal.

Las evidencias bioinformaticas, desde la leve similitud con el transportador de riboflavina Mch5p,

como la presencia de pasos transmembrana organizados en 2 dominios MFS-1, tal como sucede

con el transportador GlpT de E. coli (Huang et al. 2003), reforzaron la idea de RibJ como potencial

transportador de riboflavina en varios kinetoplastidos.

Sin embargo, a partir de estos analisis, se excluyd al prokinetoplastido Perkinsela sp. ya que no

fue posible encontrar un potencial transportador de riboflavina similar a RibJ en su genoma.
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Anadlisis filogenético de RibJ en kinetoplastidos

Se realizé un andlisis filogenético con el fin de determinar las relaciones evolutivas entre todas
las secuencias de RibJ identificadas en kinetopldstidos (Clase Kinetoplastea). Para estas
inferencias, se utilizd el programa MEGA6 aplicando el método estadistico de madxima
verosimilitud con el modelo evolutivo descripto por Le and Gascuel et al. (Le & Gascuel 2008). De
este modo se obtuvo un arbol filogenético (Ln de verosimilitud = -8878,02) en el que se
presentaron 2 grupos: uno abarcando a las especies del orden Tripanosomatida y otro
conteniendo a las especies relacionadas B. saltans y T. borreli (Figura R-19). Mas aln, se observé
gue RibJ tuvo un origen comun dentro de este orden y sufrié multiples diversificaciones asociadas

a cada uno de los géneros.

La mayoria de estos parasitos también se agruparon de forma monofilética (coincidentemente
con (Votypka et al. 2015): Phytomonas (parasito de plantas), Strigomonas, Angomonas (parasitos
conteniendo bacterias como endosimbiontes) y Leishmania (patégenos de humanos), siendo el
primero de ellos el grupo que mostré una mayor diferencia (mayor nimero de cambios por sitio)
que el resto (Figura R-19). Por otra parte, el grupo abarcando los géneros Crithidia, Lotmaria y
Leptomonas resulté polifilético, resultado concordante con Votypka et al. (Votypka et al. 2015),
quienes trabajaron sobre las secuencias de la subunidad ribosomal pequena.

Si bien, como consecuencia del bajo nimero de representantes, no se pueden obtener muchas
conclusiones acerca de los géneros de Endotrypanum y Herpetomonas, su cercania respectiva
con los géneros Leishmania y Phytomonas ha sido ampliamente reportada (Flegontov et al. 2013),

coincidiendo con nuestros resultados (Figura R-19).
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Figura R-19. Arbol filogenético de las secuencias de RibJ de kinetoplastidos (Clase Kinetoplastea)
basados en el método de maxima verosimilitud. Las inferencias evolutivas de RibJ se realizaron con
el programa MEGAS6, utilizando la matriz de sustituciones de aminodcidos establecida por Le and
Gascuel et al. (Le & Gascuel 2008) como modelo evolutivo. El arbol obtenido (Ln de verosimilitud =
-8878,02) mostré las relaciones evolutivas de las secuencias de RibJ de los 38 tripanosomatidos, 1
eubodonido (B. saltans) y 1 parabodonido (T. borreli), con un soporte de bootstrap: 1000 (valores
no mostrados). Las flechas azules indican la secuencia de RibJ de los parasitos T. cruzi, T. bruceiy L.
mexicana. El prokinetoplastido Perkinsela sp. se incluye con el fin de representar su pertenencia a
la clase Kinetoplastea pero sin secuencias similares a RibJ.

Anadlisis filogenético de la secuencia de RibJ comparando con transportadores de riboflavina

identificados previamente

A partir de varios representantes de los transportadores de riboflavina identificados experimental
o bioinformaticamente, se construyd un arbol filogenético con el método de Neighbor-Joining. El
método de Neighbor-Joining, a diferencia del método de maxima verosimilitud, no utiliza
modelos evolutivos sino que el agrupamiento se basa en la similitud entre las secuencias, y la
cantidad de cambios por sitio (largo de la rama) se computd usando la matriz de Dayhoff (matriz

general conteniendo las probabilidades de sustitucién de aminodcidos).
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En el arbol filogenético asi construido la mayoria de las secuencias de transportadores de
riboflavina se agruparon de acuerdo a la familia a la que pertenecen (Figura R-20).

Por otra parte, las secuencias de RibJ en kinetoplastidos se agruparon en una nueva familia,
diferente a las identificadas en otros organismos (Figura R-20). Estos RibJ mostraron un
acercamiento con el grupo formado por los transportadores Mch5p de hongos y levaduras y, a la
vez, estuvieron muy alejados de los transportadores caracterizados en vertebrados.
Sorprendentemente, ambas familias (RibJ y Mch5p) resultaron mas similares a transportadores

de riboflavina de bacterias que con los descriptos en eucariotas (Figura R-20).
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Figura R-20. Representacidn del arbol filogenético de diversos transportadores de riboflavina,
obtenido por el método de Neighbor-Joining. Se utilizaron las secuencias de los transportadores de
riboflavina identificados experimental o bioinformaticamente. Para la construccién del arbol se
empled el método de Neighbor-Joining con el programa MEGAG, con un soporte de bootstrap: 1000
(valores no mostrados). Las flechas azules sefialan a los tripanosomatidos T. cruzi, T. brucei y L.
mexicana, la levadura S. cerevisiae y al mamifero Homo sapiens.
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Busqueda de secuencias con similitud a RibJ en otros organismos

Para identificar otros posibles transportadores pertenecientes a la novel familia RibJ, se
construyé un Modelo Oculto de Markov de esta familia, y se compard con la base de datos
UniprotKB usando el algoritmo hmmsearch del server HMMER. De esta manera se obtuvieron
13.693 secuencias con cierto grado de similitud a RibJ. Aplicando diversos filtros, el nUmero de
secuencias se redujo a 329 (incluidas las de RibJ) (Apéndice 3). Entre estas secuencias, se destacan
las de:

i diversos metazoos como vertebrados, insectos, nematodos, platelmintos, moluscos y
protozoos donde las secuencias pertenecen, mayoritariamente, a la familia MCT
(MonoCarboxilate Transporter/SLC16A);

' hongos y levaduras (familia MCH), incluyendo tanto las secuencias anotadas como
transportadores de monocarboxilatos como los transportadores de riboflavina Mch5p;

i bacteriasyarqueas, principalmente secuencias anotadas con dominios MFS y de funcidn
desconocida y, en menor medida, transportadores de: oxalato/formato, de nitrato/nitrito, de
cianato, de sulfoacetato, de hexanuratos, de manuronatos y de azucares.

Cabe destacar que, con excepcion de algunos transportadores MCTs de humanos (MCT1-4 y 8
(Adijanto & Philp 2012)) y de Mch5p de S. cerevisiae (Reihl & Stolz 2005), al resto de las secuencias
se les asignd una funcidn predicha por analisis bioinformaticos quedando a la espera de ser

corroborada experimentalmente, segun la base UniprotKB (http://www.uniprot.org/).

Posteriormente, con todas las secuencias identificadas se construyd un arbol filogenético por el
método de Neighbor-Joining para determinar si alguna de ellas pertenecia a la novel familia RibJ
de kinetoplastidos. A pesar de que todas habian mostrado un cierto grado de similitud a los
transportadores RibJ, ninguna de estas secuencias se incluyd dentro de esta novel familia. Estos
resultados reforzaron la idea de que estos putativos transportadores de riboflavina RibJ son

exclusivos de kinetoplastidos (Figura R-21).
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Figura R-21. Representacion del arbol filogenético de diversas secuencias obtenidas con el HMM
de RibJ. Para la construcciéon del arbol se empled el método de Neighbor-Joining con el programa
MEGAG®, con un soporte de bootstrap: 100 (valores no mostrados). Las flechas azules sefialan a las
secuencias de RibJ de T. cruzi, T. brucei y varias especies de Leishmania, al Mch5p de la levadura S.
cerevisiae y a los transportadores MCT-1, -2, -5, -8, -9, 12-14 humanos. En el grupo Procariotas, si
bien la mayoria de las secuencias corresponden a transportadores de oxalato/formato antiporter,
también se utilizaron transportadores con una actividad predicha diferente (resultados en color).
Los asteriscos rojos sefialan las secuencias correspondientes a arqueas.

Comparacion de las secuencias de RibJ con los transportadores de monocarboxilatos de

humanos

Debido a que los transportadores RibJ fueron inicialmente identificados como transportadores
de monocarboxilatos por la alta similitud con los de mamiferos, y dado que nuestros analisis
bioinformaticos los muestran cercanos, se analizé si RibJ tiene caracteristicas particulares de la
familia MCT de humanos.
Para ello, se realizd un alineamiento multiple entre varias secuencias de RibJ (TcRibJ, TbRibJ,
LmiRibJ y LmjRibJ de L. major) junto con los transportadores de monocarboxilatos MCT1 a 4 de
humanos (verificados experimentalmente) y MCT5 (sin actividad detectada). Como se muestra
en la Figura R-22, estas familias coinciden a nivel de estructura secundaria pues presentan 12 de
pasos transmembrana (predichos por TM-Coffee, y en acuerdo con lo descripto en literatura para
MCT (Adijanto & Philp 2012)), con excepcion de MCT1 en el que solo se identificaron 11 TMs.
Ademas, estos dominios transmembrana mostraron posiciones similares en sus secuencias.
Por otra parte, se resaltaron varias caracteristicas de MCT1-4 como:
1 aminodacidos esenciales para la funcionalidad de MCT1-4, como la Lisina 38 (K),
Aspartato 302 (D), Arginina 306 (R) y Fenilalanina/Tirosina 360 (F/Y) (Figura R-22, flechas verdes);
1 2 motivos altamente conservados en estos transportadores: [D/E]G[G/S][W/F][G/A]W
en TM1 y YFxK[R/K][R/L]XLAX[G/A]XxAXAG en TM5 (Figura R-22, cajas azules) (Halestrap &
Meredith 2004).

Como puede observarse, la familia RibJ carece de todos esos aminoacidos esenciales para el
transporte de monocarboxilatos, donde K38->N (Asparagina), D302->Q (Glutamina), R306->S
(Serina) y F/Y360->M/T (Metionina/Treonina), los cuales también resultaron ausentes en el

inactivo MCT5, con excepcion de K38 (Figura R-22). Finalmente, en RibJ se encontraron solo

135



RESULTADOS

algunos de los aminodcidos de los motivos caracteristicos de MCT (Figura R-22). De esta manera,

estos resultados sugieren que RibJ y MCT son familias diferentes.
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Figura R-22. Comparacion entre proteinas de la familia MCT de humanos y de la familia RibJ. El
alineamiento multiple por MUSCLE se realizé utilizando las secuencias de MCT1-5 de humanos y
TcRibJ, TbRibJ, LmiRibJ y LmjRibJ de L. major. La prediccién de los pasos transmembrana en ambas
familias se realizé con TM-Coffee (cajas rojas). Las flechas verdes indican los aminoacidos esenciales
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para el transporte de monocarboxilatos de MCTs, mientras las cajas azules indican motivos
altamente conservados de la misma familia (Adijanto & Philp 2012; Halestrap & Meredith 2004).

Modelado Estructural del Transportador de Riboflavina TcRibJ

Las primeras estructuras tridimensionales de transportadores resueltas fueron la del
transportador GlpT (de glicerol) y la de la permeasa LacY (de lactosa) de E. coli; y hasta la fecha,
este numero de transportadores bacterianos fue incrementdndose. Recientemente, también se
logré resolver estructuras de transportadores de eucariotas como de glucosa (GLUT1 de
humanos), de nitrito (NRT1.1 de plantas) y de fosfato (PiPT de hongos) (Yan 2013).

Si bien en kinetoplastidos se identificaron diversos transportadores a nivel molecular, sus
estructuras aun no fueron determinadas experimentalmente. Varios autores obtuvieron modelos
estructurales para algunos transportadores de kinetoplastidos (como LANT2, LANT1.1 de L.
donovani, TONBT1 de T. brucei, y TcPOT1.1 de T. cruzi), mediante diversas estrategias
computacionales (Valdes et al. 2014; Valdes et al. 2009; Papageorgiou et al. 2008; Arastu-Kapur
et al. 2005; Soysa et al. 2013). De esta manera, los autores pudieron seleccionar y evaluar aquellos
aminodcidos que estuvieran involucrados en la unidn a ligando, en el mecanismo de transporte,

de sensibilidad a analogos, etc.

Para la construccién de un modelo estructural de TcRibJ basados en métodos de homologia
(basado en que secuencias similares tendrian estructuras terciarias parecidas), se utilizaron los
servidores Phyre2 y Robetta. Inicialmente, ambos programas buscan homdlogos remotos
definidos como aquellos que tienen un porcentaje de identidad menor al 20 % con la secuencia
de interés. Con ambos programas se identific al transportador GlpT de E. coli como homdlogo
remoto de TCRibJ.

A su vez, este resultado fue contrastado con los resultados obtenidos con el programa HHpred,
disefiado para buscar homodlogos remotos. Gracias a este programa se obtuvieron varios
transportadores de la familia MFS como homdlogos remotos, y entre ellos, el que mejor alined
con TcRibJ fue el transportador GlpT de E. coli (e-value: 1,1 x10*°, probabilidad de homologia de
secuencia y de estructura secundaria: 99,8 %). En la Figura R-23A se representa el alineamiento

entre GlpT y TcRibJ (16,2 % de identidad), y sus correspondientes pasos transmembrana.
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De esta manera, se corroboré la homologia remota obtenida con los servidores Phyre2 y Robetta,
por lo que la estructura de GIpT fue un templado interesante para estimar la estructura de TcRibJ.
La estructura del transportador GlpT propuesto (Huang et al. 2003) tiene 2 dominios bien
definidos: N-terminal y C-terminal (Figura R-23B, resaltados en azul y verde, respectivamente),
con 6 pasos transmembrana cada uno; sin embargo, el dominio citosdlico, que une los dominio
N- y C-terminal, mostro altos niveles de desorden por lo que no pudo resolverse (Figura R-23B y

C, en color naranja) (Huang et al. 2003).

Tal como se esperaba, los modelos de TcRibJ (Figura R-23B y C) mostraron los dominios N-
terminal y C-terminal claramente distinguibles (indicados en azul y verde, respectivamente),
separados por un dominio citosdlico no resuelto (resaltado en naranja). La confianza
(probabilidad que el alineamiento entre TcRibJ y el templado GlpT sea debido a una homologia
verdadera) resultd del 100 % por Phyre2, pero dada la baja identidad de secuencia, es altamente
probable que el modelo de TcRibJ haya sido adecuado pero conteniendo zonas que no pudieron
ser modeladas con gran exactitud. En cambio, con Robetta, la confianza fue de 61 % (fraccion de
la estructura similar al templado), indicando que el templado tampoco explica la totalidad del
modelo de TcRiblJ.

Estas variaciones respecto del templado se hicieron evidentes en la alineacién de los modelos de
TcRibJ con la estructura de GlpT con la determinacion del RMSD (Root Mean Square Deviation).
Por Phyre2, el RMSD fue de 2,38 A; mientras gue en el caso de Robetta, el RMSD del modelo 1
presentd valores de 2,65 A, el RMSD del modelo 2: 3,1 A, el RMSD del modelo 3: 3,2 A, el RMSD
del modelo 4: 3,0 Ay el RMSD del modelo 5: 3,1 A. Estos valores estuvieron dentro de un rango
aceptable, similares al modelo de TcPOT1.1 y el templado transportador L-arginina/agmatina
AdiC de E. coli (Soysa et al. 2013). Al realizar el alineamiento estructural, se observé que las
grandes diferencias existentes con el templado radicaron en el dominio citosélico y en otros loops
internos de TcRibJ. Esto era de esperarse ya que, por un lado, el dominio citosélico no fue
cristalizado en la estructura de GlpT y, por el otro, los loops son estructuras altamente
desordenadas, de manera tal que los servidores utilizaron otras aproximaciones para modelarlo.

Considerando todo esto, se utilizé el modelo obtenido por Phyre2 para los analisis siguientes.
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Figura R-23. Modelado estructural por homologia de TcRiblJ. A) Alineamiento por Muscle entre las
secuencias GlpT y TcRibJ, y sus correspondientes pasos transmembrana determinadas por TM-
Coffee. B) Modelos estructurales de TcRibJ por los servidores Phyre2 y Robetta, utilizando el
templado GlpT (PDB: 1PW4). C) Comparacion entre el modelo de TcRibJ determinado por Phyre2 y
la estructura de GIpT, sin considerar el dominio citosdlico. Las figuras fueron obtenidas con el
programa VMD.
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Analisis del modelo de TcRibJ obtenido por homologia con el transportador GlpT de E.
coli

Analizando la distribucién de aminodcidos en el modelo obtenido de TcRibJ se observa que la
interaccidon con la membrana plasmatica estaria mediado por aminodcidos hidrofébicos (Figura

R-24).

N-terminal & C-terminal N-terminal C-terminal

e
S R

S

N-terminal C-terminal

Figura R-24. Representacion del modelo estructural del transportador TcRibJ en una bicapa
lipidica. Los colores de la proteina TcRibJ representan las propiedades quimicas de los aminodcidos
(blanco: hidrofdbico, verde: polar, azul: carga positiva y rojo: carga negativa). La flecha puntuada
amarilla resalta el canal de TcRibJ. El dominio citosdlico no se tuvo en cuenta para la realizacién de
estas figuras. La visualizacion de la estructura y la representacién de la membrana plasmatica se
realizaron con el programa VMD.

Cabe mencionar que la mayoria de las herramientas bioinformaticas para analizar estructuras
fueron desarrolladas para proteinas globulares y no consideran las restricciones que impone la
membrana plasmatica sobre la estructura de proteinas transmembrana. En consecuencia fallan
al momento de analizar las estructuras de este tipo de proteinas (Tusnady & Kozma 2014). Uno
de los métodos para analizar estructuras de proteinas transmembrana consiste en observar los
angulos de torsion (angulo Psi —W- y Phi —®-) que forman sus aminoacidos a través del grafico de

Ramachandran. Por ello, utilizando el programa on-line RAMPAGE
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(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php), analizamos los angulos de torsién de
todos los aminodcidos de TcRibJ del modelo estructural obtenido por el servidor Phyre2 (Figura
R-25A), encontrando que la gran mayoria de los aminodcidos ocupa posiciones favorecidas (85,1
%), seguido de aminodcidos en posiciones permitidas (10,2 %) y muy pocos en zonas prohibidas
(4,7 %). Los angulos obtenidos para TcRibJ coincidieron con los que obtuvimos en el analisis
bioinformatico de otras proteinas transmembrana de la familia MFS como GIpT y LacY de E. coli
(resultados no mostrados).

Los aminodcidos glicina y prolina son importantes en la estructura de una proteina. Por un lado,
la primera, al no tener una cadena lateral (grupo R), puede formar un mayor nimero de angulos
de torsidén (Figura R-25C); por otro lado, prolina tiene una menor cantidad de posiciones posibles
debido a su estructura (Figura R-25D). Al analizar los dngulos de torsidon de ambos se observé que
en la mayoria de los casos se formaron angulos favorecidos, salvo en 3 posiciones (Glicina 155,
Prolina 201y 291).

La prolina también determina los angulos de torsion de los aminoacidos que se ubican
inmediatamente rio arriba, denominados pre-prolina, (Figura R-25B). De todos ellos, solamente
Asp 46 y Val 82 se ubicaron en zonas prohibidas.

Con el fin de optimizar el modelo estructural de TcRibJ se realizaron varias simulaciones con el

programa VMD, pero no se lograron cambios significativos.
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Figura R-25. Angulos de torsion Psi (W) y Phi (D) en el modelo estructural de TcRibJ. En el panel
superior se representaron los angulos de torsién analizados por el programa on-line RAMPAGE. A)
Angulos de cada aminoéacido de TcRibJ; B) angulos de los aminodacidos pre- prolina; C) dngulos de
glicina; y D) dngulos de prolina. Las dreas de todas las sub-figuras indican las zonas o posiciones
favorecidas (color oscuro) y permitidas (color claro).
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Ensayo de docking: analisis de interaccion de TcRibJ con flavinas

Con el modelo de TcRibJ obtenido se realizé un ensayo de docking para evaluar los aminoacidos
que estarian participando en la interaccidon con las flavinas. Para ello, se utilizé el servidor
SwissDock del Swiss Institute of Bioinformatics and Molecular Modelling Group. Brevemente, el
programa determina posibles sitios de unién en la proteina para los ligandos estudiados, y luego
se optimiza la estructura de los ligandos en cada uno de los sitios determinados previamente. De
esta manera, se obtienen varios clusters que representan a los compuestos en determinadas
zonas de la proteina de interés y favorables desde el punto de vista energético. Como resultado
de este ensayo, varios clusters correspondientes a las 3 flavinas fueron ubicados en el poro de
TcRibJ; sin embargo, FMN y FAD mostraron un porcentaje menor de clusters en esta zona de la
proteina (31,2 % y 76,7 %, respectivamente), en comparacion con los clusters de riboflavina
localizados en el poro (94,7 %) (Figura R-26A, primer panel). Paralelamente, este mismo andlisis
se realizé con los andlogos roseoflavina, lumiflavina y lumicromo (Figura R-26A, segundo panel).
En este caso, el 93,3 % de los clusters de roseoflavina y el 94,4 % lumiflavina se encontraron en
el poro, mientras que con lumicromo este valor se redujo a 47,5 %. Finalmente cuando
comparamos con compuestos no relacionados a la riboflavina, el porcentaje de clusters en el poro

de TcRibJ resulté de 25 % para putrescina y de 13,4 % para treonina (Figura R-26A, tercer panel).

Al analizar los aminodcidos de TCRibJ que interactuarian con riboflavina se observé que son, en
su mayoria, aminoacidos hidrofébicos (Leu 65, Pro 69, Leu 119, Cys 126, Leu 285, Val 288, Leu
317, Met 379, Phe 383, Phe 407), pero también participarian algunos hidrofilicos (GIn 26, Ser 29,
Tyr 30, Ser 68, Tyr 292) y un aminodacido cargado negativamente (Asp 33) (Figura R-26B). Los
primeros mediarian la interaccion con el anillo de isoaloxazina, mientras que los grupos polares
interactuarian con la cadena de ribitil. Este perfil de aminodcidos coincidié con los descriptos en
las 4 estructuras de transportadores de la vitamina determinadas experimentalmente (Zhang et
al. 2010; Karpowich et al. 2016; Deka et al. 2013; Karpowich et al. 2015).

El hecho de que la flavina FMN haya mostrado un bajo porcentaje de clusters en el poro de TcRibJ
puede estar relacionado con el grupo fosfato, lo que perjudicaria la interaccidon con el ambiente

hidrofébico del poro, tal como se postuld para el transportador RfuA de T. pallidum (Deka et al.
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2013). En consecuencia, se favorecen interacciones por fuera del poro de TcRibJ. Al analizar estas
interacciones se observd que, en la gran mayoria, el grupo fosfato no interviene, siendo el anillo
de isoaloxazina el que mediaria la asociacién con regiones hidrofébicas de TcRibJ. En cambio, si
bien FAD tiene 2 grupos fosfatos también contiene a la purina adenina, lo cual aumenta la

flexibilidad de la molécula y los sitios de contacto con el interior del poro.
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Figura R-26. Andlisis de la interaccion entre TcRibJ y flavinas/analogos. Se realizaron ensayos de
docking por SwissDock y la visualizacién de los resultados se realizd con el programa VMD. A)
Visualizacién de los clusters correspondientes a los diferentes compuestos (primer panel:
riboflavina, FMN y FAD; segundo panel: roseoflavina, lumiflavina y lumicromo, tercer panel:
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compuestos no relacionados putrescina y treonina) que fueron ubicados en determinadas regiones
del modelo estructural de TcRibJ. B) Identificacion de posibles aminoacidos que mediarian la
interaccion con riboflavina.

De esta manera, mediante el uso de estas herramientas de docking se predice que el poro
determinado por nuestro modelo estructural de TcRibJ podria interactuar con riboflavina y
compuestos similares desde el punto de vista quimico-fisico. Resulta interesante ahondar en el
estudio del set de aminodacidos que median la interaccidn con el objetivo de refinar el modelo

propuesto para TCRibJ y determinar su mecanismo de accion.
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Caracterizacion funcional del gen TcRibJ por sobre-expresion homaéloga en T. cruzi

Para avanzar en la caracterizacion molecular y funcional del gen TcRibJ, dicho gen se clond en el

vector de expresion pRIBOTEX de T. cruzi, y se transfectaron parasitos de la cepa MJ Levin.

Corroboracion de la sobre-expresion de TcRibJ en pardsitos MJ-Levin

Una vez que la poblacion transfectante fue seleccionada, los niveles de expresion de TcRibJ se
compararon con los de la poblacidn control, cepa MJ Levin-GFP (cepa wild type transfectada con

pRIBOTEX-GFP).

Ensayo de Southern blot

Este ensayo se realizd para determinar el niUmero de copias del gen de TcRibJ en las poblaciones
MJ Levin-GFP y MJ Levin-TcRibJ. Para ello, una vez que se extrajo el ADN gendmico, se digirié con
EcoRI (E) o BamHI (B), se separaron los fragmentos con una corrida electroforética y se hibrido

con la sonda 32P-TcRibJ.

Segln el esquema mostrado en la Figura R-27A (panel superior), con la enzima EcoRl, el gen
TcRibJ en los cromosomas 28S (TcCL.509885.70) y 28P (TcCL.508397.70) formaria parte de un
fragmento de gran tamano (19.500 pb y 29.600 pb, respectivamente). Con BamHlI, el gen TcRibJ
se escindiria en un fragmento de 4.900 pb y 4.500 pb provenientes del 28S y 28P,
respectivamente.

Como se ve en la Figura R-27A (panel inferior), en el ADN gendmico de la poblacién wild type
tratado con EcoRl se observé una banda ancha de alto peso molecular, que podria corresponder
a ambos fragmentos no resueltos entre si.

Con el tratamiento de BamHI, se observaron 2 bandas ligeramente separadas (Figura R-27A,
panel inferior, flechas azules), correspondientes a cada uno de los alelos. Estos resultados
reforzaron la idea que el gen TcRibJ se encuentra en una sola copia por genoma haploide de T.

cruzi, tal como se predijo previamente.

Al realizar el mismo anlisis con los pardsitos MJ Levin-TcRiblJ, se observé -como se esperaba- una

intensidad de hibridacién mayor que en la cepa salvaje y la aparicidon de una banda del tamafio
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molecular del pRIBOTEX-TcRibJ (Figura R-27A, panel inferior, flechas verdes). Si bien en la
digestion del ADN de los pardsitos transfectantes con BamHI inesperadamente dejaron de
visualizarse con claridad las bandas de 4.900 pb y 4.500 pb (Figura R-27A, panel inferior), pero se
distinguieron dos bandas adicionales respecto del wild type, de pesos moleculares estimados en
~15.000 pb (Figura R-27A, panel inferior, flecha roja) y ~7.500 pb (Figura R-27A, panel inferior,
flecha verde), que también se observaron en la restriccidon con EcoRI. De acuerdo al tamafio estas
bandas podrian corresponder a una y dos copias en tdndem del vector; aunque no se descarta
que la construccién pueda haberse integrado en el genoma y las bandas sean productos de

digestion de dichas integraciones.

PCR semi-cuantitativa

Paralelamente, con el mismo ADN gendmico usado para el Southern blot (sin digerir), realizamos
reacciones de PCR especificas para TcRibJ, utilizando distintas cantidades de templado. De esta
manera, puede comparase cualitativamente la abundancia relativa del gen TcRibJ en ambas
poblaciones. Utilizando 100 ng, 10 ng y 0,1 ng de ADN gendmico como templado inicial no se
observaron diferencias entre ambas preparaciones; sin embargo, a 1 ng de templado, la
poblacién TcRibJ mostré unas 8 - 10 veces mas producto que la poblacion wild type (Figura R-

278B).

RT-PCR semi-cuantitativa

Como se ha descripto que el niumero de copias de un gen no esta proporcionalmente relacionado
con los niveles de expresion en T. cruzi (Carrillo et al. 2007), decidimos estudiar los niveles de
expresion / sobre-expresion del gen TcRibJ en la cepa wild type y la transformante. Para ello, se
extrajo ARNm de ambas poblaciones y se llevé a cabo una reaccién de retro-transcripcién. El ADN
copia (ADNc) asi obtenido se utilizé como templado para dos reacciones de PCR en paralelo, una
especifica para TcRibJ y otra para el ARNr 18S (Figura R-27C, panel izquierdo), lo que permitid
realizar una relativizacion del producto de TcRibJ respecto del gen control (Figura R-27C, panel
derecho). De esta manera, confirmamos que las poblaciones contiendo la construccién

pRIBOTEX-TcRibJ presentaron mayor expresion del transportador que la poblacién wild type.
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RESULTADOS

Esta serie de resultados corroboran que la poblacién TcRibJ efectivamente tiene mas copias de
este gen, llevando un aumento en la cantidad de transcriptos. Hasta el momento, debido a la
ausencia de anticuerpos anti-TcRibJ no se pudo comprobar si esto también se observa a nivel de
proteina, pero se ha evaluado a nivel de actividad del transportador y de efectos biolégicos (ver

secciones siguientes).
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RESULTADOS

Figura R-27. Evaluaciéon de los niveles de sobre-expresion de TcRibJ en las poblaciones
transfectadas. A) En el panel superior se representd una seccién (650 kb — 685 kb) de los
cromosomas 28Sy 28P donde se localiza el gen TcRibJ (TcCLB.509885.70 y TcCLB.508397.70, flechas
naranjas). Las tijeras color verde y magenta sefialan los sitios de corte para EcoRl (E) y BamHI (B),
respectivamente. En el panel inferior, se muestra el resultado del Southern blot realizado con ADN
gendmico de las poblaciones MJ Levin-GFP y MJ Levin-TcRibJ) (digeridos con EcoRl o BamHl),
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