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Identificacién in silico, perfil de expresion y busqueda de inhibidores de

la familia de proteinas disulfuro isomerasa de Toxoplasma gondii

Con un tercio de la poblacion mundial infectada por Toxoplasma gondii, las
infecciones oportunistas causadas por este parasito son una causa frecuente
de complicaciones clinicas en personas inmunocomprometidas. Actualmente
los tratamientos se enfocan en infecciones agudas, pero no son efectivos
contra las demas etapas del ciclo de vida del parasito. Para identificar
nuevos blancos farmacoldgicos, se realiz6 una comparacion de niveles de
expresion génica de multiples etapas durante del ciclo de vida del parasito y
se identificaron ortélogos en las especies de coccidios, Neospora caninum,
Sarcocystis neurona, Hammondia hammondi y Eimeria tenella. Se
identificaron 23 proteinas en el transcriptoma de T. gondii ME49, 23 con
sintenia en N. caninum, S. neurona, H. hammondi y 3 en E. tenella. Estas
proteinas contienen al menos un dominio de tiorredoxina, que es
caracteristico de la familia de proteinas disulfuro isomerasa (PDI), con
frecuencias variables de dominios de tiorredoxina y diferentes arquitecturas
gue se comparten entre estos parasitos. Se describen los perfiles de
expresion de proteinas estadio especifico durante los estadios taquizoito,
bradizoito y de ooquistes y los de proteinas multi-estadio. Se propone a la
proteina codificada por la secuencia gendémica TGME49 211680 como un
blanco farmacoldgico dado que tiene expresiéon multi-estadio y es la proteina
con mAas expresion en las cepas arquetipicas durante la infeccién tanto de
células humanas como de ratones en estadios cronicos y agudos y por tener
evidencia de ser esencial para el estadio taquizoito. Encontramos en
ensayos de invasion en fibroblastos de prepucio humano con bacitracina, un
inhibidor conocido para proteinas PDI, reduccion de los porcentajes de
invasion de los taquizoitos. Estos resultados sugieren que la familia PDI tiene
un papel en la invasiéon de taquizoitos y podria ser un blanco para nuevas

intervenciones terapéuticas. Ademas, debido a la alta conservacién de las



secuencias de esta familia de proteinas entre los coccidios, la familia PDI

podria ser un blanco farmacologico importante para estos parasitos.



In silico Identification and Expression Profiling of the Protein Disulfide

Isomerase Gene Family in Toxoplasma gondii

With one third of the world’s population infected by Toxoplasma gondii,
opportunistic infections caused by this parasite are a frequent cause of
clinical complications in immunocompromised individuals. Current treatments
are focused on acute infections, but they are not effective against the many
stages of the parasite’s life cycle. To identify new pharmacological targets, we
perform a comparison of multistage gene expression levels over the life cycle
of the parasite by using in silico approaches. Comparison with other coccidian
species, Neospora caninum, Sarcocystis neurona, Hammondia hammondi
and Eimeria tenella revealed that the protein disulfide isomerase (PDI) family
might be an important target for these parasites. We used a combination of
approaches to evaluate PDIs as a viable target for pharmaceutical
intervention. We identified 20 proteins in the proteome of T. gondii ME49, 20
with synteny in N. caninum, S. neurona, H. hammondi and 3 in E. tenella. The
same domain architecture is shared among these parasites. These proteins
contain at least one thioredoxin domain, as this is characteristic of the PDI
family, with variable numbers of thioredoxin domains in different architectures
and combinations. We identified proteins in the T. gondii life cycle that are
expressed only during specific stages (tachyzoite and cat enteroepithelial
stages). We found that the protein TGME49 211680 has a multistage
expression and it is the most expressed in archetypal strains during infection
of human cells as well as during mice infection in chronic and acute stages.
Invasion assays in human foreskin fibroblast cells with bacitracin, a known
inhibitor for PDI proteins, showed reduced invasion percentages by
tachyzoites. These results suggest that the PDI family has a role in tachyzoite
invasion and could be a target for new therapeutic interventions. Furthermore,
due to the high sequence conservation between coccidians, PDIs could also

be a target against other coccidia.
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Introduccién

Aislado por primera vez desde el roedor africano Ctenodactylus gundii en
1908 por Nicolle C y Manceaux, Toxoplasma gondii es el unico miembro del
género Toxoplasma (Hunter and Sibley, 2012) y hace parte del phylum
Apicomplexa que contiene mas de 5000 especies, donde la mayoria de estas
especies tienen un rango estrecho de hospedares, sin embargo a diferencia
de otros parasitos cercanamente relacionados como Neospora caninum,
Sarcocystis neurona y Hammondia hammondi que presentan distribuciones
espaciales reducidas y rangos de hospedador especializados, T gondii
cuenta con una amplia distribucién, y es uno de los parasitos mas
prevalentes en el mundo, infectando una gran cantidad de animales salvajes
y domeésticos, causando infecciones zoonéticas en humanos, siendo una
infeccibn comun, que generalmente causa enfermedad en hospedares
inmunocromprometidos o como resultado de una infeccion transplacentaria
(Montoya and Liesenfeld, 2004; Lorenzi et al., 2016)

Ademas, el ciclo de vida heteroxeno de T. gondii contiene diferentes estadios
celulares que van desde el estadio merozoito, los estadios sexuales con
macro y microgametas hasta ooquiste, taquizoito y bradizoito los cuales
presentan perfiles de expresion diferencial de proteinas y morfologia
celulares particulares (Hunter and Sibley, 2012; Behnke et al., 2014). Para
cumplir esta diversidad de funciones en diferentes estadios, son necesarias
la presencia de chaperonas e isomerasas multiestadio, las cuales permiten el
correcto plegamiento de las proteinas que participan en el cumplimiento de
las diversas funciones necesarias para la infeccion parasitaria, en cada etapa

del ciclo de vida.

La proteina disulfuro isomerasa fue identificada por primera vez en los afios
60’s (Goldberger, Epstein and Anfinsen, 1963, 1964) y fue descrita como un

producto que catalizaba la reactivacion de enzimas reducidas como
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ribonucleasa y lisozima, actualmente. Las proteinas disulfuro isomerasas se
describen como proteinas multifuncionales que tienen diferentes papeles
fisiolégicos y celulares a través de la oxido-reduccion de enlaces disulfuro,
presentando actividad isomerasas y chaperona, en este contexto diferentes
organismos  desarrollaron  subgrupos de  proteinas  tioredoxinas
especializados que se encuentran en diferentes localizaciones
extracelulares, como el nucleo, reticulo endoplasmatico, citosol, membrana
celular o ser productos de secrecion,(Turano et al.,, 2002; Collet and
Messens, 2010; Sambasivarao, 2013; Porter, Yuen and Christopher, 2015;
Soares Moretti and Martins Laurindo, 2017) ademas de presentar diferentes
rangos de actividad dependiendo del ambiente reductor en donde este
ubicada lo cual también esta relacionado con el sustrato sobre el cual actta
mostrando que son proteinas con multiples sustratos y rangos de actividad
(Collet and Messens, 2010; Krossa et al., 2018).

Especificamente el orden de la alineacion de puentes disulfuros es esencial
para la estabilidad estructural y la integridad funcional de un amplio rango de
proteinas siendo clave para las proteinas destinadas a la secrecion (Safavi-
Hemami et al., 2016), La formacidon de enlaces disulfuro es principalmente
mediada por oxido reductasas incluyendo la familia de proteinas disulfuro
isomerasa (PDI) (Sevier and Kaiser, 2002; Haque, Majumdar and Barik,
2012; Bechtel, Weerapana and Hill, 2017). Las proteinas de familia PDI son
miembros de la super familia de tiorredoxinas tiol-oxidorreductasas (Soares
Moretti and Martins Laurindo, 2017) formada por arquitecturas que contienen
al menos un dominio con plegamiento tiorredoxina (Ba Ba Ba BRa), el cual

puede variar en tamafio y organizacion (Kozlov et al., 2010),

En eucariotas esta familia presenta multiples localizaciones subcelulares que
van desde el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi en relacion a la
presencia de dominios KDEL en su extremo carboxilo terminal, hasta el

citosol, membranas o localizaciones extracelulares, donde presenta
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diferentes substratos y dependiendo de su localizacion pueden ser
chaperonas, isomerasas, oxidasas 0 reductasas de puentes disulfuro
(Turano et al.,, 2002; Soares Moretti and Martins Laurindo, 2017;
Hettinghouse, Liu and Liu, 2018; Krossa et al., 2018; Popielarski et al., 2018)

En el contexto de las infecciones por parasitos como N. caninum,
Plasmodium falciparum, Entomoeba histolitica, Tripanosoma cruzi,
Leishmania amazonensis, L donovani , L major la formacién reversible de
enlaces disulfuro es clave para regular la estructura y funciéon de un amplio
rango de proteinas donde se incluyen factores de virulencia de parasitos
protozoos, donde se ha descrito a las proteinas de la familia PDI como
esenciales para el crecimiento del parasito, en algunos casos para su
invasion, asi como factores de virulencia y candidatos vacunales (Achour et
al., 2002; Mahajan et al., 2006; Ramos et al., 2008, 2011; Haque, Majumdar
and Barik, 2012)

También se ha descrito a miembros de la familia PDI como candidatos
blanco de inhibicibn a través de tamizajes experimentales para la
identificacion de moléculas inhibidoras y el posterior desarrollo de nuevas
estrategias de intervencion contra protozoos de los géneros Leishmania,
Plasmodium y de las especies N caninum y Besnoitia besnoiti (Mouray et al.,
2007; Muller et al., 2008; Novo et al., 2009; Ben Khalaf et al., 2011, 2012)

Particularmente en parasitos apicomplexos se han descrito proteinas de la
familia PDI en N caninum, Besnoitia besnoiti, Eimeria tenella (Naguleswaran,
Muller and Hemphill, 2003; Naguleswaran et al., 2005; Muller et al., 2008;
Marcelino et al., 2011; Han et al.,, 2014): donde para en T gondii se han
descrito 5 proteinas con dominios tiorredoxina, una es la proteina
tiorredoxina ATrx1 localizada en el apicoplasto que se sugiere esta
involucrada en el transporte de proteinas hacia este organelo (DeRocher et
al., 2008), con el codigo de identificacion TGME49 312110. Dos de estas
relacionadas con los microtubulos corticales del parasito (Liu et al., 2013) con
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codigos de identificacion TGME49 225790 y TGME49 232410. También hay
dos proteinas de la familia que se describen como altamente inmunogénicas,
una identificada como el mayor receptor de anticuerpos en productos de
secrecion del parasito (Saadatnia et al., 2012; Tommy et al., 2012) con
codigo de identificacion TGME49 293870 y la proteina TGME49 211680, la
cual ha sido la mas estudiada de esta familia para la cual se han identificado
anticuerpos IgA en lagrimas. También se ha descrito reactividad cruzada de
reconocimiento de anticuerpos en con su ortélogo en N. caninum y B.
besnoiti (Marcelino et al., 2011; Zhang et al., 2011)

Ademas la proteina de la familia PDI TGME49 211680 se ha propuesto
también como candidato vacunal y se ha descrito reactividad ante esta
misma proteina de anticuerpos en sueros de raton, conejo y humanos
mostrando su inmonogenicidad en diferentes especies (Wang et al., 2013).
Funcionalmente se sugiere que esta proteina en T gondii y su ortélogo en N
caninum esta relaciona con la interaccion entre taquizoito y célula
hospedadora (Naguleswaran et al., 2005; Moncada, Arenas, Acosta, Molina,
Hernandez, et al., 2016).

Este trabajo tuvo como objetivo describir las caracteristicas de secuencia
gendmica y de aminoacidos y de arquitectura de las proteinas de la familia
de proteinas disulfuro isomerasa de T. gondii y los perfiles de expresiéon de
estas a través del analisis de transcriptomas multiestadio, los fenotipos de su
correspondiente knockout y analisis in silico, con el fin de ofrecer un modelo
conceptual de su bioquimica y funcionalidad para esta familia de proteinas
en T. gondii, asi como describir sus ortdlogos en las especies de coccidios N.
caninum, S. neurona, H. hammondi y E. tenella. Por ultimo, se realizé un
tamizaje computacional de alto de desempefio para la busqueda de
moléculas inhibidoras de las proteinas de importancia para T. gondii de la
familia PDI.
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Materiales y métodos

Identificacidon de la familia de proteinas disulfuro isomerasa (PDI)

Se realizaron alineamientos de proteinas en la base de datos ToxoDB
version 32 (Gajria et al., 2008; Aurrecoechea et al., 2017) usando como
molde las proteinas TGME49 211680 y TGME49 312110 de T gondii sobre
el proteoma de la cepa ME49 y se realiz6 una busqueda por texto con la
palabra clave Thioredoxin. Las proteinas obtenidas por estas estrategias
fueron analizadas en los identificadores de dominios SMART, PROSITE y
NCBI CD, con el fin de verificar la presencia de dominios tiorredoxina, y se
predijo la localizacién subcelular con Euk-mPLoc (Chou and Shen, 2008)
Posteriormente se realizd una estrategia anidada de busqueda en la base de
datos, para identificar secuencias asociadas a la localizacién subcelular
como péptido sefial y regiones transmembranales. Asi mismo, se identifico la
localizacion gendmica de cada secuencia, la sintenia y la relacion entre
secuencias de aminoacidos (Dereeper et al., 2008) de estos genes en los
coccidios Neospora caninum, Eimeria tenella, Sarcocytis neurona y
Hammondia hammondi. Por ultimo, se identificaron las secuencias con mayor

porcentaje de identidad en la base de datos PDB.

Obtencién de transcriptomas de la familia PDI

Se usaron en total 6 perfiles de transcriptomas asociados a cada proteina
desde los experimentos: |- Series de tiempo de los transcriptomas de
taquizoito de las cepa ME49, VEG y GT1 (Lorenzi et al., 2016), II-
transcriptomas de los estadios entero epiteliales de gato (Hehl et al., 2015),
Il — transcriptoma de cerebros de raton durante una infeccion aguda y

cronica de T gondii (Pittman, Aliota and Knoll, 2014).
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Analisis de transcriptomas

Se realizaron analisis de componentes principales para identificar los grupos
de transcriptos con mayor variabilidad entre las cepas ME49, VEG y GT1, los
estadios entero-epiteliales de gato y la infeccion a cerebros de raton durante
una infeccion aguda y cronica, utilizando el software Infostat version 12.
Posteriormente en MatLab y R se realizaron mapas de calor y rangos de
expresion en gréficos de cajas para visualizar las diferencias de expresion
entre la familia de proteinas para cada transcriptoma. Finalmente, se
realizaron analisis de varianza para identificar la diferencia entre los perfiles
de expresion de las cepas ME49, VEG y GT1, y se graficaron las series de
tiempo de cada transcriptoma.

Fenotipo de cepas “Knockout” para genes de la familia de proteinas

disulfuro isomerasa

A partir de los datos disponibles en ToxoDB (http://toxodb.org) se obtuvieron

los datos del “screening” de genes esenciales para T. gondii usando CRISPR
en taquizoitos modificados con CASP9. El genoma de estos parasitos
mutados con metodologia CRISP fueron secuenciados con la tecnologia
lllumina. El nimero de guias Unicas de ARN (sgRNA) es equivalente al
namero de parasitos evaluados y se establecié que la pérdida de un gen
reducia el fitness (capacidad de adaptacion de la poblacion parasitaria al
medio ambiente celular) de manera significativa (0 sea que es esencial) a
partir del nimero de parasitos que sobrevivian a tres ciclos liticos en
fibroblastos de prepucio humano (Human Foreskin Fibroblast, HFF)
comparando el nimero de guias de las cepas knockout (mutadas) con la
cepa original o no mutada y asi se obtuvo un puntaje de fenotipo, utilizando

la siguiente formula (Sidik et al., 2016):


http://toxodb.org/
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Puntaje de fitness del fenotipo = sgRNA de la cepa knockout / sgRNA de la

libreria original.

Un puntaje de fenotipo entre -6,89 a -2,96 indicaba que el gen era esencial.

Produccion de proteina recombinante.

A través de anadlisis de transcriptomas se identificO el gen con mas
abundancia de transcriptos y se seleccioné para la produccion de una
proteina recombinante (proteina de codigo TGME49 211680), usando los
cebadores sentido (ATGCGAGCCGGGTTTTC) y antisentido
(CAGTTCTTCACCCTTGTCGTC) para su amplificacion. Posteriormente se
insertd la secuencia en el vector pEXP5-CT/TOPO® (Invitrogen, USA), y se
transformaron las células quimicamente competentes Escherichia coli One
Shot® TOP10 para la replicacion del plasmido. La proteina recombinante se
produjo en E coli BL21 inducidas con 1,4 mM de IPTG durante 2 horas. La
proteina fue purificada con el sistema PROBOND (Invitrogen, USA) y se
realiz6 un cambio de solucién para experimentos posteriores con la columna
de desalinizacion HiTrap de General electric.(Moncada, Arenas, Acosta,

Molina, Hernandez, et al., 2016).

Ensayos de inhibicién

Se realizaron ensayos de invasion a células HeLa y Muller con taquizoitos de
la cepa RH expresando constitutivamente proteina verde fluorescente (Green
flurescent Protein GFP), lo cual permitié la identificacion del porcentaje de
invasion por citometria de flujo al reconocerse células con y sin el parasito.
Se realizaron tratamientos con concentraciones de la proteina recombinante
desde 1 a 4 ug/ml. Ademas, se pre-trataron los taquizoitos con el inhibidor de

PDI Bacitracina (Moncada, Arenas, Acosta, Molina, Hernandez, et al., 2016).
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Ensayos Inmunofluorescencia

Para identificar si la proteina recombinante tenia interaccion con la
membrana celular de células HelLa, se incubd la proteina recombinate con
las células durante 24 horas y posteriormente se realizé la identificacion de la
proteina con un anticuerpo primario anti-His y un anticuerpo secundario
conjugado con GFP (Moncada, Arenas, Acosta, Molina, Hernandez, et al.,
2016).

Cuantificacion relativa de la PDI TGME49_ 211680 por RT-PCR

Para realizar la cuantificacion relativa de la produccion de transcriptos para la
proteina TGME49 211680 se realizé una RT-PCR con ARN de taquizoitos
antes de la infeccién y 2 horas post- infeccion en células HeLa y Muller,
utilizando sondas Tagman con el kit TagMan® gqRT-PCR en el termociclador
en tiempo real Applied Biosystems 7900HT, para la deteccidén de transcriptos
de la PDl y para el gen constitutivo factor de elongacion (Moncada, Arenas,

Acosta, Molina, Hernandez, et al., 2016).

Busqueda de alto rendimiento in silico de nuevos candidatos de
inhibicién de la proteina TGME49_211680.

Se realizé un modelo por homologia con el servidor I-Tasser (Roy, Kucukural
and Zhang, 2010; Yang et al., 2015) utilizando como molde la proteina con
codigo PDB: 3F8U (Dong et al., 2009). Posteriormente se caracterizaron las
regiones funcionales de PDI TGME49 211680 usando las herramientas en
linea NCBI CD, PROSITE, SMART, T-Coffee (Ridgeway and Nw, 2000;
Sigrist et al.,, 2002; Cuche et al., 2013; Letunic and Bork, 2017; Marchler-
bauer et al., 2017) Una vez identificadas las regiones de importancia para la

actividad de la proteina, a través del portal web DrugDiscovery@TACC se
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evalub masivamente la afinidad entre estas y 642.769 moléculas de la
libreria virtual ZINC con propiedades Optimas para ser utilizadas como
medicamentos (Irwin and Shoichet, 2005), ejecutando el software de
acoplamiento molecular AutoDock Vina 1.1.2 (Trott and Olson, 2009) en la
supercomputadora “Lonestar” del centro de computacion avanzada de la

Universidad de Texas.
Resultados

Identificacion de la familia de proteinas disulfuro isomerasa (PDI)

Se identificaron en la base de datos genémica de ToxoDB, 23 proteinas con
dominios tiorredoxina en el proteoma de T gondii ME49, las cuales se
presentan en diferentes arquitecturas que van desde 1 hasta 6 dominios
tiorredoxina, en combinacion con dominios de retencion al reticulo KDEL,
Dnaj y glicosil transferasa. 11 de estas proteinas presentaron péptido sefial y
6 region transmembranal y 6 de ellas presentaron dominios de tipo KDEL dos
(figura 1 y Tabla 1). Todas las proteinas de la familia PDI evidenciaron en su
dominio a los aminoacidos conservados necesarios para la actividad CxxC
(figuras 2, 3). Para las 23 proteinas de la familia se identific6 su posicion
gendmica (Tabla 2) y su sintenia, encontrdndose sintenia en las cepas GT1y

VEG de T gondii y en los coccidios analizados (Tabla 3).
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Figura 1. Representacion esquematica de los dominios y arquitecturas
de las proteinas disulfuro isomerasa de T. gondii. Se muestran los
nameros de acceso en la base de datos ToxoDB version 32. En azul claro se
destacan los dominios activos a y en purpura los dominios inactivos b, en
amarillo el péptido sefal y en azul los dominios transmembranales. Ademas,
se muestran las proteinas con dominios de retencién al reticulo KDEL.



Table 1. Resumen de las regiones funcionales de la familia PDI.

Numero de acceso

alasecuencia en
ToxoDB
TGME49_211680
TGME49_224060
TGME49_218470
TGME49_271760
TGME49_247660
TGME49_204480
TGME49_249270
TGME49_255480
TGME49_312110
TGME49_238040

TGME49_270120
TGME49_266620
TGME49_247350
TGME49_258826
TGME49_293870
TGME49_232410
TGME49_225790
TGME49_225060
TGME49_289180
TGME49_201800
TGME49_209950
TGME49_269950
TGME49_217710

Numero

aminoacidos

471
622
878
853
490
659
547
442
790
1378

244
207
312
1014
106
220
189
416
208
267
424
944
360

Composicién de

dominios

a-b-b’-a’
a-b-b’-a’
a-b-b’-a’
a-b-b’-a’
a-b-b’
a-b-b’
a-a’-b
b-b’-a’
b-a-b

b-a -a-a’-a’-a’

> > » » > > >

a-PUB

a-b-DNAQ

Dnal-a

Sitio activo

CGHC, CGYC
CYWS, CGYC
CYWS, CGHC
CERC, CAHS
CAKC

CRPC
CGHG,CGHC
CGFC

CPPC

CGHC, CGHC
CGHC,CGHC
CGHC,

CGPC

CcQpC

CGHC

CGHC

CGPC

DPKC

HSKC

CPPC

CPAC

CSEC
CPHC
CGNC

Motivo de localizacién a

reticulo endoplasmico

GEEL
LEEL
LEEL

HDEL

RDEL

EKDK
KKKD

KKHL

KDEL

Arginina

conservada

No, Yes
No, Yes
No, Yes
No, No
No

No

No

No

No
Yes, No,
Yes, Yes,
Yes

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No
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Péptido
sefial
predicho
SP
SP
SP
SP

SP

SP

SP

SP
SP
SP
SP



22579041-170
23241041120
28918071106
225060/2-119
312110421125
20180047-109
21771041102
269950/7-104
25548041-103

204480/1-103 i
209950/1-118 5

247660/1-103 A

27176071-67 M

224060/7-95 A

21847041-102 R

258826/1-55 n

266620/1-76 A

293870/1-94 EENEM ]

270120/1-97 DSEED 0

249270/1-103 vBsnD R

247350/1-102 QAST A

2116804798 KNNE I¥- - -« i

238040/1-105 1BKKDM- - - - R

Consznsus
IRIDPMTHYV+ VY LT+ +NFD+FVAES++VT++VF+VLFYAAPWCG+CKRL+PGEFEDAAKKLHNH+KG+KKKGEYVVYFAKYDCDEE+FE
20 . o, ! . 20 L
225790/1-110 RVRALMP -WCSVEYKSCLRK----- - L J#NEELnFirvalﬂsrnuﬂu;
23241041120 SHRAHMP -WLS IDLENPLTE | LKRHFRMMKEYENPT - -¥BYBS- - - -RTEW I

289180/1-106
22506047119
3211041125
20720047-109
21771041102
269950/1-104
255420/1-103
20443047103
20995041-118
24766041-103
271760/1-67
224060/7-95
21847041102
258826/7-55
266620/1-76
293870/1-9¢
2701204197
24927047102
24735041102
211680/1-98
238040/1-105

24

. -suurﬂlﬂulul.»(ix

PALD
DROYPTAS I DS

K

EVFBSMP-WLS LPFDDRARKA | ) PP,
EYFKKMEBFVA IFFADTTRRA ‘ MRS - ccmmmmmmeeeen L

BFvaTM™ -WVALELRNV---I LLRKYKIRS = = = o cemmmmenn

1 ?xinnar.-nnT[rnsv VKT
Pgsnsmvwnxnsvr FLRA

PELELE-- - - - VYKFEEBTPNMASLSKAVE
AEsts----v EQ¥RBKLRANRYFDWL -
: RRHRTHLYHWV -
EMHBHEK - - - - - - - EVTBBRKRAE | LKWL -
RHRA LA« =« = mwmmmmmmammmmmmmm e

HSEHK---WEVIARAV ANRRD - = = = = -
-mlfl_- KAV -=-en- DTVLEANARERVEEMVK

PP.IJICHS— -- JCRIDYREERT AAMVRFLS

s

...... NTYYBBNTAKIEEAIK-
RDAASLIEFAY

------- EYRGERSWEKLKAFA-
------- KYT RTHEAIVE - - -

REARDLLKFV -

M = -
E¥Y+ ASMPGWLS+P++++LRKALKRHFDLAE+Y+VO+GE+++G+VYRIP+T+¥PTLYLFKPGKA+GE+WKPIDY+6GR+AADLYEFY+

Figura 2 Alineamiento multiple de secuencias de dominios tipo a de la

familia PDI de T gondii. En azul claro se muestran aminoacidos hidrofébicos

relacionados con la estabilidad del nucleo de la proteina como la lamina 2

destacada en el recuadro azul, y en el recuadro negro se sefialan los

aminoacidos del centro activo CxxC.
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Figura 3. Aminoacidos consenso en laregiéon del centro activo de la
familia de proteinas PDI. Se realizé un alineamiento multiple de secuencias
de dominios tipo a de la familia PDI de T gondii a partir de las secuencias

presentes en la base de datos gendmica ToxoDB version 32.
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Tabla 2 Ubicacion de la familia PDI por cromosoma en la cepa ME49 de

T gondii.

Chromosome #Genes ToxoDB ID
TGME49_Chrla 1 TGME49 293870
TGME49_Chrlb 1 TGME49 209950
TGME49_Chrll 0 No ID
TGME49_Chrlll 0 No ID
TGME49_ChrlV 1 TGME49 211680
TGME49_ChriIX P TGME49_266620, TGME49_289180
TGME49_ChrV

TGME49_ChrVI 1 TGME49 238040
TGME49_ChrVila p TGME49 204480, TGME49 201800
TGME49_ChrVilb 2 TGME49 258826, TGME49 255480
TGME49_ChrVIll 4 TGME49 232410, TGME49 271760,
TGME49 270120, TGME49 269950
TGME49_ChrX 3 TGME49 225790, TGMEA4S 225060,

TGMEA49 224060

TGME49_ChrXI 1 TGME49 312110
TGME49_ChrXIl 5 TGME49 218470, TGME49 217710,

TGME49_247350, TGME49_247660,
TGME49_249270
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Tabla 3 Arquitectura conservada y sintenia entre los parasitos coccidios
N. caninum, S. neurona, H. hammodi y E. tenella. Cada circulo

representa la sintenia

ACCESSION DOMAIN COMPOSITION  Tg Ne Sn Hm
TGME49_211680 a-b-b-a’ - - . .
TGME49_224060 a-b-b-a o . . .
TGME49_218470 a-b-b'-a’ o . . .
TGME49_271760 a-b-b'-a’ . . . .
TGME49_247660 a-bb’ . . . .
TGME49_204480 DnaJ a-b-b’ o . o .
TGME49_249270 a-a"b o . o -
TGME49_255480 b-b’-a’ o o . .
TGME49_312110 b-a-b - . . o
TGME49_238040 b-a-a-a-a-a’ - a o .
TGME49_270120 a - - o *
TGME49_266620 a o . . .
TGME49_247350 a o . . .
TGME49_258826 a o . . .
TGME49_293870 a o . . .
TGME49_232410 a . - o .
TGME49_225790 a o . . .
TGME49_225060 a-PUB o . . .
TGME49_289180 a o - . .
TGME49_217710 DnaJ-a . . . .

Perfil de expresion de las cepas ME49, VEG, GT1 taquizoitos

El analisis de componentes principales del perfil de expresién de los genes
de la familia PDI de cada una de las cepas arquetipicas (ME49
representativo del linaje clonal Il, VEG representativo del linaje clonal Il y
GT1 representativo del linaje clonal I) muestra un 80% de variabilidad de los
datos en el componente 1 y un 18 % en el componente 2, los que muestra
que la variabilidad en las expresiones de estas proteinas es diferente entre
las tres cepas, lo cual sugiere que los grupos de proteinas de esta familia

estan relacionados con los perfiles de expresion y la magnitud de expresién

Er
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de cada cepa, agrupando a ME49, VEG, GT1 con ocho, seis y seis proteinas

respectivamente y tres sin variabilidad asociada a cepa (Figuras 4, 5y 6).

Ademas también se identificaron las proteinas con mayor expresién en cada
cepa, mostrando doce proteinas sin diferencias de mediana (p> 0,05) y con
diferencias de medianas de mayor expresion para las proteinas
TGME49 270120, TGME49 209950 en la cepa ME49; TGME49 238040,
TGME49 312110, TGME49 269950 en la cepa GTl1 y la proteina
TGME49 225790 en la cepa VEG. También se encontraron diferencias de
expresion para la proteina TGME49 232410 siendo mayor en las cepas

ME49 y VEG en comparacion con la cepa GT1, figura 6.

TGME49 270120

Figura 4. Componentes principales de los perfiles de expresién de la
familia de proteinas disulfuro isomerasa de T gondii desde los
transcriptomas de las cepas GT1, ME49 y VEG durante infeccion a
células HFF. Subrayado se encuentran las cepas y en circulos los grupos de

proteinas con mayor variabilidad por cepa.
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Figura 5 Mapas de calor de expresion de la familia de proteinas
disulfuro isomerasa de T gondii desde los transcriptomas de las cepas
GT1, ME49 y VEG durante infeccion a células HFF. Las proteinas de
mayor expresion son TGME49 211680, 232410 y 293870. Al lado izquierdo
se muestra el perfil completo de la familia PDI y a la derecha el perfil sin las

proteinas de mayor expresion.
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Figura 6 A. Analisis de diferencia de medianas de expresion. En la gréfica 1,2 y 3 son
respectivamente, cepas GT1l, ME49 y VEG. Se establecido si existian diferencias de
significancia estadistica para las medianas de los valores de expresion de los genes de la
familia PDI con la prueba de Kruskall-Wallis. B. Curvas de niveles de expresién de genes
de la familia de PDI de T gondii de las cepas GT1, ME49 y VEG. Se evaluaron los niveles
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de expresion de genes luego de 2, 4, 8, 16, 36 y 44 horas post-infeccién a células HFF. Las
proteinas de mayor expresion fueron TGME49  211680.232410 y 293870.

Expresiéon de genes durante infeccion a células entero epiteliales de
gato (etapa de replicacion sexuada de T. gondii)

El analisis de componentes principales muestra un 60% de variabilidad de
los datos en el componente 1 y un 29% para el componente 2, lo que
muestra que la expresion de los genes de estas proteinas cambia durante el
estadio entero epitelial en el gato. En particular, la Figura 7 muestra que se
expresan tanto en estadio entéricos como estadio taquizoito los genes
TGME49 218470, TGME49_ 255480, TGME49 217710 y TGME49 247660.
Se encontraron como genes exclusivos del estadio sexual las secuencias
TGME49 238040, TGME49 258826 y TGME49 270120. Los genes con
mayor expresion en estadios entero epiteliales de gato y una marcada
reduccién en sus niveles de expresion en el estadio taquizoito, tanto en
cultivo celular como en el modelo murino de infeccion fueron
TGME49_ 201800, TGME49 312110, TGME49_266620 y TGME49 247350
(Figuras 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12 y S4). En el estadio taquizoito se encontraron las
secuencias TGME49 225790, TGME49 209950, TGME49 269950,
TGME49 271760, TGME49_ 224060, TGME49 225060 y particularmente la
secuencia TGME49 225790 llegé a niveles indetectables en los estadios

sexuales.
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Figura 7 Componentes principales de los perfiles de expresion de la
familia de proteinas disulfuro isomerasa de T gondii, transcriptoma de
estadios entero-epiteliales de gato. 3 dias post infeccion en gato
(merozoito). 5 dias post infeccion en gato (estadios sexuales), 7 dias post

infeccion en gato (ooquiste) y taquizoito.
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Figura 8 Mapas de calor de los perfiles de expresion de la familia de
proteinas disulfuro isomerasa de T gondii, transcriptoma de estadios
entero-epiteliales de gato. 3 dias post infeccion en gato (Merozoito). 5 dias
post infeccion en gato (estadios sexuales), 7 dias post infeccion en gato
(Ooquiste) y Taquizoito. Al lado izquierdo el perfil completo de la familia PDI

y a la derecha el perfil sin las proteinas de mayor expresion.
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Figura 9. Series de tiempo (dias 3,5y 7) de los perfiles de expresiéon de

transcriptos de la familia de proteinas disulfuro isomerasa de T. gondii

post infeccidn en gato. Luego de 3 dias post infeccion en gato se encuentra

merozoito, luego de 5 dias post infeccion en gato se presentan los estadios

sexuales (etapa de infeccién a células enteroepiteliales) y luego de 7 dias

post infeccion del gato se encuentra el ooquiste. El nivel de expresion en el

taquizoito se muestra en el punto 9.



35

Perfil de expresion durante las fases de replicacién aguday crénica

El analisis de componentes principales encuentra un 100% de la variabilidad
de los datos para el componente 1. Esto indica que la variabilidad en la
expresion de estas proteinas de esta familia esta relacionada con cada fase
(Figura 10). Se encontraron once proteinas de fase aguda, ocho de fase

crénica y cuatro sin relacion con alguna fase (Figuras 10, 11y 12).

Los resultados conjuntos evidenciaron que en todos los perfiles de
transcriptomas la proteina TGME49 211680 presenta mayor expresion

multiestadio seguida de las proteinas 232410y 293870.

TGME49;70120

TGME4917710

TGME19;01800
TGMEA9;11680 _— TaMEAs11760
— — TGME49,47350

TOMEARS3BT0

TGME49;12110
TGME49;09950
TGMEA4349270
TGME49204480

TGME43;24060
TGME49:69950

000
PC 1(100.0)%)

Figura 10. Componentes principales de los perfiles de expresion de la
familia de proteinas disulfuro isomerasa de T. gondii durante fase aguda
y fase croénica de infeccion en raton. El perfil de expresién de la fase

aguda se obtuvo a los 10 dias post infeccion y el perfil de fase cronica se
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obtuvo luego de 28 dias post infeccidén. Dentro del circulo azul se muestran

las secuencias de fase aguda y en circulo rosado las de fase crénica
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Figura 11. Mapa de calor de los perfiles de expresion en fases aguda y
crénica de infeccién en ratén para la familia de genes de proteinas
disulfuro isomerasa de T. gondii. El perfil de expresion de la fase aguda se
obtuvo a los 10 dias post infeccién y el perfil de fase crénica se obtuvo luego

de 28 dias post infeccion.
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Figura 12. Histograma de los niveles de expresiéon de la familia de

100

0

proteinas disulfuro isomerasa de T. gondii. Se muestra la columna 1 de
estadio crénico y la 2 para el estadio agudo para cada secuencia luego de

infeccion en ratén.

Importancia para el fithess parasitario de la familia de proteinas PDI

Luego de analizar el efecto sobre el fitness parasitario en el modelo de
infeccion a células humanas HFF, se identificaron 15 proteinas con puntajes
entre -0.53 hasta -5.65 y 8 proteinas desde -0.01 hasta 1.98 (Figura 13). De
particular importancia fue que 5 proteinas tuvieron puntaje menor a -4,
indicando que son proteinas esenciales para la supervivencia del parasito,
dentro de ellas la secuencia para la proteina TGME49 211680 fue la que
impacté en mayor medida la sobrevida del taquizoito de la cepa GT1 de T.
gondii, seguido por las proteinas TGME49 209950, TGME49 249270 vy
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TGME49 293870 (Figura 13). Esto hace a la proteina TGME49 211680 un
candidato atractivo para la evaluacion de compuestos inhibidores. Esta
secuencia es aun de mayor interés ya que posee altos niveles de expresion
multiestadio y tiene una prediccién de localizacion subcelular maltiple (Figura
14). Aunado a ello, un analisis de ontogenia para esta clase de proteinas
encuentra que tiene una gran importancia por estar involucrada en mdualtiples

procesos biologicos y moleculares de la fisiologia parasitaria (Figura 15).

TGGT1 225790
TGGT1 289180
TGGT1 266620
TGGT1 247660
TGGT1 232410
TGGT1 247350
TGGT1 218470
TGGT1 269950
TGGT1 217710
TGGT1 238040A
TGGT1 255480
TGGT1 225060
TGGT1 224060
TGGT1 270120
TGGT1 271760
TGGT1 238040B
TGGT1 204480 |-
TGGT1 258826
TGGT1 201800
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TGGT1 293870
TGGT1 249270
TGGT1 209950
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Figura 13. Fenotipo de fitness parasitario de los knockout producidos
para la familia de proteinas disulfuro isomerasa de T. gondii. Un puntaje
de fenotipo (Phenotype) <1 indica reduccién en la capacidad de
supervivencia (ajuste al medio ambiente celular o fitness). La barra vertical
indica la secuencia de PDI afectada por el proceso de invalidacion del gen
(knockout) por el método de CRIS/Cas9.
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Figura 14. Evidencia in silico y experimental de la localizacion
subcelular de la familia de proteinas PDI de T. gondii. Tabla de
localizaciones subcelulares, marcadas con X para predicciones in silico y XX
para evidencia experimental en taquizoito (Kremer et al., 2013). Se muestra
cada proteina como un punto azul en su respectiva localizacion subcelular.
Nu: nlcleo, ER: reticulo endoplasmatico, G: Aparato de Golgi, Ct: citoplasma,
Mi: mitocondria, Ap: apicoplasto, C: conoide, Cm: Membrana celular, Ex:

espacio extracelular.
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Figura 15. Ontologia de gen. Muestra el Log P valor de los términos de
ontologia de gen asociados a la familia de proteinas PDI de T gondii. A-

Proceso biolégico, B- actividad molecular.

Ensayos de invasién e interaccién proteina células hospedadoras

Se obtuvo una proteina recombinante con un peso molecular de 52,8 kDa
(Figura 16), con la cual se realizaron experimentos de invasion a células
Hela, ensayos de interaccion con células HelLa y Miller, donde se observo
un porcentaje de reduccion maximo de un 19% de la invasién con la proteina
y con bacitracina Figura 17, Ademas, se pudo observar que la expresion de
transcriptos para esta proteina es mayor antes de la invasion a células HelLa

figura 18, lo que sugiere que podria estar involucrada en procesos de
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invasion. Ademas los ensayos de inmunofluorecencia sugieren que esta
proteina recombinante puede interactuar con células HeLA y Muller (Figura

19). (Dickerhof et al., 2011; Ramos et al., 2011; Moncada, Arenas, Acosta,
Molina, Hernandez, et al., 2016)

MW rechPDI rechPDI Mw

... 64kDa
SN 49 kDa

37kDa

Figura 16 Electroforesis de poliacrilamida al 12% y western blot. a-
izquierda electroforesis de poliacrilamida pozo 1 marcador de peso

molecular. b- western blot de la proteina purificada recTgPDI (TGME49 _
211680)
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infeccion de 5:1. a- Se muestra el porcentaje de células infectadas por
concentracion de la proteina recombinante exégena. b-Porcentaje de
invasion de celulas muller con dos inhibidores bacitracina y DNTB en

concentraciones de 2,4,6 ug.
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Figura 18 Gréafico de barras de la cuantificacién relativa de los
transcriptos de la proteina TGME49 211680. Tiempo Oh (antes de la

invasion) y Tiempo 2h (2 horas post infeccion).
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Figura 19. Inmunofluorescencia de la proteina recombinante TGME49 _

211680 en células HeLa y Muller. a y b: control de células sin proteina
exégena. ¢ y d: células Hela y Mdller, respectivamente, después de ser
adicionadas con de 4 ug/ml de proteina recombinante. En verde se muestra

la fluorescencia asociada a la proteina recombinante.

Andlisis estructural de la proteina PDI TGME49 211680

Regiones funcionales

TGME49 211680 es una proteina de 471 amino&cidos, cuya estructura
secundaria se compone de 18 a hélices y 13 laminas [, ordenadas

tridimensionalmente en 4 dominios. Estos dominios, denominados a, a’, b, b’,
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se ubican espacialmente en forma de “U retorcida” y conservan un
plegamiento tiorredoxina en el cual cuatro a hélices rodean a tres o cuatro

laminas B de la forma a;B,a,B,as;P3a, O Biay B2 &y B3 s Py Ay,

respectivamente. Posee un péptido sefial de 24 aminoacidos vy

estructuralmente se encuentra ordenada del modo a-b-b’-x-a'-c, donde “x” es
un enlazador de 21 residuos, situado entre los aminoacidos 331 y 352, y “c”
es una extension terminal de 28 aminoacidos que incluye una regién de
retencion al reticulo endoplasmatico, conformada por los aminoacidos GEEL
figura 20. Asi mismo, los dominios a y a representan dominios
cataliticamente activos que contienen el motivo CGHC y CGYC, y se ubican
entre los aminoacidos 29- 131 y 352- 459, respectivamente. Por el contrario,
los dominios b y b’ encontrados entre los aminoacidos 136- 223 y 232- 331,
respectivamente, son dominios cataliticamente inactivos, al carecer del

motivo catalitico CxxC.
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A
1 24 136 223 331 ' 471
a | b | b’ o |
sP CGHC X GEEL
29 131 232 352 459
Active site p Active site
T

PDI Human YAPWCGHCKALA PDI Human YAPWCGHCKALA
PDI Yeast FAPWCGHCKALA PDI Yeast YAPWCGHCKALA
PDI Toxoplasma | YAPWCGHCKRMA PDI Toxoplasma | YAPWCGYCKSFE

Figura 20. Estructura general de PDI TGME49 211680. A. Esquema de las
regiones funcionales de PDI TGME49 211680. En color azul claro se resalta la
region del péptido sefial; en naranja y rojo los dominios cataliticamente activos; los
colores azul y amarillo representan los dominios cataliticamente inactivos y en verde
se muestra una extension C-terminal, la cual posee una region de retencion al
reticulo endoplasméatico GEEL. B. Estructura tridimensional de PDI
TGME49_211680. En esferas de color verde se resaltan los residuos de cisteina
responsables de la actividad redox de la proteina y los colores que diferencian cada

dominio corresponden con los colores descritos en A.

Dominios activos

A través de alineamientos de secuencias entre los dominios activos de la

familia de proteinas disulfuro isomerasa humanas y PDI TGME49 211680,
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se identificaron en los dominios a y a’ de PDI TGME49 211680, aminoacidos
altamente conservados, cuyas funciones ya han sido descritas para

diferentes proteinas humanas (Figura 21).

Ademas, se encontraron residuos aromaticos conservados correspondientes
a dos fenilalaninas en el dominio a, ubicadas en la parte N-terminal de la a-
hélice 1 y al final de la lamina (- 1, en las posiciones 13 y 27,
respectivamente. Estos residuos aromaticos en el domino a’ corresponden a
una fenilalanina encontrada en la parte N-terminal de la a-hélice 1 y una
isoleucina al final de la lamina B- 2, en las posiciones 336 y 351,
respectivamente. También, en los dominios a y a’ se evidencia un triptéfano
ubicado sobre la a-hélice 2, inmediatamente antes del motivo catalitico, en
las posiciones 31 y 355, respectivamente, asi como una alanina encontrada
en la posicion 29 entre la lamina B- 1 y a-hélice 2 en el dominio a, y en la
posicion 353 entre la lamina B- 2 y a-hélice 2 en el dominio a’, y un acido
aspartico localizado en la a-hélice 3 de ambos dominios, en las posiciones 62

y 385, respectivamente.
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Figura 21. Aminoacidos conservados en los dominios activos de PDI TGME49 211680.
A. Estructura secundaria del dominio a de PDI TGME49 211680. B. Estructura
secundaria del dominio a’ de PDI TGME49_211680. C. Estructura terciaria del dominio
a de PDI TGME49 _211680. D. Estructura terciaria del dominio a’ de PDI
TGME49 211680. Los colores empleados para destacar los aminodcidos conservados
corresponden al codigo de colores utilizado por el servidor I-TASSER para agrupar los
aminoacidos segun sus caracteristicas fisicoquimicas
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/color.html).

Los residuos que conforman el sitio catalitico y son esenciales para la
actividad de la proteina, también se encuentran altamente conservados entre
la familia de proteinas PDI. En PDI TGME49 211680 estos aminoacidos

corresponden inicialmente a dos residuos de cisteina ubicados sobre la a-



49

hélice 2 de los dominios a y a’, en las posiciones 32- 35 y 356- 359,
respectivamente. Entre estas cisteinas se localiza un residuo de glicina en la
posicion 33 y una histidina en la posicién 34 en el dominio a, y en el dominio
a’, aun cuando se conserva el residuo de glicina en la posicion 357, en la
posicion 358 hay una variacion de la histidina altamente conservada, por un
residuo de tirosina. Asi mismo, en los dominios a y a permanecen
conservadas dos prolinas. La primera, se halla en la a- hélice 2 en las
posiciones 40 y 364, respectivamente, y la segunda, encontrada en posicion
cis, se ubica al lado opuesto del motivo catalitico en las posiciones 79 y 402,
respectivamente. En esta regidn opuesta al motivo catalitico, también se
evidencia una treonina contigua a la cis- prolina. Mientras en el dominio a de
PDI TGME49 211680 este residuo es conservado y se localiza en la
posicion 80 sobre la lamina B- 3, en el dominio a’ se encuentra una variacion

de la treonina por la serina 403.

Finalmente, se localizdé una region cargada en el interior de los dominios,
compuesta por un acido glutamico y una lisina, ubicados en las posiciones 43
y 60 sobre la a-hélice 2 y lamina B -2 del dominio a, respectivamente, y en
las posiciones 350 y 383 sobre la lamina 3 -2 y lamina B -3 del dominio a’,
respectivamente. A su vez, se encontrd un residuo de arginina altamente

conservado en la posicion 96 para el dominio a y 421 para el dominio a’.

Dominios inactivos

Por medio de alineamientos de secuencias y estructurales entre los dominios
cataliticamente inactivos de PDI TGME49 211680 y proteinas PDIs
humanas, se identificd en la proteina del parasito un bolsillo hidrofébico,
ubicado entre la primera y la tercera a-hélice del dominio b’ Figuras 22,23 y

S5), el cual, aunque es caracteristico de esta familia de proteinas, posee
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aminoéacidos poco conservados que dan lugar a un perfil de hidrofobicidad

diferente en esta region, respecto a las proteinas humanas .

Hydrophobicity

100 PDIA1 PDI TGME49_211680 ERP57
(T. gondlii) (Human)

Figura 22. Comparacion del perfil de hidrofobicidad de los dominios
byb’de PDI TGME49_211680 y las proteinas humanas PDI A1 y ERP
57. En azul se representan las regiones hidrdfilas, en blanco las regiones

neutras y en rojo las regiones hidrofobicas.

Hydrophobicity
3,00
200

1,00

1,00

g

Figura 23 Perfil de hidrofobicidad y potencial electrostatico de
PDI TGME49 211680. En azul se representan las regiones
hidrofilas, en blanco las regiones neutras, en rojo las regiones

hidrofébicas y en un 6évalo amarillo se resalta la region altamente
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Los aminoacidos que conforman el bolsillo hidrofébico de PDI
TGME49 211680 son alanina 208, fenilalanina 211 e isoleucina 215, que
anteceden a la primera lamina 8 del dominio b’ y se diferencian de proteinas
humanas como PDI Al, debido a que esta Ultima, conserva en estas
posiciones espaciales relativas aminoacidos hidrofilos como glutamato 242 y
glutamina 243. Asi mismo, sobre la lamina (- 1 de PDI TGME49 211680 se
encuentran los residuos leucina 219 y 221, y el triptéfano 223, cuyos
anélogos en PDI Al corresponden a residuos hidréfilos como histidina 256,
de hidrofobicidad media como fenilalanina 260 e hidrofobicidad alta como

leucina 258.

Por otra parte, precediendo a la a-hélice 2 del dominio b’ de PDI
TGME49 211680, se localizan la valina 252 y leucina 254, y sobre la hélice
se ubican ademas la fenilalanina 259, alanina 263, alanina 266 y leucina 267.
Aungque estos aminoacidos no son conservados en proteinas humanas, en
PDI Al se conserva en su mayoria el caracter hidrofébico general de esta
hélice. Finalmente la region hidrofébica del dominio b’ de PDI
TGME49 211680 se compone de la valina 276 posicionada sobre la lamina
B- 2 y la fenilalanina 284 y leucina 286, consecutivas a esta lamina B figura
S5. Estos residuos representan una zona de gran variabilidad en potencial
electrostético respecto a PDI Al, ya que esta contiene aminoacidos hidrofilos
como arginina 316, neutros como tirosina 327 y de hidrofobicidad media

como metionina 324.
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Busqueda in silico de alto rendimiento de nuevos candidatos de
inhibicion de la proteina TGME49_ 211680

Por medio de una busqueda computacional de alto rendimiento, se
encontraron seis moléculas con potencial inhibitorio sobre regiones
diferentes respecto a proteinas humanas y consideradas importantes para la
actividad de PDI TGME49 211680, como son el sitio activo del domino a’, el
principal sitio de acoplamiento del sustrato en el dominio b’ y la regién

comprendida entre el dominio b’ y el enlazador x figura 24.

Figura 24. Representacién grafica de las regiones objetivo de
busqueda de inhibidores para PDI TGME49_211680. A. Espacio de
busqueda centrado el dominio b’ correspondiente a las coordenadas X:
84.773 Y: 82.87 Z: 83.694. B. Region comprendida entre el dominio b’
y el enlazador x, con centro en las coordenadas X: 94.825 Y: 87.684 Z:
81.872. C. Espacio de busqueda centrado en el motivo catalitico
CGYC con coordenadas X: 106.037 Y: 60.725 Z: 93.266.

En el centro activo las moléculas ZINC 08610024 y 09642074, no se

presentaron interacciones con aminoacidos del motivo CxxC de las proteinas
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humanas, y su energia de union calculada fue menor en la proteina del

pardasito, con una diferencia de al menos 2 kcal/mol figura 25 Tabla 4.

Las interacciones ligando- proteina establecidas entre la molécula ZINC
08610024 y la proteina TGME49 211680 corresponden a interacciones de
tipo hidrofébico pi- pi, entre el anillo furano del ligando y la tirosina 358, y el
grupo fenil del ligando y la fenilalanina 362. De igual forma, se generan
contactos electroestaticos atractivos entre el acido glutamico 418 y el azufre
del grupo sulfonilo del ligando, y enlaces de hidrégeno con los aminoacidos
glicina 357, fenilalanina 401, arginina 421 y prolina 402; con distancias de
enlaces de 3,14, 3,33, 3,05 y 4,54 A, respectivamente. Finalmente se
evidencian interacciones de van der Waals con los aminoacidos cisteina 356
y serina 400 (Figura 26A).

De igual modo, las interacciones generadas entre el ligando ZINC 09642074
y la proteina PDI TGME49 211680 corresponden a interacciones de tipo
hidrofobico pi- pi, entre el anillo fenilico del ligando y los amino&cidos tirosina
358 vy fenilalanina 362. Adicionalmente, se establecen contactos
electroestaticos atractivos entre el acido glutdmico 418 y el azufre del grupo
sulfonilo del ligando, y enlaces de hidrégeno con los aminoacidos fenilalanina
401, arginina 421 y prolina 402; con distancias de enlaces de 3,32, 3,13 y
4,47 A, respectivamente. Asi mismo, se evidencian interacciones de van der
Waals con los aminoécidos triptéfano 355, cisteina 356, glicina 357 y serina
400 (Figura 26B).



ZINC 08610024
G=-7.7 kcal/mol

ZINC 09642074
AG=-7.9 kcal/mol

Figura 25 Acoplamientos moleculares de ligandos con potencial
inhibitorio sobre el sitio activo CGYC de PDI TGME49 211680. En
color rojo se resaltan los 4tomos de oxigeno, en azul los atomos de
nitrdgeno, blanco atomos de hidrogeno, gris atomos de carbono y amarillo
atomos de azufre
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Figura 26 Diagrama de interacciones intermoleculares entre PDI
TGME49 211680 y ligandos con potencial inhibitorio sobre centro
activo CGYC. A. Interacciones de enlace entre PDI TGME49 211680
y ligando ZINC 08610024. B. Interacciones de enlace entre PDI
TGME49 211680 y ligando ZINC 09642074. En verde eléctrico se
destacan los enlaces de hidrogeno, en rosa las interacciones de tipo
hidrofdbico, en verde pastel las interacciones de Van der Waals
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Tabla 4. Energias de acoplamiento e interacciones establecidas por moléculas con potencial
inhibitorio en el motivo catalitico CGYC de PDI TGME49 211680 y su comparacion con las

PDITGME49_2116880 PDIA1 ERP 57
Codigo Dominio &' Dominio a Dominio a' Dominio a Dominio &'
AG Interaccién AG Interaccién AG Interaccién AG Interaccién AG Interaccién
(kcalmol) | CGYC | (kcallmol) | CGHC | (kcalimol)| CGHC | (kcalimol) | CGHA | (kcalimol) | CGHC
C356
08610024 -7 G357 -5 MNinguna -6 MNinguna 54 Ninguna -7 Ninguna
Y358
C356
09642074 -79 G357 -3 Ninguna 58 H399 51 H59 6,8 Ninguna
Y358

Dominio b’y region comprendida entre dominio b’ y enlazador x

Las busquedas de moléculas inhibidoras sobre el dominio b’ de PDI
TGME49 211680, condujeron a identificar que los ligandos de codigos ZINC
12210072, 15784130 y 33010617, se acoplan en una de las zonas
hidrofébicas de este dominio, con energias de union de -9, -9,1 y -9,7
kcal/mol, respectivamente figura 27. Debido a que las regiones hidrofobicas
del dominio b’ pueden ser esenciales para el acoplamiento del sustrato a la
proteina, los ligandos encontrados podrian ser potenciales competidores por
este sitio de union, gracias al establecimiento de diferentes tipos de
interacciones, que pueden estabilizar energéticamente los complejos

proteina- ligando.



ZINC 12210072
AG= -9 kcal/mol
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ZINC 20564114
AG=-9,7 kcal/mol

Figura 28 Acoplamiento molecular de ligando con potencial inhibitorio
sobre la region comprendida entre el domino b’ y el enlazador x de la
proteina PDI TGME49 211680. En color rojo se resaltan los atomos de

oxigeno, en azul los atomos de nitrdgeno, blanco atomos de hidrogeno y en
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En particular, el ligando 12210072 presenta interacciones hidrofobicas de
tipo pi- pi con la histidina 262, enlaces de hidrégeno energéticamente
significativos con los amino&cidos glutamina 278, arginina 217 y asparagina
265, y diferentes contactos de van der Waals, que favorecen su interaccion
con la proteina PDI TGME49 211680 figura 29A. Asi mismo, los ligandos
ZINC 33010617 y 15784130 establecen enlaces de hidrogeno de fuerza
modera y débil con la serina 314, interacciones hidrofébicas tipo pi- pi con la
fenilalanina 284, interacciones alquilicas con lisina 316 e isoleucina 215 y
contactos de van der Waals con diferentes aminoacidos de este bolsillo
hidrofébico (Figura 29 B-C).
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Figura 29 Diagrama de interacciones intermoleculares entre PDI TGME49 211680 y
ligandos con potencial inhibitorio sobre bolsillo hidrofébico del dominio b’ y regién
comprendida entre el dominio b’ y enlazador x de PDI TGME49_211680. A. Interacciones de
enlace entre dominio b’ de PDI TGME49 211680 y ligando ZINC 12210072. B. Interacciones de
enlace entre dominio b’ de PDI TGME49 211680 y ligando ZINC 15784130. C. Interacciones de
enlace entre dominio b’ de PDI TGME49 211680 y ligando ZINC 33010617. D. Interacciones de
enlace entre regién comprendida entre el dominio b’ y enlazador x de PDI TGME49 211680 y
ligando ZINC 20564114. En verde eléctrico se destacan los enlaces de hidrégeno, en rosa las
interacciones de tipo hidrofébico, en verde pastel las interacciones de van der Waals, en azul
claro los enlaces de haldégeno y en lineas punteadas color naranja, las interacciones

electroestaticas.
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Tabla 5. Energias de acoplamiento de moléculas con potencial inhibitorio sobre sitio de

interaccion del sustrato y regién comprendida entre el dominio b’ y el enlazador x de las

proteinas disulfuro isomerasa PDI TGME49 211680, PDIAl y ERP 57.

PDI
Sitio de PDIAL ERP 57
. Cédigo ZINC | TGME49_211680
acoplamiento
AG (kcal/mol) AG (kcal/mol) | AG (kcal/mol)

Dominio b’ 12210072 -9 -6,8 -6
Dominio b’ 15784130 -9,1 -7 -6,4
Dominio b’ 33010617 -9,7 -7,2 -7,4
Dominio b’-

20564114 -9,7 -7,4 -6,7
enlazador x

En la Tabla 6 se muestran las moléculas candidatas para ser utilizadas como
inhibidoras de PDI TGME49 211680.

Tabla 6. Caracteristicas de venta de moléculas identificadas como potenciales inhibidores
de la proteina PDI TGME49 211680 de Toxoplasma gondii.

Cédigo ZINC | Actividad biolégica | Toxicidad | Vendedores | %Pureza Prjii;;SD
08610024 No especificada No ChemDiv 90 76
09642074 No especificada No ChemDiv 90 76
12210072 No especificada No ChemBridge 85 51
15784130 No especificada No ChemDiv 90 76
33010617 No especificada No ChemDiv 90 76
20564114 No especificada No ChemDiv 90 76

Se encontro que las moléculas identificadas con los codigos ZINC 08610024

y 09642074, se acoplan en el centro activo del dominio a’ de PDI
TGME49 211680. En particular, el ligando ZINC 08610024 interactida con

residuos involucrados directamente en las reacciones de intercambio tiol-
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disulfuro como la cisteina 356, o0 con posibles moduladores de los
potenciales de oxidacion- reduccién del sitio activo como la glicina 357,
donde se establece un enlace de hidrégeno de fuerza moderada, con
distancia de enlace de 3,14 A (Emsley and Bonds, 1968) y el aminoacido
diferente en el sitio activo, tirosina 358, con el que se ejercen interacciones

hidrofobicas tipo pi- pi (Figura 26A).
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Discusién

En este trabajo pudimos identificar la existencia de secuencias en el genoma
de T. gondii que codifican para 23 proteinas con la presencia de al menos un
dominio tiorredoxina, las cuales presentan el dominio caracteristico CxxC o
una secuencia homologa. Estas secuencias son de interés ya que pueden
ser usadas como blanco para inhibidores con mayor afinidad por los centros
activos de estas proteinas. El dominio tiorredoxina de T. gondii en esta
familia de proteinas es esencial para que ellas tengan un correcto
plegamiento y disposicion estructural (Collet and Messens, 2010). Dentro de
la estructura que pudimos encontrar se encontré la prolina ubicada en la
hélice alfa que precede al centro activo, la cual se encuentra conservada en
el dominio a para el 69% de las proteinas analizadas y la cual esta
involucrada en la formacién de una curvatura caracteristica en la hélice alfa

gue precede al dominio catalitico.

Las secuencias de T. gondii muestran arquitecturas conservadas (ver datos
suplementarios S1 y S2). También se identificd que esta familia de proteinas
presentaba sintenia para todas las secuencias identificadas en los coccidios
H. hammondi y N. caninum y en 18 de ellas con secuencias de S. neurona y
E. tenella. El andlisis filogenético muestra que las secuencias mas cercanas
a T. gondii son las pertenecientes a las secuencias de las especies H.
hammondi y N. caninum, seguidas por S. neurona y las mas lejanas, las de
E. tenella (Morrison et al., 2004; Lorenzi et al., 2016).

A partir del analisis in silico, se identificaron en las secuencias de PDI de T.
gondii caracteristicas que sugieren donde puede estar localizadas a nivel
subcelular. En 11 secuencias se encontr6 la presencia de péptido sefial, por

lo cual estas proteinas pueden translocar al reticulo endoplasmico o RE
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(Petersen et al.,, 2011). En seis de ellas se encontraron regiones
transmembranales y en seis se encontraron dominios KDEL de retencién en
RE. En otras dos, se observé un dominio KKxx, lo que sugiere que estas
proteinas pueden estar relacionadas con la formacioén de puentes disulfuro
en el RE y con el transporte retrogrado entre el RE y el aparato de Golgi
(Sevier and Kaiser, 2002; Appenzeller-Herzog and Ellgaard, 2008). Esta
localizacion indica que esta proteina puede participar en varios fenomenos
particularmente importantes para el procesamiento de  proteinas en
eucariotas, como son las reacciones de glicosilacion y la formacion de
puentes disulfuro en proteinas destinadas a la secrecion (Hagiwara et al.,
2011). Esto es un proceso celular clave en el ciclo de vida de T. gondii,
particularmente para la etapa de invasion, donde se reporta que inhibidores
de proteinas PDI y de formacién de enlaces disulfuro reducen el numero de
células invadidas por T. gondii. En N. caninum se obtuvieron hallazgos
similares y las proteinas PDI estuvieron relacionadas con el proceso de
interaccién entre taquizoito y la célula hospedadora (Naguleswaran et al.,

2005; Moncada, Arenas, Acosta, Molina, Hernandez, et al., 2016).

En otros apicomplexos como Plasmodium Falciparum se ha relacionado que
el factor de virulencia AMA-1 requiere la correcta disposicion de puentes
disulfuro en su conformacién estructural activa (Mahajan et al., 2006; Mouray
et al., 2007; Haque, Majumdar and Barik, 2012). Esto indica una relacion con
la actividad 6xido reductora de esta familia de proteinas necesaria para el
plegamiento de proteinas claves para la invasion y el crecimiento celular en
el ciclo de vida del parasito. Existe evidencia adicional aportada por los
tratamientos con inhibidores de proteinas PDI en T. gondii, N. caninum y L.
major (Naguleswaran et al., 2005; Miiller et al., 2008; Ben Khalaf et al., 2012;
Moncada, Arenas, Acosta, Molina, Hernandez, et al., 2016). Todos estos
datos sugieren que las proteinas PDI son un blanco ideal para la busqueda

de nuevas drogas en parasitos coccidios.
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En T. gondii experimentalmente se han descrito 6 proteinas de la familia PDI,
de las cuales se identifico la localizacion subcelular de 3 de ellas y se reporto
evidencia de inmunogenicidad de dos proteinas de la familia PDI. La proteina
tiorredoxina ATrx1, con el codigo de identificacion TGME49 312110, se
encuentra localizada en el apicoplasto y esto sugiere que esta involucrada en
el transporte de proteinas hacia este organelo (DeRocher et al., 2008). Asi
mismo dos proteinas ortologas de la cepa ME49 en GT1, con codigos de
identificacion TGME49_ 225790 y TGME49 232410 fueron localizadas y
relacionadas a complejos proteinicos asociados con los microtabulos

corticales del parasito (Liu et al., 2013).

Ademas dos proteinas de la familia las cuales se describen como altamente
inmunogenicas la primera con codigo de identificacion TGME49 293870 fue
identificada como el mayor receptor de anticuerpos en productos de
secrecion del parasito lo cual sugiere una localizacion extracelular para esta
proteina (Saadatnia et al., 2012; Tommy et al., 2012) y la proteina
TGME49 211680, la cual ha sido la mas estudiada de esta familia, se han
identificado anticuerpos IgA en lagrimas, siendo el dominio tiorredoxina uno
de los blancos para estos anticuerpos (Meek, Back, V. N. a Klaren, et al.,
2002; Meek, Back, V. N. A. Klaren, et al., 2002). También se ha descrito
reactividad cruzada de reconocimiento de anticuerpos en con su ortdélogo en

N. caninum y B. besnoiti (Marcelino et al., 2011; Zhang et al., 2011).

Ademas la proteina de la familia PDI TGME49 211680 se ha propuesto
también como candidato vacunal y se ha descrito reactividad ante esta
misma proteina de anticuerpos en sueros de ratén, conejo y humanos,

mostrando su inmunogenicidad en diferentes especies (Wang et al., 2013)

Funcionalmente esto sugiere que esta proteina en T gondii y su ortdlogo en
N caninum estan relacionadas con la interaccion entre taquizoito y célula
hospedadora (Naguleswaran et al., 2005; Moncada, Arenas, Acosta, Molina,
Hernandez, et al., 2016).
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Perfiles transcriptémicos de la familia de proteinas disulfuro isomerasa

Como es conocido en otros organismos (Han et al., 2014; Zhu et al., 2014,
Porter, Yuen and Christopher, 2015) los perfiles transcriptémicos de la familia
de PDI presentaron un perfil de expresiéon multiestadio y estadio especifico
en algunos casos, sugiriendo que la familia de proteinas PDI presenta picos
de actividad especificos indicando una dependencia espaciotemporal para su
expresion, lo cual es un fenédmeno conocido para los perfiles de expresion de
proteinas en T. gondii con respecto al ciclo de vida y su ciclo celular, con
particularidades que dependen del estadio celular y del hospedador (Gaji et
al., 2012; Behnke et al., 2014; Hehl et al., 2015).

Cuando se analizan los perfiles de transcripcion de algunas proteinas de la
familia PDI agrupadas con respecto a los estadios entero-epiteliales de gato,
se encuentra un perfil de expresion exclusivo para formas sexuales. Estas
mismas proteinas tienen expresiones casi indetectables en los
transcriptomas de taquizoitos de las cepas analizadas y en los estadios
agudo y crénico en ratén, lo que sugiere que las proteinas TGME49 218470,
TGME49_ 255480, TGME49 217710, TGME49 247660 tienen patrones de
expresion restringidos a los estadios entéricos sexuales y no presentan
expresion significativa durante la infeccion a células de hospedadores
intermedios, tales como células humanas y de raton, lo que sugiere que no
tienen una labor esencial durante la invasion a células de hospedadores

intermediarios

Ademas se observé que las proteinas con mayor nivel de expresion de la
familia de proteinas PDI de T gondii y cuyo patron de expresion es
multiestadio, fueron las proteinas de coédigos TGME49 211680, 232410 y
293870 respectivamente, siendo la proteina TGME49 211680 la que
presentaba los mayores niveles de expresion en todos los estadios

estudiados y en 29 cepas de T. gondii (Figura S3 y S4). De esta manera la
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proteina TGME49 211680 se posiciona como un candidato ideal de
intervencion, tal como se ha encontrado para secuencias homologas de otros
parasitos intracelulares tales como N. caninum, Plasmodium falciparum,
Entomoeba hystolitica, T. cruzi, L. amazonensis, L. donovani y L major
(Achour et al., 2002; Rubotham, 2005; Mahajan et al., 2006; Mouray et al.,
2007; Muller et al., 2008; Ramos et al., 2008; Novo et al., 2009; Ben Khalaf et
al., 2011, 2012; Haque, Majumdar and Barik, 2012)

No se escapa a nuestra atencion que aunque la proteina TGME49 211680 o
no tiene patrones de dependencia de expresion con un estadio particular o
con una de las cepas analizadas, si presenta un aumento particular en la
fase cronica de infeccion en el modelo murino, sefialando posibles
asociaciones con el estadio bradizoito, por lo cual seria importante evaluarla
como blanco farmacéutico en manifestaciones crénicas de la enfermedad,
tales como profilaxis en estados de inmunodeficiencia como el cancer y el
SIDA (Khan et al., 2011; Biology et al., 2012; Lee and Lee, 2017; Samanta et
al., 2017; Hettinghouse, Liu and Liu, 2018; Kyani et al., 2018).

Fenotipo de los knockout producidos para la familia de proteinas
disulfuro isomerasa de T. gondii GT1

Para una interpretacion funcional que ayude a identificar un blanco candidato
para inhibicién, se contrastd la evidencia transcriptémica con el fenotipo de
ajuste o fitness parasitario en cepas knockout para cada una de las
secuencias de esta familia y se encontr6 que el knockout de la proteina
TGME49 211680 fue el fenotipo que obtuvo el menor puntaje de capacidad
de ajuste o sobrevida (puntaje -5,65), lo cual indica que esta proteina es
esencial para el taquizoito, por lo tanto se puede concluir que esta proteina

es un candidato claro para la inhibicibn como blanco terapéutico.
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Tampoco se escapa a nuestra atencion que la proteina TGME49 258826 a
pesar de tener niveles de expresion multiestadio casi indetectables, pero
cuyo valor de puntaje de adaptacion o fitness fue de -3.88 sugiriendo que es
importante para el parasito en el estadio taquizoito.

Analisis funcional de la proteina TGME49 211680

Como se sefalé en la seccion precedente, la proteina TGME49 211680
mostro la mayor produccion de transcriptos en todos los estadios analizados
y en las tres cepas analizadas y con mayor expresion en estadios crénicos
que en agudos. El knockout de esta proteina presenta el puntaje de fenotipo
mas bajo de la familia, lo cual sugiere que esta proteina es un blanco
farmacéutico para T. gondii. Ademas se identificO que esta proteina tiene
sintenia en las especies N caninum, E tenella, S neurona y H hammondi, las
cuales son agentes causales diferentes enfermedades en ganado bovino,
produccion avicola y la industria veterinaria (Dubey and Ferguson, 2015;
Mcallister, 2016; Pusterla and Tobin, 2017; Cheng et al., 2018).

En este contexto y dada la conservaciéon de esta secuencia en coccidios
posiciona a la proteina TGME49 211680 como un candidato de inhibicion en
T gondii debido a sus altos niveles de expresion multiestadio y el fenotipo
inducido por su knockout, que sugieren la importancia de esta proteina en
particular, para la cual se presentan ortdlogos en otros parasitos de los
géneros Leismania, Tripanosoma, Plasmodium, para los cuales se han
realizado tamizajes para la blisqueda de inhibidores y la descripcion de esta
como candidato vacunal, ademas de la posible relacion de esta proteina en
la invasion del parasito e interaccion de esta proteina con la célula
hospedadora en T. gondii y N. caninum (Naguleswaran et al.,, 2005;

Moncada, Arenas, Acosta, Molina, Hernandez, et al., 2016).
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Ademas, la transcriptos de la proteina TGME49 211680 presento los
mayores niveles de expresion antes de la invasion en células Hela e
inhibidores conocidos para proteinas PDI, reducen la invasion del taquizoito
a las células humanas (Moncada, Arenas, Acosta, Molina, Hernandez, et al.,
2016). Los ensayos con proteina recombinante recTgTGME49 211680
mostraron que esta involucrada en interaccion con membranas de células
hospedadoras. Lo cual también se ha sugerido para otros patdgenos
(Naguleswaran et al., 2005; Stolf et al., 2011; Moncada, Arenas, Acosta,
Molina, Hernandez, et al., 2016). Un grupo de proteinas que pueden requerir
la accion tiorreductora de las PDI y que puede explicar porqué son
necesarias para la invasion, son las proteinas adhesinas de T. gondii y
coccidios cercanos, las cuales poseen cisteinas en sus sitio de adhesién a la

membrana celular del hospedero (Arenas et al., 2012)

Andlisis estructural y busqueda in silico de alto rendimiento de

moléculas con potencial de inhibicién de la proteina TGME49 211680.

En la busqueda de inhibidores con caracteristicas que favorecieran la
interaccidn espontanea con sitios funcionales de la PDI TGME49 211680 y
sin afectar proteinas humanas de esta misma familia, los alineamientos de
secuencias y estructurales entre PDI TGME49_ 211680 y proteinas disulfuro
isomerasa humanas, permitieron identificar en la proteina del parasito
diferentes regiones y aminoacidos conservados y diferentes respecto a esta

familia de proteinas, importantes para la busqueda de farmacos selectivos.

De esta forma, se identificd en los dominios a y a’ de PDI TGME49 211680
una agrupacién hidrofébica altamente conservada entre la familia de
proteinas disulfuro isomerasa, compuesta de residuos de fenilalanina para el
dominio a y fenilalanina e isoleucina para el dominio a’. Dado que estos
aminoacidos conservan ademas una ubicacion espacial relativa similar a la

encontrada en los dominios activos de proteinas humanas y que se han
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descrito como esenciales para mantener una conformacion adecuada
del dominio tiorredoxina (Collet and Messens, 2010), es posible que en la
proteina del parasito ejerciera esta misma funcion, siendo importantes a nivel

estructural.

Otros aminoacidos de significancia estructural en los dominios activos de
proteinas disulfuro isomerasa humanas, se conservan en identidad y
ubicacion espacial relativa en los dominios a y a’ de PDI TGME 49 211680,
donde podrian compartir esta funcion. Por ejemplo, las prolinas 40 y 364,
podrian ejercer un efecto estabilizante de la estructura tiorredoxina de los
dominios activos de PDI TGME49_211680, y los aminoacidos triptéfano 31y
355, alanina 29 y 353, y acido aspértico 62 y 385, podrian hacer parte de un
cluster estructural implicado en la estabilidad termodinamica de estos
dominios, tal como se ha descrito en proteinas humanas (Collet and
Messens, 2010).

Los residuos que conforman el centro activo y que son esenciales para la
actividad catalitica de las proteinas disulfuro isomerasa, también se
encuentran altamente conservados en PDI TGME49 211680. Estos
aminoacidos corresponden a los residuos de cisteina 32, 35, 356 y 359,
ubicados sobre la alfa hélice 2 de los dominios tiorredoxina a 'y a’ (Figura 21),
donde se llevan a cabo las reacciones de intercambio tiol-disulfuro a través
de ciclos de oxidacion- reduccion (Hatahet et al., 2009). Asi mismo, entre las
cisteinas 32 y 35 del dominio a de PDI TGME49 211680 se localizan los
residuos glicina 33 e histidina 34, los cuales se consideran en otras proteinas
como determinantes del poder reductor y potencial redox del sitio activo
(Gruber et al., 2006; Collet and Messens, 2010) y se encuentran
conservados tanto en identidad como disposicion espacial relativa respecto a
dominios tiorredoxina humanos. En contraparte, aunque el dominio a’
conserva una glicina entre las cisteinas 356 y 359 del sitio activo, en este

dominio se presenta una variacion con respecto a las proteinas humanas con
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el motivo catalitico clasico CGHC, que consiste en la presencia de una

tirosina en la posicion 358 (Figura 20,21).

El significado funcional de esta mutacién esta dado principalmente en que los
aminoacidos ubicados entre las cisteinas del centro catalitico determinan la
actividad de este a través de sus propiedades fisicoquimicas (Collet and
Messens, 2010), de manera que la tendencia hacia la oxidacion o reduccion
puede verse afectada por la presencia de un aminoécido hidrofébico como
tirosina, en vez de uno cargado positivamente como es la histidina altamente

conservada en esta posicion.

Hasta la fecha, el motivo CGYC solo ha sido encontrado en microorganismos
patdgenos como Neospora caninum (Naguleswaran et al., 2005; Miller et
al., 2008), Besnoitia besnoiti (Marcelino et al., 2011) y sus implicaciones se
han visto en una de las proteinas oxidorreductasas de esta Ultima conocida
como DsbC, la cual desplaza su funcion hacia la isomerizacién o reduccion
principalmente (Rietsch and Beckwith, 1998, Rubotham et al., 2005), en
comparacion a las proteinas que contienen el motivo clasico CGHC, que
actian mas como oxidantes de enlaces disulfuro (Rietsch and Beckwith,
1998). Dado que en T. gondii podria presentarse este comportamiento, se
destaca esta zona como una zona diferencial para blanco de inhibicion, que
puede inducir a la selectividad de moléculas inhibidoras hacia PDI

TGME49 211680 respecto a proteinas humanas similares.

En relacion al mantenimiento de la estructura y el potencial redox del centro
catalitico de las proteinas disulfuro isomerasa humanas, también se han visto
involucrados aminoacidos como prolina y treonina, que actian
principalmente en la disminucion del pKa de la cisteina N-terminal del motivo
CxxC (Kozlov et al., 2010). Mientras el dominio a de PDI TGME49 211680
conserva estos aminoacidos tanto en identidad como disposicién espacial
relativa, en las posiciones 79 y 80 respectivamente, el dominio a’ de PDI

TGME49 211680 conserva la prolina en la posicion 402 y presenta una
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mutacion de treonina por serina en la posicion 403. Considerando que la
funcién de la treonina en las proteina humanas es establecer enlace de
hidrogeno entre su grupo hidroxilo y el oxigeno de la cadena principal de la
prolina antecesora (Eklund, Gleason and Holmgren, 1991) y el residuo de
serina encontrado en PDI TGME49 211680 conserva la orientacion de su
grupo hidroxilo hacia esta prolina, y es un residuo propenso a formar puentes
de hidrogeno; este aminoécido podria compartir esta funcion en la proteina

del parésito.

Entre las regiones conservadas entre la familia de proteinas disulfuro
isomerasa humanas y PDI TGME49 211680, se encuentra finalmente una
region cargada en el interior de los dominios activos, compuesta por un acido
glutdmico y una lisina, ubicados en las posiciones 43 y 60 del dominio a y
350 y 383 del dominio a’; los cuales podrian participar en la transferencia de
protones durante la liberacion del sustrato, como se ha descrito en proteinas
humanas con dominio tiorredoxina (Kozlov et al., 2010). En adicion, ambos
dominios activos de PDI TGME49 211680 conservan un residuo de arginina
en las posiciones 96 y 421, que podria modular del pKa de las cisteinas
cataliticas por su colocacion en el sitio activo, a través el movimiento de su
cadena lateral, dando lugar a la formacién del tiolato necesario para el inicio

de las reacciones de reduccion (Kozlov et al., 2010).

Aungue los aminoacidos con funcién conocida en las proteinas disulfuro
isomerasa humanas son altamente conservados en PDI TGME49 211680,
es de destacar que las mutaciones encontradas en la proteina del parasito se
localizan en su dominio a’, lo que hace a este dominio promisorio para la

busqueda de farmacos selectivos.(Cole et al., 2018).

Es importante resaltar que, si PDI TGME49 211680 puede desplazar sus
funciones hacia la reduccién debido a la presencia del motivo catalitico
CGYC, como ocurre en la proteina DsbC de E. coli (Rubotham et al.,
2005)(Rietsch and Beckwith, 1998), y estos cambios conformacionales
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pueden tener efecto directamente sobre la actividad reductasa de las
proteinas disulfuro isomerasa, este dominio seria un blanco ideal para el
desarrollo selectivo de moléculas inhibidoras y que las moléculas acopladas
en regiones que estan involucradas en la flexibilidad de la proteina PDI
TGME49 211680, podrian ser inhibidores promisorios de esta proteina (Lin
et al., 2015; Freedman et al., 2017).

Por otra parte, los alineamientos estructurales y de secuencias entre PDI
TGME49 211680 y proteinas disulfuro isomerasa humanas permitieron
identificar, ademas, en los dominios inactivos de PDI TGME49 21168,
regiones con posible importancia para la actividad de esta proteina. Asi y
acorde a lo reportado en diferentes PDI, TGME49 211680 muestra en la
superficie de su dominio b’ una zona hidrofébica, conformada por
aminoacidos poco conservados, que puede ser esencial para la unién del
sustrato, al permitir el acoplamiento de proteinas desplegadas o parcialmente
plegadas con residuos hidrofébicos expuestos (Tian et al., 2006) (Figura
23,24 Sb).

Dado que el dominio b’ presenta gran variabilidad a lo largo de la familia de
proteinas disulfuro isomerasa, se ha reportado que la especificidad por el
sustrato es controlada por el perfil hidrofébico de esta region, el cual es
determinante para la actividad de estas proteinas (Nguyen et al., 2008). En
efecto, la comparacion entre los dominios b’ de PDI TGME49 211680 vy las
proteinas humanas PDI Al y ERP 57 evidencia diferentes perfiles de
hidrofobicidad entre estas proteinas, sugiriendo el reconocimiento de

diferentes sustratos para cada una de ellas.

Ademas de la importancia de los dominios a’ y b’ sobre la actividad de las
proteinas disulfuro isomerasa, estudios de mutagénesis y dinamica molecular
han demostrado que el enlazador x participa en la actividad catalitica de este
tipo de enzimas, promoviendo cambios conformacionales particulares,

fundamentales en el reconocimiento del sustrato y/o su liberacion durante el
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ciclo catalitico (Yang et al., 2014; Freedman et al., 2017). En consecuencia,
en PDI Al se ha evidenciado que la formacion de puentes salinos entre los
aminoécidos K308 - E359 y K326 - E431, induce a una configuracion
estructural con efectos significativos sobre su actividad reductasa (Yang et
al., 2014). De manera similar, en PDI TGME49 211680 se han encontrado
aminoacidos cuya disposicion espacial y caracteristicas fisicoquimicas
permitirian ejercer este tipo de interacciones, como la lisina 316 del
enlazador x que podria formar un puente salino con el acido glutamico 264
del dominio b’ o un enlace de hidrégeno con la asparagina 265 de este
dominio, y tres aminoacidos cargados positivamente, correspondientes a
K280, K281 y R283 del dominio b’, que podrian formar puentes salinos con
los acidos glutamicos 394 y 395 del dominio a’, para promover los cambios

conformaciones necesarios para la actividad de la proteina.

En consecuencia, la significancia energética de este tipo interacciones
contribuye a la estabilizacién del complejo proteina-ligando, con lo cual se
podria dar lugar a cambios en los potenciales redox del sitio activo o
impedimento a la desprotonacion de la cisteina 356, que finalmente podria
traducirse en incapacidad de la proteina para catalizar reacciones de

oxidacion- reduccion (Collet and Messens, 2010).

En adicion, otras interacciones importantes se establecen entre el ligando
ZINC 08610024 y la proteina PDI TGME49_ 211680, correspondientes a un
enlace de hidrégeno de fuerza moderada con la arginina 421 y un contacto
electrostatico con la prolina 402 (Figura 26A). Dado que estos aminoacidos
podrian modular el pKa de la cisteina N-terminal del motivo catalitico,
principalmente por el movimiento de la cadena lateral del residuo de arginina;
un enlace de hidrégeno con este aminoacido podria conferirle rigidez e

imposibilitar su movimiento, impidiendo el cambio de pKa necesario para
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iniciar las reacciones de intercambio tiol-disulfuro(Collet and Messens, 2010;
Depuydt, Messens and Collet, 2011; Lin et al., 2015; Freedman et al., 2017).

De forma analoga, el ligando ZINC 09642074 interactia con el centro
catalitico del dominio a’ de PDI TGME49 211680 a través de contactos de
Van der Waals con la cisteina 356 y glicina 357 e interacciones hidrofébicas
tipo pi-pi con la tirosina 358. Asi mismo, se establece un enlace de hidrégeno
de fuerza moderada con la arginina 421 y contactos electrostaticos con la
prolina 402 (Figura 26B). Adicional a las interacciones reportadas para el
ligando ZINC 08610024, el ligando ZINC 09642074 tiene contactos de Van
der Waals con el triptofano 355, el cual podria estar implicado en la
estabilidad termodindmica del dominio tiorredoxina de PDI TGME49_211680.

El acoplamiento de estos ligandos a las proteinas humanas PDIAl y ERP57
como evaluacién de su selectividad, permiti6 evidenciar que, aunque el
ligando ZINC 08610024 se acopla en los dominios a y a’ de las proteinas
humanas con energias de union cercanas a la obtenida en la proteina del
pardsito, esta molécula no establece ningun tipo de interaccion con los
aminodcidos del sitio activo de estas proteinas figura S6 y 21. Por
consiguiente, el ligando ZINC 08610024 podria no tener efectos directamente
sobre la ejecucién de las reacciones redox catalizadas por las proteinas
PDIAl y ERP57, y es por lo tanto un candidato potencial para ensayos de
inhibicion experimental de PDI TGME49_211680.

Por otra parte, aunque el ligando ZINC 09642074 no interactlia con el centro
catalitico del dominio a de PDIA1, ni el centro catalitico del domino a’ de
ERP57; este evidencia interacciones con aminoacidos determinantes del
poder reductor y potencial redox de los demas sitios activos de estas
proteinas (Collet and Messens, 2010)(Gruber et al., 2006). De esta forma, la
molécula ZINC 09642074 establece un enlace de hidrégeno con la glicina
398 del dominio a’ de PDIA1, e interacciones electrostaticas tipo pi-cation
con la histidina 59 del dominio a de ERP57 (Figura S6,21,25 y 26). No
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obstante, debido a que las energias de unidén con estos dominios humanos
son mayores a la energia de union con PDI TGME49 211680, la interaccion
con la proteina del parasito estaria energéticamente mas favorecida, y podria
presentarse selectividad hacia esta. Ademas de los contactos establecidas
dentro del bolsillo hidrofébico del dominio b’ de PDI TGME49 211680, los
ligandos ZINC 12210072, 15784130 y 33010617 interactian con
aminoécidos que podrian ser importantes para la flexibilidad de esta
proteina. Asi, el posible enlace de hidrégeno entre la lisina 316 y la
asparagina 265, requerido para un cambio conformacional durante la
actividad de PDI TGME49 211680, puede ser impedido o desestabilizado
por el enlace de hidrégeno establecido entre la molécula ZINC 12210072 y la
asparagina 265 y el contacto de Van der Waals entre este ligando y la lisina
316. En adicion, el ligando ZINC 12210072 podria restringir la flexibilidad del
enlazador x, debido a las interacciones efectuadas con aminoacidos de esta
region, como serina 314, arginina 313 y leucina 315, e impedir el
acercamiento entre K280, K281 y R283 y los &cidos glutamicos 394 y 395,
necesario para la formacién de puentes salinos durante los cambios de

configuracion espacial que requiera la proteina.

Un efecto de restriccion de los cambios conformacionales de PDI
TGME49 211680 por impedimento en la formacion de enlace de hidrégeno
entre lisina 316 y asparagina 265, también podria ser logrado por los
ligandos ZINC 33010617 y 15784130, los cuales interactian con estos
aminoacidos a través de interacciones alquilicas y contactos de Van der
Waals, respectivamente. Asi mismo, estas moléculas podrian limitar la
flexibilidad del enlazador x, principalmente por la formacién de enlaces de
hidrégeno energéticamente significativos con la serina 314 e interacciones

débiles con diferentes aminoacidos de esta region.

La busqueda de inhibidores dirigida hacia la regiébn comprendida entre el

dominio b’ y el enlazador x, permitié identificar que la molécula de cddigo
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ZINC 20564114 interactia con esta region, con una energia de -9,7 kcal/mol
figura 28. Como resultado de este acoplamiento, planteamos que la PDI
TGME49 211680 podria tener una flexibilidad restringida, debido
posiblemente al bloqueo de las interacciones entre los aminoacidos que
pueden formar puentes salinos y de hidrégeno para promover cambios
conformacionales en la proteina. En efecto, el ligando ZINC 20564114 se
ubica entre la triada de aminoacidos cargados positivamente (K280, K281 y
R283) y los &cidos glutdmicos 394 y 395, impidiendo el contacto entre estos.
Este acoplamiento se ve favorecido principalmente por el establecimiento de
interacciones alquilicas con arginina 283, lisina 316 y serina 314 e
interacciones de tipo pi- anion con el acido glutamico 394 y pi- catidn con
arginina 313 (Figura 29 D).

El acoplamiento de los ligandos ZINC 12210072, 15784130, 33010617 y
20564114 a las proteinas humanas PDIA1 y ERP57 como evaluacion de su
selectividad, permitié evidenciar que, aunque la mayoria de estas moléculas
interactian con regiones analogas a las evaluadas en la proteina del
pardsito, las energias de estos acoplamientos son mayores que la energia de
acoplamiento en PDI TGME49 211680. Estos resultados sugieren que el
acoplamiento de los ligandos ZINC 12210072, 15784130, 33010617 y
20564114 con PDI TGME49 211680 es energéticamente mas favorecido en
comparacion a las proteinas humanas, posiblemente por la interaccién con
un numero mayor de aminoacidos que pueden estabilizar el complejo
proteina- ligando figura 27, 28 y 29). En adicion, estos ligandos parecen
tener afinidad por regiones de potencial electrostatico hidrofébico- hidrofilo, el
cual es una de las caracteristicas diferenciales entre el dominio b’ de PDI
TGME49 211680, respecto a las proteinas humanas, que, sumado a
menores energias de acoplamiento en el parasito, podria generar

selectividad de estas moléculas hacia esta proteina.
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En este acercamiento computacional se analizaron las caracteristicas
estructurales de la proteina PDI TGME49 211680, que pudieran dirigir una
bldsqueda restringida a las caracteristicas estructurales diferenciales de esta
con respecto a las proteinas PDI humanas con mas identidades. Se
encontraron diferencias en el centro activo del dominio a’ y los perfiles de
hidrofobicidad de la superficie de los dominios b y b’ con respecto a las
proteinas humanas analizadas y se identificaron seis moléculas que podrian
inducir a conformaciones estructurales que restringen la flexibilidad de la
proteina y la actividad redox, de la proteina TGME49 211680. Todos los
ligandos encontrados por medio de este acercamiento computacional se han
reportado como no toxicos y actualmente se encuentran disponibles para la
venta, por lo cual representan candidatos muy atractivos para realizar
ensayos de inhibicién de la proteina PDI TGME49 211680 de T. gondii.

También es de destacar que inhibidores de esta proteina podrian ser
candidatos para intervenciones en diferentes patologias como enfermedad
trombdtica, SIDA, cancer y en infecciones como las causadas por los virus
influenza A y B, ya que se conoce la relacién entre la progresion de estas
enfermedades con la actividad y expresion de las proteinas PDI ademas de
que en casos de periodos de reactivacion de T. gondii en inmunodeficiencias
como sida y cancer inhibidores para las proteinas PDI podrian ser una
alternativa (Gowthaman, Jayakanthan and Sundar, 2008; Khan et al., 2011,
Biology et al., 2012; Bekendam and Flaumenhaft, 2016; Flaumenhaft, Furie
and Zwicker, 2016; Bechtel, Weerapana and Hill, 2017; Samanta et al., 2017,
Cole et al., 2018; Hettinghouse, Liu and Liu, 2018; Kim and Chang, 2018;
Kyani et al., 2018).



77

Conclusiones

En este trabajo se identificaron 23 proteinas PDI en T. gondii, en las cuales
se pudo describir que son una familia de proteinas de expresion multiestadio,
con multiples localizaciones subcelulares y, dentro de ellas, 15 proteinas
mostraron ser esenciales para la sobrevida del taquizoito. Esto demuestra
que esta familia de proteinas tiene un papel importante en el ciclo de vida de
T gondii.

Nuestro analisis de prediccidén bioinformatico demostré que estas proteinas
tienen caracteristicas estructurales relacionadas con el plegamiento
adecuado de proteinas, permitiendo la disposicion correcta de puentes
disulfuro, el cual es un paso esencial para el funcionamiento de mudltiples

rutas de sefalizacion intracelular para parasitos protozoarios.

El conjunto de datos de transcriptomica, del uso de inhibidores especifico de
actividad tiorredoxina y la localizacién por inmunofluorescencia, asi como la
informacion obtenida por modelamiento estructural, muestran que la proteina
PDI TGME49 211680 de T. gondii es un candidato para intervenciones con

inhibidores especificos con bajo reconocimiento para proteinas humanas.

Nuestros resultados abren un panorama de amplio espectro para el estudio
de esta familia de proteinas, que van desde su ontologia de gen, su
evaluacion como blanco de candidatos vacunales o de compuestos
inhibidores con fines terapéuticos para T. gondii y otros coccidios de

importancia para la salud humana y animal.
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Figura Sla. Representacion esquematica de los dominios y arquitecturas de las

proteinas disulfuro isomerasa de Hammondia hammondi. Se muestran los numeros de

acceso en la base de datos. En cian se destacan los dominios activos a y en purpura los

dominios inactivos b, en amarillo el péptido sefial y en azul los dominios transmembranales.

Ademas, se muestran las proteinas con dominios de retencion al reticulo KDEL.
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Figura Slb. Representaciéon esquematica de los dominios y arquitecturas de las

proteinas disulfuro isomerasa de Sarcocystis neurona. Se muestran los nimeros de

acceso en la base de datos. En cian se destacan los dominios activos a y en purpura los

dominios inactivos b, en amarillo el péptido sefial y en azul los dominios transmembranales.

Ademas, se muestran las proteinas con dominios de retencion al reticulo KDEL.
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Figura Slc. Representacion esquemética de los dominios y arquitecturas de las

proteinas disulfuro isomerasa de Eimeria tenella. Se muestran los nimeros de acceso en

la base de datos. En cian se destacan los dominios activos a y en purpura los dominios

inactivos b, en amarillo el péptido sefial y en azul los dominios transmembranales. Ademas,

se muestran las proteinas con dominios de retencion al reticulo KDEL.
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Figura S1d. Representacién esquematica de los dominios y arquitecturas de las

proteinas disulfuro isomerasa de Neospora caninum. Se muestran los nuimeros de

acceso en la base de datos. En cian se destacan los dominios activos a y en purpura los

dominios inactivos b, en amarillo el péptido sefial y en azul los dominios transmembranales.

Ademas, se muestran las proteinas con dominios de retencion al reticulo KDEL.
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Figura S2a. Arbol filogenético de la familia de proteinas disulfuro isomerasa de los
parasitos coccidios T. gondii, N. caninum H. hammondi, S. neurona and E. tenella.

muestra las agrupaciones de las proteinas PDI segun su especie y codigo de EUPATHDB
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and E. tenella.: los grupos formados por las proteinas de los coccidios analizados y las

arquitecturas de dominios entre las agrupaciones
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Figura S3 Grafico de barras para la expresién de la familia de proteinas PDI de T
gondii. A- muestra la expresién de cada proteina identificada para la cepa GT1, B- muestra
la expresion de cada proteina identificada para la cepa ME49, C- muestra la expresion de
cada proteina identificada para la cepa VEG. En el eje X los cédigos de identificacion de la

proteina y en el eje Y FPKM.
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Figura S4. Mapas de calor de expresién de la familia de proteinas disulfuro isomerasa

de T. gondii desde los transcriptomas de 26 cepas durante infeccién a células
macrofagos de medula osea murina. Mostrando como las proteinas de mayor expresion a
TGME49_ 293870, 211680 y 232410.
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Figura S5. Comparacién entre bolsillos hidrofébicos del dominio b’ de PDIA1 y PDI
TGME49 211680. A. Bolsillo hidrofébico del dominio b’ de la proteina disulfuro isomerasa
humana PDIA1. B. Bolsillo hidrofébico del dominio b’ de PDI TGME49 211680. En rojo se
destacan los aminoacidos altamente hidrofébicos que componen cada uno de los bolsillos de

las proteinas.
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Figura S6. Alineamiento multiple de los dominios activos de proteinas disulfuro isomerasa
humanas y PDI TGME49_211680. En recuadros de color rojo se destacan los dominios activos
de la proteina PDI TGME49_ 211680 y los aminoacidos conservados con funciones descritas en

la familia PDI humana son resaltados de acuerdo con el cédigo de colores Clustal X.
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