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RESUMEN

Transporte y funciones de la prolina en Trypanosoma cruzi: su potencial
como blanco terapéutico

La prolina tiene especial relevancia para el parasito Trypanosoma cruzi, agente
causal de la enfermedad de Chagas. Este aminoacido puede ser utilizado como fuente
de carbono y energia alternativa a la glucosa, participa en mecanismos de resistencia a
distintos estreses, y es necesario durante la invasion celular de tripomastigotes
metaciclicos y para progresar en el ciclo de vida dentro de las células de mamifero.

En este trabajo se identifico el gen TcAAAPO69 de T. cruzi como una permeasa
de prolina, primero por complementacion en levaduras y luego por sobre-expresion en
epimastigotes (parasitos Tc069). Si bien la permeasa demostrd ser mono-especifica el
estereoisomero D-prolina fue capaz de inhibir significativamente la incorporacion de L-
prolina, sugiriendo la presencia de procesos de transporte de D-aminoacidos en el
parasito.

Mediante un andlisis bioinformatico se identificd el gen TcAAAP733 como otra
posible permeasa de prolina. Su expresion heterdloga en levaduras deficientes para el
transportador de prolina demostrd que si bien no es una permeasa de este aminodcido,
codifica una permeasa funcional ya que se observaron diferencias significativas respecto
al control cuando se evalud el transporte de una mezcla de aminodcidos.

La sobre-expresiéon del transportador causé un aumento, no sélo en la
concentracion intracelular de prolina, sino también en los niveles de ATP. Al enfrentar
estos parasitos ante situaciones de estrés oxidativo, nitrosativo o con las drogas
tripanocidas actualmente disponibles, nifurtimox y benznidazol, se evidencié que la
prolina participa en los mecanismos de respuesta a estas condiciones ya que los
parasitos Tc069 fueron significativamente mas resistentes en todos los casos.

El estudio del transporte de prolina durante el progreso del cultivo, como
situacion que emula las distintas condiciones nutricionales de los parasitos en su ciclo
de vida, demostro que la permeasa TcCAAAPO69 estd regulada tanto en su actividad y
expresidon como en su localizacién subcelular, y esto produce ademas variaciones en la
concentracion intracelular de prolina. La maxima actividad y expresion del

transportador TcAAAPO69 se observé al inicio de la fase exponencial, coincidiendo con



la localizacién de la permeasa a lo largo de la membrana plasmatica ademas de su
presencia en el bolsillo flagelar, siendo esta ultima localizacion una caracteristica comun
a todos los miembros de la familia TCAAAP caracterizados hasta el momento. A medida
gue el cultivo progreso, la expresion y la actividad del transportador disminuyeron
gradualmente hasta alcanzar niveles indetectables en la fase estacionaria. Estas
disminuciones fueron acompafiadas por la pérdida de la localizacién subcelular en la
membrana y finalmente por la desaparicion de la proteina, incluso en el bolsillo flagelar.
Se observd ademas que el transporte de prolina no es regulado por la disponibilidad de
sustrato. Por ultimo, los estudios realizados modificando el medio o alterando
artificialmente la densidad celular del cultivo sugieren que los cambios observados para
la permeasa de prolina TCAAAPO69 estarian relacionados directamente con un factor
densidad-dependiente de naturaleza aun desconocida.

Teniendo en cuenta la importancia biolégica de la prolina en el parasito T. cruzi
y nuestros avances en el conocimiento de su transporte, se utilizaron analogos sintéticos
del aminodacido a fin de estudiar su efecto sobre la actividad de la permeasa TcAAAP069.
De los cuatro analogos evaluados, sélo los compuestos denominados ITP-1B e ITP-1G
inhibieron el transporte de prolina y también de otros aminoacidos y/o poliaminas pero
no de otros metabolitos. Sin embargo, Unicamente con el analogo ITP-1G la capacidad
de inhibir el transporte estuvo vinculada con una accién tripanocida. El estudio con los
analogos de prolina permitié confirmar que la familia de transportadores de
aminoacidos y derivados TcCAAAP es un blanco terapéutico multiple y prometedor para

el desarrollo de nuevos tratamientos contra la enfermedad de Chagas.



SUMMARY

Transport and functions of proline in Trypanosoma cruzi: its potential as

therapeutic target

The amino acid proline has special relevance for the parasite Trypanosoma cruzi,
the etiological agent of Chagas disease. This amino acid can be used as an energy and
carbon source alternative to glucose, it participates in different stress resistance
mechanisms, and it is also essential during the cell invasion of metacyclic
trypomastigotes and for the life cycle progression inside the mammalian cells.

In this work the TCAAAPO69 gene of T. cruzi was identified as a proline permease,
first through yeast complementation and then by overexpression in epimastigotes
(Tc069 parasites). Although the transporter TCAAAP069 proved to be mono-specific, the
stereoisomer D-proline was able to significantly inhibit L-proline uptake, suggesting the
existence of D-amino acid transport processes in the parasite.

Using an in silico approach, the TcAAAP733 gene was identified as another
putative proline permease. Its heterologous expression in defective yeasts for the
proline transporter showed that despite it is not a permease of this amino acid, it
encodes a functional permease since significant differences when compared to controls
were observed when the uptake of an amino acid mixture was assessed.

The TcAAAPO69 permease overexpression caused an augment not only on
proline intracellular concentration but also on ATP levels. When the parasites were
challenged against oxidative and nitrosative stress situations, or when were treated with
the trypanocidal drugs currently used, nifurtimox and benznidazole, it was evidenced
that proline itself participates on the response mechanisms to these conditions since
Tc069 parasites were significantly more resistant than control parasites in all the assays.

The study of proline transport throughout the culture progress, as an emulating
situation of the different nutritional conditions along the parasites life cycle, proved that
the permease TcAAAPO69 is regulated both in its activity and expression as in its
subcellular localization and this produces variations on proline intracellular

concentration too. The maximal activity and expression of TCAAAP0O69 transporter was



observed at the beginning of the exponential growth phase, together with the
localization along the plasmatic membrane besides its presence in the flagellar pocket,
being the latter location a common feature to all the members of the TCAAAP family so
far characterized. As the culture proceeded, expression and activity of the transporter
gradually diminished until undetectable levels were reached on the stationary phase.
These decreases were accompanied by the loss of the plasma membrane subcellular
localization and finally by the disappearance of the protein, even in the flagellar pocket.
In addition, the proline transport was not regulated by substrate availability. Finally, the
assays involving medium modification or artificially altered cellular density suggest that
the observed changes for the proline permease would be directly influenced by an
unknown density-dependent factor.

Taking together the biological relevance of proline for the parasite T. cruzi and
our advances on the knowledge of its transport, synthetic analogues of this amino acid
were evaluated in order to study their effect on the permease TcCAAAPO69 activity. Of
the four analogues tested, only the compounds named ITP-1B and ITP-1G significantly
inhibited the proline transport and also of other amino acid and/or polyamines, but not
the uptake of other metabolites. However, exclusively with the analogue ITP-1G the
ability to inhibit the transport was linked with a trypanocidal action. The study with the
proline analogues confirmed the amino acid and derivatives transporter family TCAAAP
as a multiple and promising therapeutic target for the development of new treatments

against Chagas disease.
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Abreviaturas

aa aminoacido

AAAP amino acid/auxin permease (permeasa de aminodcidos/auxinas)
ADN 4cido desoxirribonucleico

ADP adenosin difosfato

AK arginina quinasa

ARN 4cido ribonucleico

ARNm ARN mensajero

ARNr ARN ribosomal

ARNsn ARN pequefio nuclear (small nuclear)

ARNt ARN de transferencia

ATP adenosin trifosfato

BHI infusion de cerebro-corazén

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BSA seroalbimina bovina

CDC Centers for Disease Control and Prevention (Centros de Prevencion y Control de
Enfermedades)

DAPI 4°,6-diamidino-2-fenilindol

DIC differential interference contrast (contraste diferencial de interferencia)
DMSO dimetil-sulféxido

DTU discrete typing unit (unidad discreta de tipificacion)

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay (ensayo por inmunoadsorcién ligado a
enzimas)

GAPDH gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (también llamada GPD)
GDH glutamato deshidrogenasa

GFP green fluorescent protein (proteina verde fluorescente)

IFl inmunofluorescencia indirecta

IPTG isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido

IR intergenic region (region intergénica)

LB medio Luria-Bertani

ORF open reading frame (marco abierto de lectura)

PSCDH A'-pirrolin-5-carboxilato-deshidrogenasa

PAHO Pan American Health Organization (Organizacidn Panamericana de la Salud)
PCR polimerase chain reaction (reaccidon en cadena de la polimerasa)

PEG polietilenglicol

PGC polycistronic gene cluster

PRAC prolina racemasa

ProDH prolina deshidrogenasa

PTU polycistronic transcription unit (unidad de transcripcion policistrdonica)
PVDF polyvinylidene difluoride (membrana de di-fluoruro de polivinilideno)
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ROS reactive oxygen species (especies reactivas del oxigeno)

SL spliced leader (mini-exdn)

SDS dodecil sulfato sédico

SFB suero fetal bovino

TDR Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases (Programa
Especial para la Investigacion y Entrenamiento en Enfermedades Tropicales)
UTR untranslated region (regién no traducible)

WB Western-Blot

WHO World Health Organization (Organizacién Mundial de la Salud)

WT wild type (genotipo silvestre)

X-Gal 5- bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactpirandsido
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Enfermedad de Chagas

Generalidades.

La enfermedad de Chagas, denominada asi en reconocimiento a su descubridor Carlos
Chagas, es una enfermedad parasitaria ampliamente distribuida en América causada por
el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. También llamada tripanosomiasis
americana, es considerada una enfermedad endémica que prevalece mayoritariamente
en las regiones rurales mas pobres, en donde las condiciones de vida precarias facilitan
la transmisidn del parasito (Barrett et al. 2003). Este parasito normalmente se transmite
al ser humano y a otros mamiferos a través de insectos hemipteros que se alimentan de
sangre (hematofagos), conocidos en la mayor parte de Argentina como “vinchucas” o
“chinches” (Canale et al. 2009).

La enfermedad de Chagas se encuentra principalmente en América Latina, pero en las
ultimas décadas se ha observado con mayor frecuencia en los Estados Unidos de
América, Canadd, muchos paises europeos y algunos del Pacifico Occidental (Figura 1)

(World Health Organization 2015).

Distribucion global de casos de enfermedad de Chagas
Basada en datos oficiales, 2006-2010
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Figura 1. Poblacién global estimada infectada con Trypanosoma cruzi (Perez et al. 2015).
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En nuestro pais se estima la existencia de cerca dos millones de personas infectadas,
600.000 de ellas con manifestaciones clinicas de la enfermedad. Se estima que
aproximadamente 300.000 niflos menores de 15 afios (el 3,4%) tienen la enfermedad
de Chagas. Cabe destacar que el 98% de los nuevos casos de Chagas ocurre antes de los

14 anos (Crocco et al. 2002).

Transmision

El parasito T. cruzi puede ser transmitido al hombre por diferentes vias:

- Transmisidn vectorial: la transmisidn a través del insecto vector representa mas
del 80% de todos los casos de enfermedad de Chagas (Barrett et al. 2003). Las
vinchucas ingieren parasitos cuando se alimentan de la sangre de un organismo
infectado. Cuando esta vinchuca infectada pica a una persona sana, al
alimentarse de sangre, defeca, y junto a las heces elimina los parasitos. Si la
persona se rasca, se producen micro excoriaciones (falta de una porcién de piel
gue llega hasta la dermis) por las que ingresan los tripanosomas generando la
infeccion. Es decir que la transmisién no es por la picadura sino por las heces que
se eliminan durante o inmediatamente después de que el insecto se alimenta.

- Portransfusiones de sangre: la transmision del T. cruzi por transfusion sanguinea
ha pasado a constituir, después de la vectorial, la segunda causa de infeccidén en
diversas regiones de América; no obstante es el mas facil de prevenir a través del
control de bancos de sangre y de los donantes. Este tipo de transmisién presenta
una compleja sintomatologia y su manejo suele ser dificil, mas que nada porque
se ignora este riesgo. Entre un 10 y un 20% de los que se infectan no presentan
sintomas. Entre los sintomaticos, la gravedad del cuadro depende
principalmente de su respuesta inmune (Barrett et al. 2003).

- Por trasplantes de 6rganos desde donantes infectados: Se ha reportado, sobre
todo, en casos de trasplante de rifién (Coura et al. 2002).

- Transmisidn congénita, a través de la placenta de la madre infectada. A veces el
parasito atraviesa la placenta desde la madre infectada al feto, sin embargo la
mayoria de los recién nacidos infectados de esta manera no presentan sintomas

evidentes. No obstante, si se identifica en ellos la enfermedad, los tratamientos
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actuales son altamente efectivos con elevados porcentajes de curacién. Por esta
razon es importante el estudio diagndstico de la enfermedad durante el
embarazo mediante pruebas de laboratorio y la deteccién de las personas
infectadas para diagnosticar la infeccion en sus hijos en el momento del
nacimiento y proceder al tratamiento temprano con elevados indices de
curacién (Crocco et al. 2002).

- Otras vias de transmision menos frecuentes son a través de la ingesta de
sustancias contaminadas con excrementos del vector y por accidentes de

laboratorio (Canale et al. 2009).

El vector

En el mundo existen alrededor de 130 especies de triatominos y mas de la mitad han
sido natural y/o experimentalmente infectados con Trypanosoma cruzi, pero son menos
de 10 las especies que tienen importancia epidemioldgica por su capacidad de colonizar

la vivienda humana (Figura 2).

proliyus

Rhodrius

Triatoums
Drasillensis

Pansfrongyius mepisfus

Friatouna infosfans

Trisnma sorahds

Figura 2. Distribucion de especies de insectos triatominos en América.
Las especies resaltadas en rojo son consideradas los vectores mas importantes del parasito T. cruzi.
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En la Argentina, actualmente, se considera que existen 16 especies de triatominos,
distribuidos en tres géneros principales: Psamolestes, Panstrongylus y Triatoma. Estas
especies difieren en importancia epidemioldgica segun su habitat, densidad poblacional
y distribucion geografica. En nuestro pais Triatoma infestans es el Unico triatomino
domiciliado, por lo tanto el Unico de importancia epidemioldgica. Otros, como T.
guasayana, T. sordida, T. eratyrusiformis y T. patagonica, si bien son especies silvestres
y peridomiciliadas, pueden hallarse infectadas por Trypanosoma cruziy frecuentemente
invadir y en algunos casos colonizar la vivienda con infecciones a humanos y a perros.
De este modo se comportarian como vectores secundarios en las areas domésticas y
peridomésticas. Las restantes especies son silvestres y/o peridomiciliadas, siendo
excepcionalmente atraidas por la luz, llegando ejemplares adultos a las viviendas pero
sin colonizar en ellas, por lo que carecen de importancia en el ambito de la salud publica;
son los triatominos que contribuyen al mantenimiento del ciclo silvestre del

Trypanosoma cruzi (Figura 3) (Canale et al. 2009).

Triatoma Triatoma
patagdnica sordia
Triatoma infestans

Iriafoma Triatoma Triatoma Triatoma
platensis Quasayana eratyrusiformis garciabesi

Figura 3. Principales especies de insectos triatominos presentes en Argentina (Canale et al. 2009).

No todas las vinchucas son portadoras del protozoo T. cruzi, sélo aquellas que se han

alimentado de la sangre de algun mamifero infectado (ya sea perro, roedor o humano).

17



Las aves no permiten el desarrollo del parasito ni de la enfermedad debido a diferencias

en su sistema inmunolégico (Crocco et al. 2002).

Etapas de la enfermedad

Desde el punto de vista clinico la enfermedad de Chagas evoluciona en dos fases: aguda
y crénica; y a su vez, esta Ultima puede presentarse en forma indeterminada o visceral.
Ambas fases tienen caracteristicas clinicas y criterios diagndsticos y terapéuticos
diferentes. La fase aguda se caracteriza por la presencia del pardsito en sangre y tiene
un periodo de incubacién de aproximadamente 10 dias, generalmente asintomatico.
Sélo alrededor del 5% de los pacientes presentan sintomas especificos, como el
complejo oftalmoganglionar (sindrome de Romaria) y el chagoma de inoculacién. Entre
las manifestaciones clinicas generales se incluye fiebre prolongada, -que en zonas
endémicas debe ser considerada como sintoma guia-, dolor de cabeza y malestar
general, mientras que algunos pacientes, principalmente nifios e inmunodeficientes,
presentan cuadros meningeos graves e insuficiencia cardiaca que pueden llevar a la
muerte. Esta fase puede durar aproximadamente 16 semanas (Barrett et al. 2003).

Finalizada la etapa aguda se inicia la fase cronica en su forma indeterminada, en la que
la parasitemia se hace indetectable por los métodos parasitoldgicos y se caracteriza por
la ausencia de manifestaciones clinicas, electrocardiograficas o radioldgicas
significativas (Canale et al. 2009). En Argentina, la fase crdnica visceral se presenta en
alrededor del 30% de los pacientes a los 10 o 20 afos después de que ha ingresado el
parasito al organismo. La afeccidn clinica mdas importante es la cardiopatia chagasica.
Sus sintomas mas comunes son: palpitaciones, disnea, agitacién y dolores en la zona
cardiaca. La gravedad del proceso es variable, y puede incluir insuficiencia cardiacay en
muchos casos paro cardiaco. El porcentaje de mortalidad por esta enfermedad varia del

1% al 5% (Crocco et al. 2002).

Diagnéstico

La enfermedad puede ser diagnosticada durante la fase aguda por la presencia de
sintomas clinicos conocidos como Chagoma y signo de Romarfia. Dentro de los dos
primeros meses, la enfermedad también puede ser diagnosticada mediante anlisis

directo de sangre en donde puede observarse la presencia de tripomastigotes. Dentro
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de este periodo también pueden emplearse el cultivo de sangre y andlisis serolégico
para la determinacion de la presencia de parasitos. Los ensayos de aglutinacion sobre
sueros de pacientes son suficientemente sensibles como para permitir el diagndstico de
la fase aguda cuando el numero de organismos infecciosos es escaso. Sin embargo,
normalmente, los anticuerpos no se desarrollan hasta varios meses luego de la infeccién
inicial imposibilitando la practica de otras técnicas seroldogicas como la
inmunofluorescencia indirecta (IFl) y la técnica de ELISA.

Otro método simple y practico empleado es el xenodiagndstico. Consiste en alimentar
al triatomino con sangre del paciente y luego de dos a tres semanas es disectado y
examinado para detectar la presencia de parasitos en el intestino.

Finalmente, herramientas mas modernas como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) también estdn siendo utilizadas para el diagndstico de rutina de la enfermedad.
Recientemente se han normalizado los protocolos de diagndstico por PCR a nivel
mundial y se estd implementando la estrategia de real time PCR (PCR en tiempo real)
para el monitoreo y cuantificacién de parasitos en pacientes enfermos (Duffy et al.

2009).

Tratamiento de la enfermedad

Las drogas actualmente aceptadas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son
el nifurtimox y el benznidazol, comercializadas inicialmente en 1967 por Bayer Health
Care y en 1972 por Roche, respectivamente. En marzo de 2012, el benznidazol se
comenzd a producir en nuestro pais por una iniciativa publico-privada que reune al
Ministerio de Salud de la Nacidon, Mundo Sano y las compafiias Maprimed (a cargo de la
sintesis del principio activo) y el laboratorio farmacéutico ELEA (responsable de la
formulacidn, inscripcion y distribucién).

Hasta la fecha, no se conoce el mecanismo de accidn exacto, no obstante, se propuso
gue actuarian a través de una via reductiva que conduciria a la formacion de radicales
libres de oxigeno, los cuales provocarian la peroxidacion de lipidos, inactivacidon de
enzimas y degradacion del ADN del parasito (Hall et al. 2011; Hall & Wilkinson 2012;
Rajdo et al. 2014). Tanto el nifurtimox como el benznidazol demostraron rdpidamente

ser efectivos para el tratamiento de la fase aguda, pero no en la fase cronica debido a la
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alta frecuencia de efectos secundarios indeseados, bajos indices de cura, y a la falta de
consenso internacional en cuanto a criterios de diagndstico y de cura parasitologica
(Jannin & Villa 2007). Lamentablemente, en el afio 2015 fueron publicados los
resultados del estudio BENEFIT (del inglés, Benznidazol Evaluation for Interrupting
Trypanosomiasis) y se ha demostrado que el benznidazol no reduce el deterioro cardiaco
en pacientes con cardiomiopatia chagdsica (Morillo et al. 2015); sin embargo aun se
aconseja el tratamiento de pacientes en fase crénica.

La enfermedad de Chagas debe ser tratada como una enfermedad parasitaria, siendo el
objetivo principal reducir la carga de parasitos para mejorar la efectividad del sistema
inmune y para disminuir el progreso de la enfermedad hacia la cardiomiopatia (Sosa-

Estani et al. 2009).

Prevencion y control de la enfermedad

Dado que no hay vacuna contra la enfermedad de Chagas, el método mas eficaz para
prevenirla en América Latina es el control vectorial. El analisis de la sangre donada es
también necesario para prevenir la infeccion por transfusiones sanguineas y donacién
de érganos (Tabla l).

Tabla I. Pardmetros epidemioldgicos correspondientes al periodo 1990-2006. Fuente: WHO/PAHO/TDR

Parametros epidemiolégicos 1990 2000 2006
Muertes anuales >45.000 21.000 12.500
Casos humanos de infeccidn 30 millones 18 millones 15 millones
Muevos casos anuales 700.000 200.000 41.200
Poblacion en riesgo 100 millones 40 millones 28 millones
Distribucidn 21 paises 19 paises 18 paises

El abordaje subregional adoptado en los paises de las Américas para enfrentar el
problema de la enfermedad de Chagas, tiene su fundamento en criterios entomoldgicos
y epidemiolégicos, pero en general los objetivos son los de eliminar la transmisién
vectorial y transfusional del parasito, estableciéndose estrategias de intervencion

diferenciadas segun aquellos criterios mencionados (Figura 4).
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Figura 4. Iniciativas establecidas en América para controlar la enfermedad de Chagas (Guhl 2009).

En 1991 nacié la Iniciativa de los paises del Cono Sur, con el objetivo central de
interrumpir la transmision vectorial y transfusional de la enfermedad de Chagas en
Argentina, Brasil, Bolivia, Chile, Paraguay, Uruguay y sur de Peru. Tres paises del Cono
Sur, Uruguay, Chile y Brasil han obtenido una certificacion de interrupcion de la
transmisién de la enfermedad de Chagas por Triatoma infestans por parte de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), avalada por todos los Ministerios de Salud
de la subregidn, lo cual constituye un logro muy importante en términos de la reduccién
de la incidencia. Por otra parte, Argentina ha logrado la interrupcion vectorial de la
transmisién en cinco de las 19 provincias endémicas y los demas paises del Cono Sur
cuentan con programas de control vectorial activos.

Actualmente existe un numero importante de diferentes métodos y estrategias para el
control vectorial: insecticidas piretroides de efecto residual, nuevos materiales de
construccion para la modificacidn de las viviendas rurales, métodos entomoldgicos para

detectar bajas densidades en la poblacion de los triatominos, cajas sensoras para la
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deteccién de reinfestaciones domiciliares y otros, como los potes fumigenos y las
pinturas insecticidas de lenta liberacion (World Health Organization & Mundo Sano
2007).

Las acciones de control y vigilancia deben ser paralelas, teniendo en cuenta la necesidad
de vigilar de manera permanente el riesgo siempre presente de las poblaciones de
triatominos silvestres que constituyen un importante factor en el proceso de re-

infestacion de las viviendas (Guhl F & Lazdins-Helds 2007).

Trypanosoma cruzi

El parasito Trypanosoma cruzi pertenece al subreino de los protozoos, del orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, un grupo que también incluye a
Trypanosoma brucei y al género Leishmania, responsables de la enfermedad del suefio
y la leishmaniasis respectivamente. Todos los miembros de este orden se caracterizan
por la presencia de una organela peculiar que los define: el kinetoplasto (ver mas
adelante en esta misma seccion).

Como el parasito T. cruzi presenta elevada variabilidad genética, se ha adoptado una
nomenclatura para clasificar las distintas cepas del pardsito en 6 unidades discretas de
tipificacion (DTU por sus siglas en inglés, Discrete Typing Unit): Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcVy
TcVI. Cada DTU presenta diferentes caracteristicas eco-epidemioldgicas, clinicas vy

geograficas (Zingales et al. 2012).

Morfologia del pardsito

Los protozoos pertenecientes a la familia Trypanosomatidae difieren de muchas otras
células eucariotas por contener estructuras citoplasmaticas y organelas especiales. Una
caracteristica en comun es la presencia del mitocondrion y el glicosoma ademas del
mencionado kinetoplasto (Figura 5) (Tibayrenc & Telleria 2010). Asimismo la presencia
de varias estructuras inusuales del citoesqueleto y su particular genética hacen que
estos organismos no sdlo sean estudiados por su caracter patogénico sino también por

su interesante biologia.
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Glicosoma

Citostoma

Axonema

Barra
Paraflagelar
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Flagelar Golgi
Kinetoplasto
Mucleo
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Mitocondria

Reservosoma

Microtubulos
Subpelicularas

Figura 5. Morfologia de un epimastigote de Trypanosoma cruzi. Adaptado de De Souza 1999.

Nucleo
En tripomastigotes el nlcleo es elongado y se localiza en la porcion central del protozoo.
En amastigotes y epimastigotes presenta forma redondeada. Se encuentra rodeado de

una membrana nuclear tipica provista de poros. Puede observarse continuidad entre la
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membrana nuclear externa y el reticulo endopldsmico. En el centro del nucleo, o

ligeramente desfasado, puede encontrarse el nucléolo (De Souza 2002).

Superficie celular

La superficie celular de los tripanosomatidos puede considerarse compuesta por dos
componentes: la membrana plasmatica y una capa formada por los microtubulos
subpeliculares. Se ha observado que los microtubulos estan conectados entre siy a la
membrana plasmatica a través de filamentos cortos (De Souza 2002).

La membrana, si bien es una estructura continua, presenta diferencias morfoldgicas y
de composicidén que permiten dividirla en tres dominios: la membrana del cuerpo del
parasito, la membrana del flagelo y la membrana del bolsillo flagelar. Cada uno de estos
dominios representa una membrana altamente especializada con funciones distintivas

y composicién proteica y lipidica Unica (Landfear & Ignatushchenko 2001).

Bolsillo flagelar

Todos los tripanosomatidos presentan una regién llamada bolsillo flagelar, que consiste
en una depresion en la region anterior del parasito, desde donde el flagelo emerge.

El bolsillo flagelar es una invaginacién profunda de la membrana plasmatica localizado
en la base del flagelo. Esta depresion permite el contacto directo entre la membrana del
cuerpo celular y la membrana del flagelo y por esta razén el bolsillo flagelar es
considerado como un compartimento extracelular especial aislado del medio externo.
Existe evidencia de que el bolsillo flagelar es una regidn altamente especializada de la
superficie de los tripanosomas, a saber: (a) es la Unica region que no presenta la capa de
microtubulos subpeliculares; (b) la membrana que rodea el bolsillo difiere de la
membrana del cuerpo celular y de la membrana del flagelo, tanto en la distribucion de
las particulas intramembranosas como en la localizacién de proteinas; (c) numerosas
evidencias morfoldgicas y citoquimicas indican una intensa actividad endocitica y

exocitica en el bolsillo flagelar (De Souza 2002).

Flagelo
El flagelo de los tripanosomatidos esta involucrado en varios procesos bioldgicos

importantes, como motilidad, sefializacion, divisién celular, invasidon de células del
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hospedador mamifero vy fijacion al intestino en el insecto vector (De Souza 1999;
Landfear & Ignatushchenko 2001; Gull 2003; Hill 2003; Langousis & Hill 2014).

El flagelo emerge desde el bolsillo flagelar, y posee una estructura similar a otros
flagelos. Al costado del axonema se encuentra una estructura filamentosa llamada barra

paraflagelar o paraxial (De Souza 2002).

Complejo mitocondria-kinetoplasto

Los tripanosomatidos poseen una Unica y altamente ramificada mitocondria que recorre
todo el cuerpo celular incluyendo el flagelo.

El kinetoplasto es una estructura densa y posee su propio tipo de ADN, conocido como
ADN kinetoplastidico (ADNk). Este ADNk se encuentra localizado en una regién
especializada de la mitocondria, dentro de la matriz mitocondrial y perpendicular al eje
del flagelo (Tibayrenc & Telleria 2010).

El ADNk puede representar hasta un 30% del ADN total del protozoo. Basicamente esta
formado por una red de 20,000-30,000 minicirculos encadenados; ademds presenta
maxicirculos que corresponden al ADN mitocondrial. Cada minicirculo esta formado por
1440pb, y analisis realizados con enzimas de restriccion revelaron que son altamente
heterogéneos en sus secuencias, haciendo posible distinguir entre diferentes stocks,
cepas y clones dentro de una misma especie de tripanosomatidos. Los minicirculos de
ADN codifican pequenos ARN guias que controlan la especificidad del proceso de edicion

del ARNm formado a partir de los maxicirculos (De Souza 1999).

Glicosoma

Pertenece al grupo de los peroxisomas, llamandose glicosoma debido a que concentra
y compartimentaliza las seis primeras enzimas involucradas en la via glucolitica,
incrementando la eficiencia de dicho proceso (De Souza, 1999).

Estudios bioquimicos revelaron que en esta organela tienen lugar los siguientes
procesos metabdlicos: glucdlisis, metabolismo de perdxidos, B-oxidacion de acidos
grasos, sintesis de éteres fosfolipidos, fijacion de carbono, via de salvataje de purinas,
biosintesis de novo de pirimidinas, elongacién de acidos grasos, biosintesis de
isoprenoides y biosintesis de esteroles.

El glicosoma no posee un genoma propio, por lo tanto, las enzimas encargadas de todos

los procesos metabdlicos enumerados son codificadas por genes nucleares, traducidas
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por ribosomas citopldasmicos y luego importadas dentro de la organela (Telleria &

Tibayrenc, 2010).

Acidocalcisoma

Es una estructura con contenido electrodenso y rodeada por una membrana.

Los acidocalcisomas se ubican a lo largo de todo el cuerpo celular del parasito, aunque
preferentemente se localizan en la periferia celular. El nUmero de acidocalcisomas varia
de especie a especie, e incluso entre los distintos estadios del ciclo de vida de los
tripanosomatidos.

De acuerdo a la informacidn disponible es posible que esta organela esté involucrada en
varios procesos bioldgicos: (a) almacenamiento de Ca*?, para ser utilizado en ciertos
momentos del ciclo vital del parasito; (b) almacenamiento de energia, dado que
contiene elevadas cantidades de fosfato inorganico; (c) debido a la presencia de una H*-
ATPasa en la membrana del acidocalcisoma, podria tener algun rol en la regulacién del
pH citoplasmatico; y (d) esta organela podria estar involucrada en el control de la

osmorregulacion (De Souza et al. 2000).

Reservosoma

Esta organela fue designada reservosoma debido a dos criterios. Primero, porgque todas
las macromoléculas ingeridas por el pardsito mediante procesos endociticos se
acumulan en esta organela. Segundo, porque estas estructuras desaparecen
gradualmente cuando se incuban los epimastigotes en un medio pobre, condicién que
desencadena la transformacion del epimastigote no infectivo a tripomastigote infectivo.
Las macromoléculas son ingeridas a través del citostoma, una estructura altamente
especializada que se encuentra en la superficie del parasito, cerca del bolsillo flagelar y
a través del mismo. El proceso endocitico involucra la formacién de pequeiias vesiculas
citoplasmaticas. Estas vesiculas se fusionan unas con otras, formando una intrincada y
ramificada red de tubulos distribuida desde la regidén perinuclear a la regiéon posterior

que eventualmente se fusionan dando origen al reservosoma (De Souza et al. 2000).
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Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. cruzi incluye dos hospedadores, uno invertebrado y otro
vertebrado, al cual se transmite a través de insectos triatominos. El parasito posee
morfologias diferentes a lo largo de las distintas etapas de su ciclo vital (Figura 6)

(Vazquez 2007).
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Figura 6. Diferentes morfologias del parasito Trypanosoma cruzi (Gull 1999). F: Flagelo; N: Nucleo; K:
Kinetoplasto

A) Amastigotes. Este estadio del pardsito se caracteriza por su forma redondeada y la
ausencia de flagelo emergente. Se trata de una forma replicativa y de localizacion
intracelular. Numerosos estudios demostraron que pueden ser infectivos para células
de vertebrados (De Souza 2002). El epimastigote intracelular es un estadio transiente en
el proceso de diferenciaciéon de amastigote a tripomastigote sanguineo, y comparte
caracteristicas con ambos, aunque sus propiedades predominantes, incluyendo la
morfologia general, son similares al epimastigote (Meyer & Oliveira 1948; Faucher et al.
1995; Almeida-de-Faria et al. 1999; Tyler & Engman 2001).

B) Epimastigotes. Son células con forma alargada, de 20-40 um de largo. El kinetoplasto
se encuentra ubicado por delante del nucleo. Estas formas se observan en la fase
exponencial de crecimiento en parasitos mantenidos en cultivos axénicos y en el
intestino del hospedador invertebrado. Tienen capacidad replicativa y no son infectivos
(De Souza 2002). Son facilmente cultivados in vitro en medio liquido.

C) Tripomastigotes. Tienen aproximadamente 25 um de longitud, y un didmetro de 2
um. El kinetoplasto se ubica por detras del nucleo. Se encuentra en los tejidos y en la
sangre del hospedador vertebrado, en el intestino posterior, heces y orina del
invertebrado, en la fase estacionaria de crecimiento en cultivos axénicos y en fase

liquida de cultivos celulares. Se denomina tripomastigote sanguineos a las formas
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circulantes en el vertebrado y metaciclicos a las formas infectivas en el invertebrado (De

Souza 2002).

El parasito es ingerido por el insecto vector a partir de un humano o animal infectado
junto con la sangre (tripomastigotes sanguineos). Una vez ingeridos, la mayoria de los
tripomastigotes se lisan luego de interactuar con las bacterias en el estomago del
insecto; los que sobreviven se transforman unos dias después en la forma epimastigote.
Los epimastigotes migran al intestino, donde se dividen intensamente por fisién binaria
y se adhieren a las membranas perimicrovellosas de las células del intestino delgado
posterior, formando un reservorio de parasitos en este hospedador. La adhesidn a las
paredes del intestino involucra la participacion de glicoconjugados expuestos
superficialmente.

En la regidn posterior del intestino y en el recto, muchos epimastigotes se despegan de
las paredes intestinales y se transforman en tripomastigotes metaciclicos, que son
liberados junto con las heces y la orina del insecto cuando éste se alimenta. La infeccidn
en los mamiferos suele darse luego de la picadura de un insecto triatomino, cuando el
tripomastigote metaciclico penetra directamente al organismo a través de una
membrana mucosa o de una lesion en la piel producida por ejemplo al rascarse (Figura
7).

Una vez dentro del hospedador vertebrado los tripomastigotes metaciclicos invaden las
células a través de diversos mecanismos, que involucran la fagocitosis y la endocitosis
inducida. Luego de la invasidn, el parasito se encuentra dentro de una vacuola endocitica
conocida como vacuola parasitéfora. Unas horas luego de la infeccidon celular, los
tripomastigotes se diferencian a amastigotes. Al mismo tiempo, el parasito secreta
enzimas que ayudan a digerir la membrana que recubre la vacuola parasitéfora,
permitiendo a los amastigotes entrar en contacto directo con las organelas de la célula

hospedadora (De Souza et al. 2010).
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Luego de multiples ciclos de fision binaria, los amastigotes se convierten en
tripomastigotes sanguineos que se liberan cuando la célula hospedadora se lisa y
circulan por el torrente sanguineo. Una vez alli, pueden invadir otras células del
hospedador y esparcir la infeccion a otros tejidos, o bien ser ingeridos nuevamente por

el insecto vector cerrando el ciclo de vida (Tyler & Engman 2001).
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Figura 7. Ciclo de vida del parasito Trypanosoma cruzi. El ciclo comienza cuando una persona es picada
por un insecto infectado (paso 1) y se rasca la herida, permitiendo el ingreso del parasito defecado por el
insecto (paso 2). El parasito se multiplica en los tejidos infectados y se distribuye por el torrente
sanguineo, infectando otros tejidos (pasos 3 y 4). Cuando una vinchuca no infectada se alimenta de esta
persona, ingiere el parasito (paso 5), el cual se desarrolla y multiplica en el estdmago e intestino (pasos 6,
7y 8). La vinchuca infectada puede picar a otra persona (paso 1) y reiniciar el ciclo.

Adaptado del CDC.

Genomica de tripanosomatidos

Los proyectos genoma de tripanosomatidos comenzaron a organizarse y tomar impulso
en la década del 90. El proyecto “Tritryp”, que comprendia los parasitos Trypanosoma
cruzi, Trypanosoma brucei y Leishmania major (denominados TriTryps), comenzo en el
afio 2000 y concluyd en el 2005 (lvens et al. 2005; Berriman et al. 2005; El-Sayed, Myler,

Bartholomeu, et al. 2005a). Si bien los TriTryps comparten muchas caracteristicas
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generales, como el kinetoplasto y los glicosomas, cada uno de estos parasitos es
transmitido por un insecto vector diferente e incluso sus ciclos de vida son distintos, con
diferentes blancos celulares y tisulares, y causando distintas patogénesis en sus
hospedadores mamiferos.

T. cruzi posee un genoma diploide estimado en aproximadamente 106,4 Mb (El-Sayed,
Myler, Bartholomeu, et al. 2005b). Diferentes analisis de densitometria y electroforesis
de campo pulsante han permitido identificar 55 cromosomas en la cepa CL Brener de T.
cruzi, aunque existen variaciones entre las distintas cepas (Branche et al. 2006).

Los genomas de los tripanosomatidos estan organizados en largos clusters
policistrénicos de genes (PGC, por sus siglas en inglés Polycistronic Gene Cluster), esto
implica 10-100 genes codificantes para proteinas, no relacionadas funcionalmente,
ordenados secuencialmente en la misma hebra de ADN. Esta organizacion tan inusual
de los genes fue observada previamente en un cromosoma perteneciente a L. major.
La publicacién de los genomas completos para L. major, T. brucei y T. cruzi mostré que
la mayoria de los genes en todos los cromosomas tripanosomatidos estan organizados
en largos PGCs (Martinez-Calvillo, Vizuet-De-Rueda, et al. 2010).

Los contenidos de los genomas de los Tritryps fueron comparados mediante analisis
bioinformaticos y se observaron 6158 clusters de grupos ortdlogos comunes v,
adicionalmente, 458 compartidos entre T. cruziy T. brucei; 482 entre T. cruzi y L. major,
y 3.736 especificos para T. cruzi (Figura 8). Ademds se observé que los genomas de los
tripanosomatidos secuenciados son altamente sinténicos, mostrando un orden génico

muy conservado (Vazquez 2007).

Clusters de genes
T. brucei

Clusters de genes
T. cruzi

Clusters de genes
L. major

Figura 8. Distribucidn de Clusters de Grupos Ortdlogos (COGs) entre los TriTryps. Adaptado (El-
Sayed, Myler, Blandin, et al. 2005).
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Transcripcion génica en T. cruzi

El proceso de maduracion del ARNm en T. cruzi difiere considerablemente de la mayoria
de los eucariotas.

La presencia de promotores y otros elementos regulatorios es clave en las células
eucariotas para lograr una fina regulacion génica y controlar situaciones complejas como
el desarrollo, la diferenciacion y el establecimiento de un organismo pluricelular.

El parasito T. cruzi se caracteriza por la ausencia de promotores tipicos para la ARN
polimerasa Il en los genes que codifican proteinas. La transcripcidon en tripanosomatidos
comienza en unos pocos sitios dentro de los cromosomas, en donde la composicién de
histonas y la modificacién de las mismas es diferente (Siegel et al. 2009).

El ARNm es expresado como una larga unidad de transcripcién policistrénica (PTU por
sus siglas en inglés, Polycistronic Transcription Unit) compuesta de genes que
generalmente no codifican para proteinas funcionalmente relacionadas. Estas PTUs
pueden llegar a ser tan largas como un cromosoma entero. Al final, las PTUs son
procesadas hasta ARNm monocistrénicos a través de dos procesos acoplados: el trans-
splicing y la poliadenilacion (Figura 9). Finalmente los ARNm maduros son exportados al
citoplasma para su traduccion. Como consecuencia de este proceso, los genes se
encuentran empaquetados densamente, separados por regiones intergénicas cortas (IR,
por sus siglas en inglés Intergenic Region) que juegan un rol clave en el procesamiento y

en los niveles de los ARNm (Matthews et al. 1994).

Transcripto Policistronico
W —m
ORF 1
W SLSitio de Splicing trans-Splicing y
Poliadenilacion
SL
1
coo HENMI——*A"A%  pon
maduros
Cap-l— AAAAAAA

Figura 9. Proceso de maduracién del ARNm en tripanosomatidos. Adaptado (Landfear 2003).
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Tanto la poliadenilacion como el capping pueden no llevarse a cabo en un lugar fijo de
la IR, sino que pueden ocurrir en varios lugares dentro de un espacio acotado de la
misma, influenciados por la presencia de tractos de polipirimidinas que interaccionan
con aquellas proteinasinvolucradas en el proceso. En el parasito T. cruzi, el trans-splicing
es un proceso que implica la adicion de 39 nucledtidos estrictamente conservados,
denominados mini-exdn o spliced leader (SL), en el extremo 5" del ARNm, el cual es
indispensable para poder ser traducido (Liang et al. 2003). La poliadenilacién esta
coordinada con el trans-splicing, y a diferencia de los eucariotas superiores, no existe
una sefial especifica en tripanosomatidos.

La co-transcripcién de varios marcos abiertos de lectura resulta en la dependencia de
mecanismos pos-transcripcionales para la regulacién de la expresidn génica. En la
mayoria de los casos, los elementos regulatorios se encuentran en la regidén no traducida
(UTR, por sus siglas en inglés UnTranslated Region) del extremo 3’ (Bayer-Santos et al.
2012). El estudio de las regiones 3’ UTR de diferentes transcriptos ha revelado que
muchas veces presentan mas de un motivo regulatorio, permitiendo una regulacion que
involucra la combinacion de multiples factores, que puede darse simultdnea,
competitiva o temporalmente separados.

En algunos pocos casos, se ha reportado la presencia de intrones y de cis-splicing (Mair
et al. 2000; Ivens et al. 2005), demostrando que ambos procesos co-existen en
tripanosomas como ocurre en otros organismos capaces de realizar trans-splicing.

El pardsito T. cruzi posee copias altamente conservadas de las tres ARN polimerasas
eucariotas (Pol I, Pol Il y Pol lll). La ARN Pol Ill sintetiza todos los ARNsn en
tripanosomatidos, ademas de algunos ARNr y ARNt. Los parasitos no poseen ningun gen
codificante para proteinas transcripto por la ARN Pol Il, sin embargo se ha identificado
asociado al mini-exén un promotor para la ARN Pol Il y se ha propuesto que esta enzima
es dirigida a dicha regidon por mecanismos epigenéticos y no por la presencia de una
secuencia especifica (Cribb & Serra 2009).

Debido a la ausencia de sitios de iniciacién de la transcripcion, la regulacion de la
expresion génica no sucede a nivel transcripcional, sino post-transcripcional,
traduccional y post-traduccionalmente. La regulacién post-transcripcional sucede por
un mecanismo que involucra estabilizacidn o desestabilizacion de los ARNm (Martinez-

Calvillo, Vizuet-de-Rueda, et al. 2010).
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Herramientas para la manipulacion genética de T. cruzi

El conjunto de herramientas y técnicas genéticas disponibles incluye aquellas que
permiten investigar la funcidn génica por estrategias que involucran tanto la pérdida
como la ganancia de la funcién como asi también estudiar la localizaciéon de los
productos génicos utilizando el marcado de proteinas in vivo.

Una de las herramientas mas poderosas disponibles para el estudio de la funcién de los
genes involucra el knockdown por ARN de interferencia (ARNi). A pesar de que este
proceso existe en T. brucei, tanto el parasito T. cruzi como L. major carecen de
componentes esenciales de la maquinaria de la ruta del ARNi, como la proteina dicer (El-
Sayed, Myler, Blandin, et al. 2005; Darocha et al. 2004; Robinson & Beverley 2003). La
ausencia del ARNi en T. cruzi introduce una limitacién importante, por lo que el analisis
de la funcion génica recayd durante muchos afios exclusivamente en técnicas complejas
y lentas como la generacion de mutantes knock-out o dominantes negativos. En los
ultimos anos se han desarrollado nuevas técnicas para reemplazar, modificar o eliminar
genes en diversos organismos, y algunas han tenido resultados prometedores incluso en
Trypanosoma cruzi, por ejemplo el sistema CRISPR-Cas9 (Xu et al. 2009; Peng et al. 2015;
Lander et al. 2015).

Vectores de expresion para T. cruzi

El primer vector de expresion disponible para T. cruzi fue el pTEX, que no lleva
secuencias promotoras pero contiene las regiones intergénicas (IRs) correspondientes
al gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) rodeando un sitio multiple
de clonado y un marcador de resistencia para neomicina (G418) utilizado para
seleccionar los parasitos. El pTEX se mantiene como un episoma circular de multiples
unidades cabeza-cola del plasmido original transfectado (Kelly et al. 1992).

Utilizando el esqueleto del pTEX se desarrollé una segunda generacion de vectores de
expresion con el vector pRIBOTEX, que lleva adicionado un promotor ribosomal fuerte
para la transcripcion por la ARN Pol | (Martinez-Calvillo et al. 1997). Por ultimo, el pTREX
incorporé una sefial fuerte de trans-splicing rio abajo del promotor ribosomal,
denominada HX1 (Vazquez & Levin 1999). Estos dos ultimos vectores se insertan por
recombinacion homadloga en el locus ribosomal, en lugar de ser mantenidos como

episomas.
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Si bien los tres vectores son sistemas de expresion constitutiva, se obtienen mayores
niveles de expresion con el pRIBOTEX en comparacién con el pTEX y a su vez, la presencia
del HX1 en el pTREX hace que su expresion sea aun mucho mayor que en los dos
anteriores.

Se ha desarrollado también un vector de expresion inducible, el pTcINDEX, que contiene
un promotor para la ARN Pol del bacteriéfago T7 reprimido por tetraciclina. Se requiere
utilizar una cepa de T. cruzi que exprese constitutivamente la ARN Pol del bacteriéfago
T7 y el represor tetraciclina (Taylor & Kelly 2006).

En nuestro laboratorio se desarrollaron nuevos pldsmidos (denominados pTREXL)
provistos con diferentes marcadores de seleccion y multiples epitopes de
reconocimiento por anticuerpos comerciales, los cuales pueden ser utilizados para
expresar proteinas y realizar marcaciones enddgenas, entre otras aplicaciones (Bouvier

et al. 2013).

Metabolismo de Trypanosoma cruzi

Como una consecuencia de la adaptacion al parasitismo durante la evolucion, los
tripanosomatidos han desarrollado mecanismos de obtencidn de nutrientes diferentes
a los hospedadores mamiferos. Primero, el pardsito debe competir con sus
hospedadores vertebrado e invertebrado para adquirir componentes esenciales del
medio extracelular y por lo tanto debe desarrollar sistemas de transporte eficientes.
Segundo, el ciclo de vida del parasito involucra dos hospedadores muy distintos, con
ambientes con caracteristicas fisico-quimicas diferentes en cuanto a nutrientes, pH,
temperatura, composicién idnica, etc. El pardsito debe expresar sistemas de
incorporacion de nutrientes que se adapten a las fluctuaciones ambientales y ademas
debe poder regularlos para modificar el nivel de incorporacién de acuerdo a la
disponibilidad de nutrientes y/o el estadio del ciclo de vida. La capacidad de importar
nutrientes esenciales es un componente importante de la patogénesis (Landfear 2011).
El metabolismo energético de la mayoria de los tripanosomatidos depende de la
disponibilidad de fuentes de carbono presente en sus hospedadores ya que no cuenta

con sustancias de reserva como el glucégeno.
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El estadio tripomastigote de T. brucei y T. cruzi utiliza preferencialmente glucosa, la cual
es abundante en los fluidos de sus hospedadores vertebrados. Sin embargo, en los
insectos hematdfagos obtienen su energia de L-prolina y/o L-glutamina, que son los
principales constituyentes de su hemolinfa y fluidos tisulares. En consecuencia, los
estadios del ciclo de vida que transcurren en el insecto dependen del catabolismo de
aminodacidos, especialmente de L-prolina para la obtencion de energia (Bringaud et al.
2006).

El ciclo de las pentosas fosfato es otra ruta metabdlica presente en estos parasitos. Se
ha demostrado su funcionalidad en epimastigotes y se ha reportado la presencia de
todas las enzimas en los diferentes estadios. Se postula que esta via provee del NADPH
necesario para los sistemas redox y para diversos procesos biosintéticos (Maugeri &
Cazzulo 2004).

El metabolismo de acidos grasos también ha sido estudiado en tripanosomatidos
(Tripodi et al. 2006; Livore et al. 2007). El analisis de los genomas de los TriTryps mostré
gue serian capaces de sintetizar acidos grasos y oxidarlos a través de la B-oxidacién (van
Hellemond & Tielens 2006; Berriman et al. 2005). Ademads, en estos organismos se ha
reportado un mecanismo especializado para la sintesis de los mismos lo cual parece ser

una adaptacion a la vida parasitica (Lee et al. 2007).

Metabolismo de glucosa

La glucosa es incorporada a través de transportadores de hexosas, cuyo numero varia
segun la especie de tripanosomatido; por ejemplo, sélo un transportador se ha descripto
para T. cruzi, mientras que en T. brucei se describieron dos y en Leishmania spp. tres.
Los transportadores de glucosa no sélo estan involucrados en la captacidon de azucares
para llevar a cabo la glicdlisis, sino que también participan en la regulacion del flujo
glicolitico (Bakker et al. 1999; Bakker et al. 2000).

El transporte de glucosa ha sido estudiado tanto en epimastigotes como en
tripomastigotes sanguineos. En amastigotes se ha demostrado que no captan glucosa
del medioy de hecho, tampoco expresan el transportador de glucosa (Silber et al. 2009).
Una vez en el citoplasma, la glucosa es transportada al glicosoma para ser oxidada

(Figura 10). Dentro del glicosoma, cada molécula de glucosa es rapidamente convertida
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en dos moléculas de gliceraldehido 1,3-bifosfato por las enzimas glicoliticas presentes
en la organela. El gliceraldehido 1,3-bifosfato producido es transportado al citoplasma
por un sistema no caracterizado y convertido a fosfoenolpiruvato (PEP), que puede
seguir dos caminos: (a) conversion a piruvato, que puede ser translocado a la
mitocondria para ingresar al ciclo de Krebs o puede ser tranformado a alanina por
transaminacion en el citoplasma; y (b) conversiéon a oxalacetato mediante la
carboxilacion del PEP en el glicosoma. El oxalacetato resultante es finalmente convertido
a malato, el cual es convertido a piruvato por una enzima citoplasmatica o bien es
transportado a la mitocondria, donde puede ser convertido a piruvato por una enzima
mitocondrial y luego ser oxidado a través del ciclo de Krebs. Tanto el piruvato
mitocondrial como el piruvato citoplasmatico pueden ser aminados por una
transaminasa dando como resultado alanina (Cazzulo et al. 1977; Cannata & Cazzulo
1984; Cazzulo 1992; Cazzulo 1994; Urbina 1994). Esto es consistente con estudios que
demuestran la existencia de dos fuentes independientes de alanina (Frydman et al.

1990).
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Figura 10. Representacion esquematica del metabolismo energético en epimastigotes de T. cruzi
(Pereira et al. 2011).

Las enzimas se encuentran numeradas: 1, hexoquinasa; 2, glucosa 6-fosfato isomerasa; 3,
fosfofructoquinasa; 4, aldolasa; 5, triosafosfato isomerasa; 6, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa;
7, fosfoglicerato quinasa; 8, fosfoglicerato mutasa; 9, enolasa; 10, piruvato quinasa; 11, glicerol 3-
fosfato deshidrogenasa; 12, glicerol quinasa; 13, fosfoenolpiruvato quinasa; 14, malato
deshidrogenasa; 15, fumarasa; 16, fumarato reductasa; 17, piruvato fosfato diquinasa; 18, complejo
piruvato deshidrogenasa; 19, acetato:succinato CoA transferasa; 20, citrato sintasa; 21, a-
cetoglutarato deshidrogenasa; 22, succinil-CoA sintetasa; 23, succinato deshidrogenasa; 24, fumarasa;
25, malato deshidrogenasa; 26, prolina oxidasa; 27, A-pirrolina 5-carboxilato reductasa; 28, glutamato
semialdehido deshidrogenasa; 29, glutamato deshidrogenasa; 30, treonina deshidrogenasa; 31, acetil-
CoA:glicina C-acetiltransferasa; 32, malato deshidrogenasa NADP-dependiente; 33, fructosa 1,6-
bifosfatasa. Las enzimas en color rojo estan presentes sélo en la forma tripomastigote sanguineo; las
presentes en la forma prociclica se muestran en color rojo y negro. AOX: oxidasa alternativa; GPD:
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de FAD; |: oxidorreductasa NADH:ubiquinona
(complejo I); II: succinato deshidrogenasa (complejo II); Ill: citocromo C reductasa (complejo IlI); IV:
citocromo C oxidasa (complejo IV); c: citocromo C; Q: ubiquinona; FO/F1: FO/F1 ATP sintasa; Glc-6-P:
glucosa 6-fosfato; Fru-6-P: fructosa 6-fosfato; Frul,6-P2: fructosa 1,6-bifosfato; GAP: gliceraldehido 3-
fosfato; G-1,3-P2: 1,3-bifosfoglicerato; 3-PGA: 3-fosfoglicerato; 2-PGA: 2-fosfoglicerato; PEP:
fosfoenolpiruvato; DHAP: dihidroxiacetona fosfato; Glicerol-3-P: glicerol 3-fosfato; succ-CoA: succinil-
coenzima A; acetil-CoA: acetil-coenzima A.

Metabolismo de aminoacidos

Los aminoacidos pueden obtenerse de tres fuentes principales: biosintesis a partir de

metabolitos precursores, transporte activo del medio o degradacidn de proteinas.



Esta demostrado que T. cruzi puede metabolizar al menos los aminoacidos prolina,
glutamina, glutamato, isoleucina, asparagina y aspartato (Figura 11). Se cree que todos
estos aminoacidos son oxidados a través de su conversion a glutamato o aspartato, que
luego pueden ser transportados desde el citoplasma a la mitocondria y ser procesados
via ciclo de Krebs (Silber et al. 2005). Ademas se ha demostrado en cultivos axénicos que
la prolina, el glutamato y el aspartato estan involucrados en la diferenciacion de

epimastigote a tripomastigote en el vector triatomino (Contreras et al. 1985).
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Figura 11. Representacidon esquematica de las rutas metabdlicas de aminodcidos en T. cruzi (Silber et
al. 2005). Las lineas sélidas representan vias o reacciones que han sido demostradas
bioquimicamente. Las lineas punteadas representan posibles rutas o reacciones inferidas por el
proyecto del genoma de T. cruzi.

Glc: Glucosa; G 1,3 BP: gliceraldehido 1, 3-bifosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; OA: acido oxalacético; a-
KG: a-cetoglutarato; TCA: ciclo de acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs); 1: alanina aminotransferasa
(ALAT); 2: tirosina aminotransferasa (TAT); 3: glutamato deshidrogenasa; 4: aspartato amino
transferasa; 5: glutamina sintetasa; 6: arginina quinasa; 7: prolina racemasa; 8: alanina racemasa

El grupo —NH; del glutamato puede ser transferido al piruvato por la alanina
aminotransferasa (ALAT) y, en menor medida, por la tirosina aminotransferasa (TAT),
dando como producto a-cetoglutarato y alanina. En consecuencia, cuando la glicdlisis es
activa, se produce alanina. Otra via por la cual el glutamato es convertido en a-

cetoglutarato es a través de la glutamato deshidrogenasa, produciendo amonio (NHa).
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Esto explicaria las altas concentraciones de NHs presentes en medios de cultivo
condicionados. El aspartato provee al ciclo de Krebs con intermediarios a través de una
aspartato aminotransferasa (ASAT). Esta enzima transfiere el grupo —NH; del aspartato
al a-cetoglutarato, dando como resultado glutamato y oxalacetato. Se ha demostrado
que la enzima TAT posee actividad aspartato aminotransferasa y ademas puede
transaminar los tres aminoacidos aromaticos y alanina. Entre los grupos aceptores se
encuentran el piruvato (convertido a alanina), a-cetoglutarato (convertido a glutamato)
y oxalacetato (convertido a aspartato), aunque el mas relevante es el piruvato
(Montemartini et al. 1993; Montemartini et al. 1995). La enzima TAT es una enzima clave
en la biosintesis de estos aminoacidos (Nowicki & Cazzulo 2008).

Por otro lado, T. cruzi cuenta con un sistema de regeneracién rapida de ATP basado en
el fosfageno fosfoarginina. La fosfoarginina, que consiste en la arginina en su forma
fosforilada puede ser utilizada como reservorio de energia, y permite a las células
funcionar con bajos niveles de ATP ya que acumula un fosfato de alta energia que puede
transferir rapidamente al ADP para generar ATP en situaciones de alto consumo
energético celular. Este sistema es particularmente relevante ya que los
tripanosomatidos carecen de sustancias de reserva en forma de hidratos de carbono y
esta ruta metabdlica se encuentra completamente ausente en mamiferos (Pereira et al.

2000).

Metabolismo de prolina

La prolina constituye una de las principales fuentes de carbono para la mayoria de los
tripanosomatidos. Estudios metabdlicos han demostrado que en epimastigotes la
prolina puede ser convertida en cinco intermediarios del ciclo de Krebs (citrato,
isocitrato, malato, succinato y oxalacetato), piruvato y los aminoacidos glutamato y
aspartato que son rapidamente metabolizados. La prolina es oxidada a pirrolin-5-
carboxilato (P5C) por una prolina deshidrogenasa mitocondrial (ProDH), que regula el
estado redox de la célula y el metabolismo respiratorio, y que involucra la reduccion de
FAD a FADH; (Figura 12) (Paes et al. 2013). El paso siguiente involucra una reaccién no
enzimatica en la cual el anillo pirrdlico del P5C se abre espontdneamente, dando como

producto glutamato-y-semialdehido (yGS). EI motivo carbonilo del yGS es oxidado a
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acido glutdmico por la enzima Al-pirrolin-5-carboxilato-deshidrogenasa (P5CDH), y

ademas conlleva la reduccion de NAD(P)* a NAD(P)H (Mantilla et al. 2015).

(EC:1.5.1.12)

Ein (EC: 1.5.98.8) FADH, MNAD(P)" NAD(P)H

PRODH PSCDH
: f' *+H,0
—p
OO0H ﬁ 0O0H 0F OOH ﬂ Co0 OOH
BH P5CR N NH; P5CS N,

NAD{P)* NADIP)® (0. 1.5.1.2) NADIPH

(EC:1.5.1.2) NAD{PIH

Figura 12. Metabolismo de prolina en T. cruzi. Adaptado de Paes et al. 2013.

Abreviaturas: PRO, prolina; PRODH, prolina deshidrogenasa; P5CR, pirrolin-5-carboxilato reductasa; P5C,
pirrolin-5-carboxilato; GSA, semialdehido glutamico; PSCDH, pirrolin-5-carboxilato deshidrogenasa; P5CS,
pirrolin-5-carboxilato sintasa; GLU, glutamato; NAD(P)+, nicotinamida adenina dinucleétido (fosfato)
oxidado; NAD(P)H, nicotinamida adenina dinucledtido (fosfato)reducido; FAD, flavin adenin dinucleétido
oxidado; FADH2, flavin adenin dinucleétido reducido.

La prolina, junto al glutamato y el aspartato, esta involucrada en el proceso de
metaciclogénesis, que consiste en la diferenciacién de epimastigote a tripomastigote
metaciclico en el vector triatomino (Contreras et al. 1985; Homsy et al. 1989). Ademas
se demostré que la prolina participa en la diferenciacién de epimastigotes intracelulares
a tripomastigotes sanguineos en el hospedador mamifero, paso esencial para el
establecimiento de la infeccién (Tonelli et al. 2004). Asimismo la prolina aporta la
energia necesaria para llevar a cabo la invasién celular por los tripomastigotes
metaciclicos en el hospedador mamifero (Martins et al. 2009).

También hay evidencias de la participacion de la prolina en mecanismos de resistencia
a distintos estreses en el parasito T. cruzi, como estrés oxidativo y nutricional, y en la
osmorregulacion (Magdaleno et al. 2009; Paes et al. 2013; Rohloff et al. 2003; Rohloff &
Docampo 2009).

Por ultimo, se ha reportado la existencia de dos prolina racemasas, indicando la
posibilidad de metabolizar no sélo L-prolina, sino también D-prolina (Reina-San-Martin
et al. 2000; Chamond et al. 2003). Reforzando la idea del metabolismo de D-
aminodacidos, también se han encontrado dos ORFs codificantes para alanina racemasas

(El-Sayed, Myler, Bartholomeu, et al. 2005; Silber datos sin publicar).
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Sistemas de transporte de metabolitos

Generalidades

Los sistemas de transporte cumplen una funcion esencial en todos los organismos vivos
ya que: (1) permiten la entrada y salida de nutrientes de la célula y de sus
compartimentos intracelulares; (2) regulan las concentraciones citoplasmaticas de
metabolitos por mecanismos secretorios; (3) mediante el flujo activo previenen el efecto
nocivo de toxinas y drogas; (4) exportan macromoléculas tales como carbohidratos
complejos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos; (6) mantienen la concentracion
osmotica celular; y (7) catalizan el ingreso y egreso de moléculas sefial que median la
comunicacion intercelular (Busch & Saier, 2002). En su mayoria, los procesos de
transporte transmembrana son mediados por proteinas integrales, muchas de las cuales
funcionan en conjunto con receptores extra-citoplasmaticos o dominios de receptores,
asi como también con proteinas regulatorias. Cada complejo de estas proteinas o
dominios de proteinas es referido como un sistema de transporte. Entonces, un sistema
de transporte es una proteina o un complejo proteico que cataliza una reaccién
vectorial, independientemente de la catalisis de una reaccion quimica o de una reaccién
de transferencia de electrones que impulsa el proceso vectorial.

El transporte de solutos organicos como azlcares, aminoacidos, péptidos,
neurotransmisores y drogas a través de las membranas celulares procede via

transportadores activos y pasivos especializados (Figura 13).

molécula transportada
o O proteina Q@ proteina e
de canal transponadora O=0 O
/" T O ﬂD
bicapa gradiente
lipidica elﬂc’trnﬂu’mi:u
] CO
difusian difusidn difusion
simple mediada mediada por
_por canal transportador, | j
TRANSPORTE PASIVD TRANSPORTE ACTIVO
(DIFUSION FACILITADA)

Figura 13. Transportadores de membrana (Alberts et al. 2002).
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Los transportadores activos acoplan el transporte de solutos al consumo de energia y
pueden dividirse en dos clases: transporte acoplado a iones y transporte ATP-
dependiente. El transporte acoplado a iones utiliza gradientes electroquimicos para
traslocar solutos. En general estos transportadores usan el simporte de H*, Na*, ClI" y/o
el antiporte de K*. El gradiente electroquimico es mantenido por H* o Na*/K*-ATPasas
localizadas en las membranas celulares. Los transportadores ATP-dependientes son
energizados directamente por la hidrdlisis de ATP y traslocan sustratos heterogéneos.
El transporte pasivo incluye el transporte facilitado y los canales, que permiten la
difusién de solutos a través de las membranas (Hediger 1994).

La difusion facilitada implica el movimiento de las moléculas en la direccién determinada
por sus concentraciones relativas dentro y fuera de la célula. No interviene ninguna
fuente de energia externa; el transito de solutos es mediado por proteinas que permiten
a las moléculas transportadas atravesar la membrana sin interaccionar directamente
con su interior hidrofdbico. Las proteinas canal forman poros abiertos a través de la
membrana y permiten la libre difusion de cualquier molécula del tamano y carga

apropiados (Cooper & Hausman 2007).

Transportadores en Trypanosoma cruzi

En muchos casos, los procesos de transporte son el primer paso de una ruta metabdlica
y de ellos depende la disponibilidad de sustratos dentro de la célula. Una de las
caracteristicas comunes a los organismos parasitarios es el probable reemplazo durante
la evolucion de las rutas biosintéticas anabdlicas por sistemas de transporte. Los
transportadores pueden ser considerados sensores ambientales celulares,
respondiendo a la presencia de sus moléculas sustrato en el medio extracelular, y
haciendo posible su disponibilidad para procesos fisioldgicos. Esto es particularmente
importante en organismos que han de soportar un amplio rango de variaciones en su
entorno, como el parasito T. cruzi (Bouvier et al. 2004).

Las propiedades cinéticas, termodinamicas y mecanicas de los procesos de transporte
determinan la disponibilidad de un sustrato en el medio intracelular. Esto hace que la
caracterizacion de los transportadores sea una meta importante en la investigacidon

metabdlica y el disefio de drogas (Gaspar E Canepa et al. 2004).
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Transporte de glucosa

El pardsito T. cruzi no posee reservas intracelulares de glucosa en forma de glucégeno o
almiddn y dado que este carbohidrato es la fuente de carbono principal en los estadios
presentes en el hospedador mamifero, la glucosa debe ser importada del entorno, por
ejemplo desde la sangre del mamifero, a través de algln sistema transportador de
glucosa (Barrett et al. 1998).

Por el momento se ha descrito un Unico sistema de transporte de glucosa en T. cruzi,
presente tanto en epimastigotes como en tripomastigotes. Se trata de un sistema de
difusién facilitada, con alta afinidad por la glucosa, que también reconoce D-fructosa y
esta relacionado con los que se han encontrado en Leishmania spp., T. brucei, T. vivax y
Crithidia fasciculata (Tetaud et al. 2000; Tetaud et al. 1997; Barrett et al. 1998; Pereira
& Silber 2012).

Transporte de poliaminas

Las poliaminas catidnicas, como la putrescina, cadaverina, espermina y espermidina se
requieren para multiples procesos bioldgicos como el crecimiento celular, desarrollo,
sintesis de proteinas, y para progresar a lo largo del ciclo de vida (Landfear 2011). La
mayoria de los organismos sintetiza su propia putrescina a partir de ornitina por accién
de la ornitina decarboxilasa (ODC) o, en plantas y bacterias, a partir de arginina (via
agmatina) por accion de la arginina decarboxilasa (ADC) (Tabor & Tabor 1984). Sin
embargo, muchas células poseen ademas sistemas dependientes de energia para
incorporar di- y poliaminas. Estos pueden ser utilizados para suplementar la sintesis de
novo con la captacién de di- y poliaminas desde el ambiente; en particular, en respuesta
a una amplia variedad de factores de crecimiento, hormonas y otros estimulos que
provocan el crecimiento celular o cuando la sintesis de novo se encuentra bloqueada
(Seiler et al. 1996).

En contraste con otros tripanosomatidos, el parasito T. cruzi es auxétrofo para la sintesis
de novo de poliaminas ya que carece de las enzimas ADCy ODC para sintetizar putrescina
(Carrillo et al. 1999; Carrillo et al. 2003); sin embargo si posee las enzimas necesarias
para convertir la putrescina, una vez ingresada, en espermidina y espermina (Birkholtz

et al. 2011). Es por esto que la disponibilidad intracelular de poliaminas depende
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exclusivamente de procesos de transporte. Al respecto, en T. cruzi fueron caracterizados
bioguimicamente dos sistemas con alta afinidad para las diaminas putrescina y
cadaverina y de baja afinidad para espermina y espermidina (Gonzalez et al. 1992; Le
Quesne & Fairlamb 1996). Estos sistemas se regulan por las condiciones de crecimiento
y son de particular importancia ya que las poliaminas son precursoras en la sintesis de
tripanotion, un conjugado de glutation-espermidina fundamental para el equilibrio
redox intracelular en tripanosomatidos (Krauth-Siegel et al. 2003). Esto destaca la
importancia de los sistemas de transporte para cubrir las necesidades metabdlicas del
parasito.

El primer gen codificante para un transportador de poliaminas eucariota fue clonado en
Leishmania major, y al realizar una busqueda bioinformatica en T. cruzi se identificaron
dos ORFs con 41% de identidad de secuencia aminoacidica con respecto a éste, y 95%
de identidad entre ellos (Hasne & Ullman 2005; Hasne et al. 2010).

Posteriormente en nuestro laboratorio se identificé el gen TcPAT12 (GeneDB: TcCLB.
504213.110) como transportador de poliaminas, primero mediante estudios de
expresidon en ovocitos de Xenopus laevis y mas recientemente por sobre-expresién en el

parasito T. cruzi (Carrillo et al. 2006; Reigada et al. 2016).

Transporte de aminoacidos

Los transportadores de aminoacidos son las primeras proteinas que entran en contacto
con los solutos del entorno del parasito, y en numerosos casos funcionan no sélo como
permeasas sino también como sensores ambientales. Como ya se ha mencionado
anteriormente, los aminodcidos pueden ser obtenidos por biosintesis a partir de
precursores metabdlicos, por transporte activo desde el medio o por degradacion de
proteinas. En muchos casos los procesos de biosintesis fueron parcial o totalmente
reemplazados en la evolucidn por procesos de transporte.

Existen varios trabajos sobre descripciones bioquimicas de los procesos de transporte
de aminoacidos en tripanosomatidos. Se ha identificado un sistema de transporte de
aspartato de alta afinidad, que también puede transportar glutamato. La actividad de

este transportador es sensible al pH, registrandose incrementos en la actividad a medida
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gue el pH disminuye desde 8 a 4 (Canepa et al. 2005). Esta caracteristica es comun a casi
todos los transportadores de aminoacidos caracterizados hasta el momento.

También se estudid el transporte de cisteina, observdndose que se trata de un
transporte altamente especifico, ya que no se inhibe en presencia de otros aminoacidos
como metionina, arginina, glutamato, prolina, glicina y serina (Canepa et al. 2009).
Utilizando datos preliminares del genoma no ensamblado de T. cruzi, se realizaron
analisis bioinformdaticos buscando posibles genes codificantes para transportadores de
aminodcidos en el parasito. De este modo se identificd a la familia de transportadores
de aminoacidos y derivados AAAP (Amino Acid/Auxin Permease) como la mas
representada en el genoma, abarcando permeasas con caracteristicas de simporters
H*/aminodacido. De esta forma, se identificaron como miembros de la familia TCAAAP 36
posibles transportadores de aminodcidos, los cuales fueron agrupados en 12 grupos
principales con identidad de mas del 70% dentro de cada grupo (Figura 14) (Bouvier et
al. 2004). La presencia de tantos genes codificantes para una misma familia de
transportadores de aminoacidos corrobora la importancia de estas proteinas en la

biologia del parasito T. cruzi.
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Figura 14. Clasificacion de los genes TcCAAAP(Bouvier et al. 2004). Los genes fueron nombrados de
acuerdo al organismo T. cruzi (Tc), la familia del transportador (AAAP), y los tres ultimos numeros del ID
sistemdtico de la base de datos de genes TriTrypDB, (http://www.tritrypdb.org/).

La primera caracterizacion molecular y funcional de un transportador de aminoacidos
de T.cruzi fue realizada en nuestro laboratorio y consistié en la identificacién del

miembro de la familia TCAAAP denominado TcAAP7 (previamente TcAAAP545) como un
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transportador de lisina de alta afinidad mono-especifico. Esta especificidad de sustrato
representa una importante diferencia con respecto al insecto vector y al hospedador
mamifero, cuyas permeasas co-transportan lisina y arginina, ya que poseen
transportadores generales de aminoacidos catidnicos (Inbar et al. 2012).

Respecto al transporte de arginina se han caracterizado dos sistemas de transporte de
arginina en T. cruzi, siendo uno de baja afinidad y otro de alta afinidad, y en nuestro
laboratorio hemos identificado, por expresion heteréloga en levaduras y por sobre-
expresion en epimastigotes de T. cruzi, un transportador de arginina denominado
TcAAAP411 (Pereira et al. 1999; Gaspar E. Canepa et al. 2004; Carrillo et al. 2010;
Miranda et al. 2012). Al igual que el transportador de lisina, esta permeasa presenta una
elevada especificidad por su sustrato, arginina, y sugiere que en la familia TcCAAAP
predominan los transportadores mono-especificos.

La importancia de encontrar y confirmar la presencia de proteinas pertenecientes a la
familia AAAP en T. cruzi radica en la ausencia de estas permeasas en mamiferos, y en
consecuencia, se propuso que estos transportadores podrian ser blancos prometedores

para drogas terapéuticas (Carrillo et al. 2010).

Transporte de prolina

Se han caracterizado dos sistemas de transporte para prolina en T. cruzi, el sistema A de
alta afinidad (Km= 0.31 mM), y el sistema B de baja afinidad (Km= 1.36 mM). Ambos
transportes son activos e independiente de cationes Na* o K*, pero uno utiliza ATP como
fuerza impulsora (sistema B), mientras que el otro utiliza un gradiente de H* a través de
la membrana plasmatica (sistema A) (Silber et al., 2002). Si bien se ha reportado la
inhibicion de ambos sistemas ante la presencia de algunos aminoacidos, cada sistema
presentd una respuesta Unica y no necesariamente igual, y ademds demostraron ser
estereoespecificos ya que el isdémero D-prolina no modificd el transporte para ninguno
de los sistemas. Teniendo en cuenta que el ciclo de vida del parasito se desarrolla en
ambientes que presentan condiciones muy diferentes en cuanto a pH, temperatura y
disponibilidad de nutrientes entre otras, no sorprende encontrar mas de un sistema de
transporte, presentando diferentes afinidades, y por ende, teniendo la capacidad de

funcionar en diferentes contextos.
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Hipotesis y Objetivos




La hipotesis de este trabajo es que la inhibicidn del transporte de prolina (y por lo

tanto de su disponibilidad intracelular) produce la pérdida de viabilidad de los parasitos.

El objetivo general de este trabajo es la caracterizacion funcional del
transportador de prolina del parasito T. cruzi y su participacion en la regulacion de
procesos tales como la resistencia a estrés y drogas tripanocidas. A partir de los datos
obtenidos se buscaran compuestos capaces de inhibir dicho transporte y que posean

accion tripanocida.

Los objetivos especificos que se plantean son:

= |dentificacion y validacion del gen correspondiente al transportador de
prolina de T. cruzi mediante complementacion en levaduras.

= Generacion de parasitos transgénicos que sobre-expresen el
transportador para posteriores ensayos funcionales.

= Analisis de la actividad y especificidad de la permeasa.

Rol del transporte de prolina en el metabolismo energético.

Estudio de la respuesta a estrés y a drogas tripanocidas.

Estudio de la regulacidn del transportador de prolina.

Prueba de diferentes andlogos de prolina como posibles inhibidores del

transporte de dicho aminoacido y su andlisis como agentes tripanocidas.
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Materiales y Métodos
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Soluciones y medios utilizados

Medio LB: NaCl 5 g/I; Extracto de Levadura 5 g/I; Triptona 10 g/I. Para los medios sélidos
se utilizé 2% de Agar. Para las placas con antibiético se utilizé ampicilina (100 pg/ml).
Para placas de seleccién de colonias “blancas/azules” se colocé en las placas X-Gal (0,2%
concentracion final) e IPTG (0,4 mM concentracion final).

Medio YPD: Extracto de levadura 10 g/|; Peptona 20 g/I; Glucosa 20 g/I. Para los medios
solidos se utilizd 3% agar. Las placas fueron suplementadas con ampicilina (100 pg/ml).

Medio SC (completo): Base nitrogenada de levaduras (YNB, sin aminoacidos ni amonio)
6.7 g/l; Glucosa 20 g/I; Adenina, Arginina, Cisteina, Leucina, Lisina, Treonina, Triptofano
0.1 g/l c/u; Aspartato, Histidina, Isoleucina, Metionina, Fenilalanina, Prolina, Serina,
Tirosina, Valina 0.05 g/l c/u. Para los medios sélidos se utilizd 3% agar. Las placas fueron
suplementadas con ampicilina (100 pg/ml).

Medio Minimo (MM): Base nitrogenada de levaduras (YNB, sin aminoacidos ni amonio)
1.7 g/l; Glucosa 20 g/I. Para los medios sdlidos se utilizd 3% agar. Las placas fueron
suplementadas con ampicilina (100 pg/ml). Este medio se utilizé para seleccionar
levaduras transformadas en base a la complementacién de auxotrofia de uracilo.

Medio Minimo (MM) +Pro: Base nitrogenada de levaduras (YNB, sin aminoacidos ni
amonio) 6.7 g/l; Glucosa 20 g/I; Prolina 0.1 mM. Para los medios sélidos se utilizé 3%
agar. Las placas fueron suplementadas con ampicilina (100 pg/ml).

Medio BHT: Extracto Cerebro-Corazén 33 g/l; Triptosa 5 g/lI; KCl 0.4 g/I; Na;HPO4 4 g/I;
Glucosa 0.3 g/l. Llevar a pH 7.4. Antes de utilizar se completd con Suero Fetal Bovino
10%, Estreptomicina 100 ug/ml, Penicilina 100 U/ml y Hemina 20 pg/ml.

Medio SOB: NaCl 0.5 g/I; Triptona 20 g/I; Extracto de levadura 5 g/I; KCl 1M 2.5 ml. pH
7. Antes de usar el medio, se agregé MgCl, 2M 5 ml/I.

Buffer TAE 50X: Tris Base 242 g/I; Acido Acético Glacial 57.1 ml/I; EDTA 0.5 M (pH8) 100
ml/I.

Buffer de Siembra 6X (Loading Buffer): Azul de Bromofenol 0.25% p/v; Xileno cianol
0.25% p/v; Glicerol 30%.

Buffer Taq 1X: KCI 5 mM; Tris-HCI (pH 9) 10 mM; TritonX-100 0.1%.
Solucion PI: Tris-HCI (pH 8) 25 mM; EDTA (pH 8) 10 mM; Glucosa 50 mM.
Solucién Pll: NaOH 0.2 N; SDS 1%.

Solucion PIIl: Acetato de Potasio (pH 4,8) 3 M.
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PBS 10X: KCI 2 g/I; NaCl 80 g/I; KH2PO4 2 g/l; Na;HPO4 6.1 g/I.

Buffer TE 1X: Tris-HClI 10 mM (pH 8); EDTA (pH 8) 1 mM.

Buffer TE/AcLi: TE 1X; Acetato de Litio 100 mM.

Buffer TE/AcLi/PEGaoo0o: TE 1X; Acetato de Litio 100 mM; PEGao00 40%.

PIC: Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1 equilibrado con buffer Tris.

Cracking Buffer 5X: Glicerol 50% v/v; DTT 7.7% p/v; SDS 10% p/v; Tris-HCl pH 6.8 0.4 M;
Azul de Bromofenol 0.002% p/v.

Rojo Ponceau: 0.2% Ponceau S; 0.5% Acido Acético. Llevar a volumen con agua.
Buffer de Electroporacion: PBS 1X; MgCl, 0.5 mM; CaCl; 0.1 mM.

Buffer Tris-Glicina-SDS: Tris Base 30.3 g/|; Glicina 144 g/I.

Buffer de Transferencia 10X: Tris Base 30.3 g/I; Glicina 144 g/|; Metanol 20%.
Buffer T-PBS: PBS 1X; Tween20 0.05%.

Buffer T-PBS-leche: PBS 1X; Tween20 0.05%; Leche Descremada en polvo 5%.
Buffer de lisis para parasitos: Tris 10 mM pH 7.5; EDTA 100 mM; SDS 0.1%.

Buffer INOUE: MnCl,-4H,0 10.88 g/I; CaCl,-2H,0 2.2 g/I; KCl 18.65 g/I; PIPES (0.5 M
pH 6.7) 10 ml/I. Llevar a volumen con agua destilada y esterilizar por filtracién.

Solucién de tincidn con azul de Coomasie: Coomassie R250 0.25% (v/v); Metanol 30%;
Acido Acético Glacial 10%.

Solucién de destincién: Metanol 50%; Acido Acético Glacial 10%; Agua 40%.

Manipulacion de microorganismos

Cultivo de epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Se utilizaron las cepas de Trypanosoma cruzi MJ-Levin (MJL) e Y (DTUs Tcl y Tcll
respectivamente). Los epimastigotes de las diferentes cepas fueron cultivados en 5 ml
de medio de cultivo BHT a 28 °C en botellas de 25 cm?.

Los repiques de mantenimiento se llevaron a cabo cada 7 a 10 dias inoculando medio
fresco con epimastigotes seguin un factor de 1:100 respecto del cultivo parental para la
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cepa MJL y 1:10 para la cepa Y. Los epimastigotes transgénicos se cultivaron en las
mismas condiciones con el agregado de neomicina (500 pg/ml).

Para evaluar el estado y densidad de los cultivos de parasitos se los observd en el
microscopio utilizando una cdmara hemocitométrica (cdmara de Neubauer).

Cultivo de levaduras

Las levaduras utilizadas se crecieron en placas de cultivo con el medio de seleccién
correspondiente. Ademas se agregd ampicilina a fin de disminuir la posibilidad de
contaminaciones.

Saccharomyces cerevisiae cepa MG266: gapl-1, put4-1.

Saccharomyces cerevisiae cepa YOR348c: MATa; ura3A0; leu2A0; his3A1; met15A0;
YOR348c::kanMX4.

Cultivo de bacterias

Las bacterias se crecieron en placas de cultivo o en tubos de 15 ml 0 50 ml. En el caso de
bacterias transformadas con pldsmidos, se agregé el antibidtico correspondiente.

Escherichia coli cepa DH5a: F-$80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A-.

Técnicas de biologia molecular

Bacterias competentes

Se inocularon tres erlenmeyers conteniendo 250 ml de medio SOB con 10 ml, 4 mly 2
ml de un cultivo de Escherichia coli saturado, respectivamente. Se incubaron a 18-22 °C
con agitacion moderada. La densidad éptica fue monitoreada a 600 nm y el primer
cultivo en alcanzar una absorbancia de 0.55 ODsoo/ml fue colocado en hielo por 10
minutos. Se cosecharon las células por centrifugacidn a 2500 x g durante 10 minutos a
4 °C. Luego se resuspendieron las bacterias suavemente en 80 ml de solucién Inoue fria.
Nuevamente se centrifugd la suspensién a 2500 x g durante 10 minutos a 4 °C y las
bacterias fueron suavemente resuspendidas en 20 ml de solucion Inoue fria. Se
agregaron 1.5 ml de DMSO, se dividié la suspensidn en alicuotas en tubos estériles, los
cuales fueron inmediatamente congelados en un bafio de nitrégeno liquido. Los tubos
se almacenaron a -70 °C hasta su utilizacion (Inoue et al. 1990).
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Transformacion de bacterias

Las bacterias fueron transformadas por el método de “Shock-Térmico”: las bacterias
competentes fueron incubadas con el ADN durante 15 minutos en hielo y sometidas a
un golpe térmico a 42 °C durante 90 segundos. Rapidamente fueron recuperadas con el
agregado de 1 ml de medio LB incubando a 37 °C por 15 minutos. Finalmente fueron
centrifugadas a baja velocidad y sembradas en placas con LB agar conteniendo el
antibidtico correspondiente. Se realizaron controles de viabilidad.

Levaduras electrocompetentes

Se inocularon 50 ml de medio YPD con la levadura deseada y se dejo crecer a la
temperatura adecuada con agitacién durante la noche. Se cosecharon las células por
centrifugacién a 2500 x g durante 5 minutos. Las células fueron lavadas 3 veces con agua
fria estéril y luego 2 veces con glicerol 10% frio. Por ultimo se descarté el sobrenadante
y las células fueron resuspendidas en 1 ml de glicerol 10% frio y se mantuvieron en hielo
hasta su uso.

Electroporacion de levaduras

Se mezclaron 50 ul de levaduras electrocompetentes con 50 pg del pldasmido
correspondiente en una cubeta de electroporacidn. Se realizé la electroporacidn con los
siguientes parametros: 2.5 volts, 25 uF y 250 Q. Las células se recuperaron agregando
inmediatamente 1 ml de medio YPD e incubando a la temperatura adecuada durante 30
minutos. Se plaquearon 150 pl de la transformacion en placas con el medio de cultivo
adecuado y se colocaron en estufa. Se realizaron controles de cepa y de viabilidad.

Transformacion de levaduras por Acetato de Litio

Se utilizd un protocolo adaptado del método de litio/polietilenglicol (Gietz et al. 1995).
Se inocularon 50 ml de medio YPD con 0.3 OD de un cultivo de levaduras de la cepa
deseada crecido durante toda la noche a temperatura adecuada. Una vez que el nuevo
cultivo alcanzé la fase exponencial de crecimiento, se lavé con 10 ml de buffer TE, se
concentré a 1 OD/100 pl con buffer TE/AcLi y se incubd a 30 °C con agitacion suave
durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se tomaron alicuotas de 100 ul de la
suspension celular a las que se afiadié una solucién que contenia el ADN plasmidico
diluido en buffer TE con 1 mg/ml de ADN de esperma de salmén. Se agregaron 700 pl
de una solucién TE/AcLi/PEGaooo a cada reaccion de transformacion, y luego se incubd a
30 °C por 30 minutos. A continuacion se agregaron 88 pl de DMSO y se incub6 10
minutos a 42 °C. Después se lavd dos veces con buffer TE, se resuspendié en 100 ul del
mismo buffer y se procedid a inocular placas de cultivo. Se realizaron controles de cepa
y viabilidad.
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Ensayos de complementacion en levaduras

Para la seleccién de las levaduras MG266 se prepararon placas conteniendo un medio
minimo (MM) con prolina como Unica fuente de carbono. Como control de viabilidad se
utilizé el medio rico YPD.

Para la seleccidn de las levaduras YOR348c se prepararon placas conteniendo un medio
minimo con los aminodcidos leucina, histidina y metionina (MM +Leu+His+Met). El
plasmido de expresidon p416 complementa la auxotrofia de uracilo porque posee el gen
de la orotidin-5-fosfato decarboxilasa (URA3). Como control de viabilidad se utilizd
medio YPD, y como control de cepa se plaguearon en medio MM -URA levaduras sin
transformar.

Electroporacion de epimastigotes de T. cruzi

Aproximadamente 108 pardasitos fueron recolectados por centrifugacién a 3000 x g,
luego fueron lavados con buffer de electroporacidn y finalmente fueron resuspendidos
en 400 pl del mismo buffer. Los parasitos fueron colocados en una cubeta de
electroporacién de 0.2 cm (BioRad) junto con 50 ug de ADN, y fueron sometidos a un
pulso de 400 V y 500 uF, obteniéndose una constante de tiempo de aproximadamente
5 ms. Posteriormente las células se diluyeron en 5 ml de medio BHT y se cultivaron a 28
°C. A las 24 h posteriores a la transfeccién se adiciond el respectivo agente de seleccién
y a las 48 h se repico el cultivo con un factor de dilucién 1:10 manteniendo la presién de
seleccion. Estos cultivos se monitorearon periédicamente y cuando las células
recuperaron la tasa de replicacion y la morfologia normal se repitieron los repiques. Esto
se continud hasta que finalizo el periodo de seleccién. Como control de seleccion se
utilizaron epimastigotes transfectados con el mismo vector expresando a la proteina
marcadora GFP.

Manipulacion y obtencion de ADN

Cuantificacion de ADN

Los acidos nucleicos fueron diluidos adecuadamente en agua y se determind la
absorbancia de las soluciones en un espectrofotometro a 260 nm. Las concentraciones
en las soluciones madres se calcularon segin C = (Abs2eomuestra- AbS260bianco)CoxFd, donde
Co=concentracion de acidos nucleicos en la solucion madre; Absasomuestra= lectura de la
absorbancia de la muestra a 260 nm; Absaeo blanco= lectura de la absorbancia del agua
empleada para realizar las diluciones a 260nm, Co= concentracion de una solucién
estandar de acidos nucleicos (este valor se considera de 50 pug/ml para ADN doble

54



cadena, 40 pg/ml para ARN y 33 pg/ml para ADN simple cadena); Fd= factor de dilucion
de la muestra respecto a la solucién madre.

Obtencion de ADN gendomico de T. cruzi

Un cultivo de 1-2 ml de epimastigotes en fase exponencial tardia fue centrifugado a 2000
x g durante 5 minutos y lavado con PBS. Los parasitos fueron resuspendidos en 1 ml de
buffer de lisis, se les agregd 0.5 ml de PIC y se mezcld por inversion. Se centrifugé a
12000 x g por 1 minuto y se volvid a repetir la extraccion con PIC. Luego se extrajo con
0.5 ml de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se precipité el ADN con el agregado de
un volumen de isopropanol centrifugando durante 20 minutos a maxima velocidad. El
precipitado se lavé con etanol 70% v/v y se resuspendié en 100-200 pl de agua.

Obtencion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico fue purificado mediante un protocolo adaptado del método de lisis
alcalina (Birnboim & Doly 1979). A partir de 3 ml de cultivo saturado de Escherichia coli,
se cosecharon las bacterias por centrifugacién a 15000 x g durante 5 minutos. Se
descartd el sobrenadante y se resuspendid el precipitado bacteriano en 100 ul de
soluciéon de resuspensidn Pl con vigorosa agitacion. Se adicionaron 200 ul de solucién Pl
y se homogenizd cuidadosamente, provocando la ruptura celular con la consiguiente
liberacion y desnaturalizacion de ADN gendmico y plasmidico. Se re-naturalizé el ADN
por el agregado de la solucién PIll, se homogenizé cuidadosamente y se centrifugd a
16000 x g durante 10 minutos, provocando la precipitacion del ADN gendmico. Se
recupero el sobrenadante y se adicionaron 0.5 ml de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1), se emulsionaron las fases mediante fuerte agitacion y se centrifugd a 16000 x g
durante 1 minuto. Se recuperd la fase acuosa y se repitid la extraccién orgdnica.
Finalmente se precipitd el ADN plasmidico por el agregado de 0.5 ml de isopropanol,
homogenizacion y centrifugacion por 15 minutos a 16000 x g. Se descartd el
sobrenadante y se lavo el precipitado obtenido con etanol 70% v/v y posterior
centrifugacidn a 16000 x g por 5 minutos. Se descarto el sobrenadante y se dejo secar el
precipitado a temperatura ambiente. Finalmente, el ADN plasmidico se resuspendid en
32 ul de agua. EI ADN asi purificado fue utilizado en digestiones analiticas y preparativas
durante la construccion de los diferentes vectores de este trabajo.

Para preparar ADN de alta pureza para secuenciar se prosiguio con el agregado de 8ul
de NaCl 4 My 40 ul de PEGsooo 13% estéril. Se mezcld vigorosamente y se incubo en hielo
al menos durante 20 minutos. Se centrifugd a maxima velocidad por 15 minutos a 4 °C.
El precipitado se lavd con etanol 70%, v/v se secé y se resuspendié en 20 pl de agua
estéril.
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Secuenciacion de ADN

Los plasmidos a analizar fueron debidamente amplificados en cultivos de Escherichia
coli, purificados por precipitacién con PEG, cuantificados, diluidos a 200 ng/ul y enviados
a Macrogen Inc (Seul, Corea) donde fueron secuenciados.

Reacciones en cadena de la ADN polimerasa (PCR)

Las diferentes PCRs con Taq ADN polimerasa (Promega) fueron llevadas a cabo en el
buffer provisto por los fabricantes con 10 - 1000 ng de ADN, 2 mM de MgCl,, 200 uM de
dNTPs y 10 pmol de cada oligonucleétido en un volumen final de 50 pl. Las
amplificaciones se realizaron de acuerdo a los siguientes ciclos: a) Desnaturalizacion
inicial: 5 minutos a 95 °C; b) 30 ciclos. Desnaturalizacion: 30 segundos a 95 °C; Anidado:
1 minuto a la temperatura (*) indicada para cada oligonucleétido; Elongacion: 1 minuto
por cada Kpb a amplificar a 72 °C; c) Elongacién final: 10 minutos a 72 °C. Se realizaron
controles de amplificaciéon y de contaminacion. El equipo de PCR utilizado fue un
termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf). La amplificacién se chequed por
electroforesis en agarosa. La temperatura de anidado (*) utilizada fue la sugerida por el
programa Vector NTI Advance® v.10 (Invitrogen) teniendo en cuenta la procesividad de
la enzima Taq y la composicién de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacidon
de ADN.

La amplificacion se chequed por electroforesis en gel de agarosa utilizando un marcador
de peso molecular.

Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las enzimas utilizadas fueron de New England Biolabs (NEB) y de Promega. Se utilizaron
5 U de enzima por pg de ADN a digerir incubando en los buffers y temperatura sugeridos
por el fabricante durante un minimo de 3hs.

Preparacion de vectores y fragmentos de ADN

Los vectores utilizados fueron digeridos con las enzimas de restriccion indicadas vy
purificados mediante electroforesis en geles de agarosa. Las bandas correspondientes
fueron aisladas y extraidas con el kit de extraccion “Gen Elute™ Gel Extraction Kit”
(Sigma Aldrich) segun las instrucciones del fabricante. Para la purificacién de productos
de PCR se utilizaron las mismas columnas comerciales.

Ligacion de fragmentos de ADN

Las ligaciones se realizaron con una relacién molar inserto:vector de 3:1 utilizando 50 ng
de vector en un volumen final de 20 pl con 100 U de T4 ADN ligasa (NEB). Las
incubaciones fueron realizadas a 4 °C durante toda la noche.
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Para la ligacion de productos de PCR al vector pGEM-T Easy (Promega) se prosiguié de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Los geles de agarosa utilizados se prepararon en buffer TAE 1X al 1-2 % (de acuerdo al
tamafio de banda a visualizar) con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio. Las corridas
electroforéticas se realizaron a 10 V/cm. Antes de la siembra, las muestras se
resuspendieron con el correspondiente volumen de buffer de siembra 6X. Los geles
fueron visualizados en un transiluminador (UVP) y fotografiados.

Técnicas para andlisis de proteinas

Preparacion de extractos de epimastigotes

Para los ensayos de Western Blot los parasitos fueron contados, lavados dos veces con
PBS y resuspendidos directamente en buffer de siembra 1X a una densidad de 2-5 x108
parasitos/ml.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida desnaturalizantes
(SDS-PAGE)

Las muestras diluidas en buffer de siembra 1X se prepararon calentdndolas por 5
minutos a 100 °C. Luego se sembraron en geles desnaturalizantes (0,1% SDS, 12-15%
acrilamida) y se corrieron en buffer Tris-Glicina-SDS 1X (Laemmli, 1970). Los marcadores
de peso molecular utilizados cubrian los rangos de 14,3 a 200 KDa (High range, Rainbow,
Low range, BioRad). Se utilizd el equipo miniPROTEAN 3 BioRad. Los geles fueron
tefiidos con azul de Coomassie y luego lavados con solucion destefiidora.

Western Blot

Las muestras a analizar por WB fueron resueltas en geles de acrilamida
desnaturalizantes (12-15%) y transferidas a membranas PVDF (Pierce), previamente
activadas con metanol, durante 1 hora a 100 V en un equipo de transferencia semi-seca
(Trans-Blot SD, BioRad). Se controld la eficiencia de la transferencia tifiendo la
membrana con Rojo Ponceau. Las membranas fueron bloqueadas en buffer T-PBS con 5
% de leche en polvo descremada durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion
e incubadas con el anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo por 12 horas a 4
°C. Posteriormente las membranas fueron lavadas 3 veces con T-PBS e incubadas con el
anticuerpo secundario (a-IgG) conjugado con peroxidasa de rabanito (HRP, HorseRadish
Peroxidase) diluido en solucion de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente con
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agitacion. Las membranas fueron lavadas 3 veces con T-PBS y reveladas con el reactivo
para quimioluminiscencia Supersignal™ West Pico (Pierce).

Anticuerpos primarios utilizados:
- a-Flag monoclonal hecho en ratéon (F1804, Sigma Aldrich). Dilucién 1:4000
- a-AK policlonal hecho en ratén (producido en nuestro laboratorio). Dilucidn
1:4000
Anticuerpos secundarios utilizados:
- a-ratén HRP hecho en caballo (PI-2000, Vector Labs). Dilucion 1:2500

Fijacion de pardsitos e Inmunofluorescencias Indirectas

Aproximadamente 5x107 parasitos fueron recolectados, lavados con PBS vy
resuspendidos en 500 ul del mismo buffer. Se colocaron 200 pl de la suspensién en
portaobjetos pre-tratados con poli-lisina durante 20 minutos. Los parasitos adheridos al
vidrio se fijaron con paraformaldehido al 4% por 20 minutos y se permeabilizaron con
metanol a -4 °C por 5 minutos. Para las inmunofluorescencias las muestras se lavaron 3
veces con PBS y se bloquearon durante 10 min con BSA al 1% en PBS. Luego, en una
camara humeda, se incubd durante 45 minutos con el anticuerpo primario diluido en la
solucion de bloqueo, se lavé 3 veces con PBS y se incubd durante 30 minutos mas con el
anticuerpo secundario conjugado al fluoréforo correspondiente en solucion de bloqueo.
Los parasitos fueron lavados tres veces con PBS y montados con liqguido de montaje
Vectashield (Vector Labs) conteniendo DAPI. Se observaron los parasitos en un
microscopio de fluorescencia Olympus BX60 con una configuracion orientada a la
microscopia de tripanosomatidos. Las imagenes fueron tomadas con una camara digital
monocromatica refrigerada modelo Olympus XM10 con un sensor CCD Sony.

Anticuerpos primarios utilizados:
- a-Flag monoclonal hecho en ratén (F1804, Sigma Aldrich). Dilucion 1:200
- a-TCLP1 policlonal hecho en conejo (cedido amablemente por el Dr. Carlos
Buscaglia, IIB-INTECH UNSAM, Argentina). Dilucién 1:50
Anticuerpos secundarios utilizados:
- o-ratén Alexa Fluor® 488 hecho en cabra (ab150113, Abcam). Dilucion 1:500
- a-conejo Alexa Fluor ® 594 hecho en cabra (ab150080, Abcam). Dilucién 1:500

Citometrias de flujo

Se recolectaron 107 parésitos, los cuales fueron lavados con PBS y fijados con 500 pl de
etanol 70% v/v a 4 °C durante la noche. Luego los parasitos fijados fueron lavados
nuevamente con PBS e incubados durante 30 minutos a 37 °C con 500 pl de soluciéon de
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tincion con ioduro de propidio (2 mM EDTA, 10 mg/ml RNAsaA libre de ADN, y 20 mg/ml
loduro de Propidio en PBS). Las muestras fueron procesadas en un citdmetro de flujo
FACSAria Il (BD Biosciences), y los resultados fueron analizados con el software FlowJo.
La intensidad de fluorescencia, que es proporcional al contenido de ADN en las
poblaciones de parasitos, se graficé contra el conteo celular para cada punto a fin de
monitorear la progresion del ciclo de vida. Los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado.

Ensayos de transporte

Transporte de metabolitos en levaduras

Las células de S. cerevisiae de la cepa YOR348c transformadas con el vector p416 vacio
o con los genes TcAAAP069 o TcAAAP733 (p416-TcAAAP069 o p416-TcAAAP733
respectivamente) fueron cosechadas en la fase exponencial de crecimiento y
resuspendidas a una OD final de 1 en 100 pl de PBS (1 OD ~ 1x10’ células). La reaccion
comenzé con el agregado de la solucion de transporte conteniendo el aminodcido o la
mezcla de aminoacidos marcados radioactivamente a una concentracién especifica por
un periodo de tiempo determinado. Luego las células fueron lavadas tres veces en PBS
y lisadas con la solucion Pll. Se anadieron 900 pl de liquido de centelleo UltimaGold XR
(Packard Instrument Co.), y se midié la radioactividad de las células en un equipo
contador de centelleo Beckman. La incorporacion inespecifica y el arrastre de marca
radioactiva fueron medidos con la mezcla de transporte en el t0 (tiempo cero), o al
incubar la muestra a 4 °C, o bien utilizando un exceso molar de 100 veces el sustrato a
medir sin marca radioactiva. La viabilidad de las levaduras se control6 mediante
visualizacidén en microscopio. Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado.

Para los ensayos de especificidad de sustrato sélo se utilizaron las levaduras
transformadas con el vector p416-TcAAAP069. Se incubaron las células con la mezcla de
transporte, y ademas se agrego el sustrato a evaluar en una concentracién final de 10
mM, equivalente a una concentracidon 10 veces mayor que la L-prolina. El resto del
ensayo se realizé como se describié anteriormente.

-Mezcla de transporte 2X para prolina: PBS 1X, Prolina 1 mM, L-(3H)-Prolina
(PerkinElmer's NEN® Radiochemicals; 0,4 uCi).

Transporte de metabolitos en epimastigotes de T. cruzi

Se contaron las células en una cdmara hemocitométrica. Se recolectaron alicuotas de
manera tal que contuvieran 1x10’ parasitos y se cosecharon en centrifuga a 2000 x g
durante 5 minutos. Las muestras se lavaron con PBS dos veces, se resuspendieron en
100ul de PBS + Glucosa 2% p/v y se dejaron a 28 °C durante 2 horas. Se incubaron los

59



parasitos con 100 ul de la mezcla de transporte 2X durante el tiempo correspondiente a
28 °C. La reaccion se detuvo afiadiendo 800 pl de PBS frio, las células fueron
centrifugadas a 12000 x g durante 1 minuto, y lavadas dos veces con PBS frio. Los pellets
fueron resuspendidos en 200 pl de agua y se afiadid liquido de centelleo (350 pl)
UltimaGold XR (Packard Instrument Co.). Se midid la radioactividad de las células en un
equipo contador de centelleo Beckman. La incorporacién inespecifica y el arrastre de
marca radioactiva fueron medidos con la mezcla de transporte en el tO (tiempo cero), o
al incubar la muestra a 4 °C, o bien utilizando un exceso molar de 100 veces el sustrato
a medir sin marca radioactiva. La viabilidad de los parasitos se control6 mediante
visualizacién en microscopio. Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado.

Para los ensayos de determinacidn de los pardmetros cinéticos del transporte de prolina
se utilizaron los parasitos Tc069. Se ensayaron las siguientes concentraciones de prolina:
0, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2 y 5 mM. El resto del ensayo se realizd como se
describid anteriormente. Para analizar la inhibicion producida por la D-prolina, se
utilizaron las siguientes concentraciones de prolina: 0, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1y 4 mM;
pero se afadié ademas el D-aminoacido en cada punto de la curva en una concentracién
final de 10 mM, equivalente a una concentracién 10 veces mayor respecto a la L-prolina.

Para los ensayos de inhibicién del transporte de prolina con T4C, hidroxi-prolina, D-
prolina y alanina se utilizaron los parasitos Tc069. Se incubaron las células con la mezcla
de transporte, y ademas se agrego el sustrato a evaluar en una concentracion final de 1
o 10 mM, equivalente a una concentracion igual o 10 veces mayor respecto a la L-
prolina. El resto del ensayo se realizé como se describié anteriormente.

Para los ensayos de inhibicion con los andlogos de prolina se utilizaron parasitos TcGFP
y Tc069. Se evaluaron los analogos en una concentracién final de 40 uM para los ensayos
preliminares, y para las curvas de dosis-respuesta se utilizaron las siguientes
concentraciones: 0, 5, 10, 25, 50 y 100 uM. El resto del ensayo se realiz6 como se
describié anteriormente.

-Mezcla de transporte 2X para prolina: PBS 1X; Prolina 1 mM o 400 uM; L-(3H)-Prolina
(PerkinElmer's NEN® Radiochemicals; 0,4 uCi).

Para los ensayos de especificidad de los analogos se utilizaron pardsitos Tc069 y se
analizé el transporte de una mezcla de aminodcidos y de timidina con todos los
analogos, y de putrescina, lisina y glutamato sélo con los analogos ITP-1B e ITP-1G. La
mezcla de aminodcidos contiene: alanina, arginina, aspartato, glutamato, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, serina, treonina, tirosina y valina.

-Mezcla de transporte 2X para mezcla de aminoacidos: PBS 1X; Aminodacidos 150 uM
c/u; L-(3H)-Aminodécido (PerkinElmer's NEN® Radiochemicals; 0,4 uCi).
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-Mezcla de transporte 2X para timidina: PBS 1X; Timidina 100 pM; (3H)-Timidina
(PerkinElmer's NEN® Radiochemicals; 0,4 uCi).

-Mezcla de transporte 2X para putrescina: PBS 1X; Putrescina 100 uM; L-(3H)-Putrescina
(PerkinElmer's NEN® Radiochemicals; 0,4 uCi).

-Mezcla de transporte 2X para lisina: PBS 1X; Lisina 100 uM; L-(3H)-Lisina (PerkinElmer's
NEN® Radiochemicals; 0,4 uCi).

-Mezcla de transporte 2X para glutamato: PBS 1X; Glutamato 1 mM; L-(3H)-Glutamato
(PerkinElmer's NEN® Radiochemicals; 0,4 uCi).

Determinacion de Prolina Intracelular

Se utilizé la reaccidén colorimétrica de la ninhidrina (Bates 1973). Se recolectaron
10’pardasitos, se lavaron con PBS, se resuspendieron en buffer Tris-HCl 100 mM pH 7 y
luego fueron lisados con ultrasonido. Se centrifugd 10 minutos a 16000 x g, se descartd
el precipitado, y el sobrenadante fue tratado con una solucién de TCA 5% a 4 °C durante
una hora. Nuevamente se centrifugd 10 minutos a 16000 x g y se mezclé el sobrenadante
con la solucion de ninhidrina acida y acido acético glacial durante una hora a 100 °C. La
reaccion se detuvo colocando los tubos en hielo y agregando tolueno, seguido de
agitacion vigorosa. Se recuperd la fase organica en un nuevo tubo y se midio la
absorbancia a 520 nm. La concentracién de prolina intracelular se determiné a partir de
una curva de calibracion.

Determinacion de ATP intracelular

Se utilizé el kit “ATP Bioluminiscence Assay Kit HS I’ (Roche) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se recolectaron 3x10° parasitos, se lavaron
con PBS y se resuspendieron en 300 pl de buffer de dilucién y 300 ul de buffer de lisis,
ambos provistos por el fabricante. Se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente y luego se lisaron mediante un ciclo de congelado y descongelado en
nitrogeno liquido. Las muestras se mantuvieron en hielo hasta su medicién. La
concentracion de ATP se midié en un luminémetro (Triathler Multilabel Tester, Hidex)
mezclando 25 pl de la muestra junto con 25 pl del reactivo luciferasa. Se realizé ademas
una curva estandar de ATP.
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Tratamientos

Estrés Oxidativo

Se recolectaron parasitos en fase exponencial, se los colocé en placas de 24 pocillos, y
se los incubd durante 30 minutos con distintas concentraciones de perdxido de
hidrégeno (0, 0.001, 0.05, 0.075, 0.1, 0.15, 0.2, 0.5 y 1 mM). Luego de ese periodo se
agregd medio de cultivo BHT fresco, de modo tal que los parasitos quedaron en una
densidad final de 0.5x10’ parasitos/ml. Se monitored el crecimiento de los cultivos
durante 96 horas a fin de determinar la concentracién de perdxido de hidrogeno
necesaria para disminuir el crecimiento al 50% (ICso). Como control se realizé el mismo
procedimiento pero sin agregado de perdxido.

Los ensayos con levaduras se realizaron como se describié anteriormente, excepto que
luego de la incubacion con peréxido de hidrégeno se agregd medio de cultivo YPD fresco
y las concentraciones de perdxido evaluadas fueron las siguientes: 0,0.1,0.2,0.4y 1 M.

Estrés Nitrosativo

Se recolectaron pardsitos en fase exponencial, se los colocd en placas de 24 pocillos, y
se losincubd durante 30 minutos con distintas concentraciones de una sal de dietilamina
NONOato (DEA NONOato) que actia como dador de éxido nitrico (NO). Se calculé la
liberacion de NO a modo de evaluar las siguientes concentraciones: 0, 0.001, 0.1, 0.25,
0.5,1,5y 10 mM. Luego de ese periodo se agregd medio de cultivo BHT fresco, de modo
tal que los parasitos quedaron en una densidad final de 0.5x10’ pardsitos/ml. Se
monitored el crecimiento de los cultivos durante 96 horas a fin de determinar la
concentracién de oxido nitrico necesaria para disminuir el crecimiento al 50% (ICso).
Como control se realizd el mismo procedimiento pero en lugar de agregar DEA
NONOQato, se agregd el mismo volumen de DMSO, que fue el solvente en el que se
preparo el dador de dxido nitrico.

Drogas Tripanocidas

Se recolectaron parasitos en fase exponencial, se los colocd en placas de 24 pocillos en
una densidad final de 0.5x107 pardsitos/ml, y se los incubé con distintas concentraciones
de nifurtimox o benznidazol. Se utilizaron las siguientes concentraciones
respectivamente: 0,1, 5,10,50y 100 uM; 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100 y 500 uM. Se monitored
el crecimiento de los cultivos durante 96 horas a fin de determinar la concentracion de
droga necesaria para disminuir el crecimiento al 50% (ICso). Como control se realizé el
mismo procedimiento pero en lugar de agregar benznidazol o nifurtimox, se agrego el
mismo volumen de DMSO, que fue el solvente en el que se prepararon las drogas.

62



Andlogos de Prolina

Se recolectaron parasitos en fase exponencial, se los colocd en placas de 24 pocillos en
una densidad final de 0.5x107 pardsitos/ml, y se los incubé con distintas concentraciones
de cada uno de los analogos (0, 1, 10, 25, 50, 100, 200 y 400 uM -esta ultima sélo para
el compuesto ITP-1D-). Se monitored el crecimiento de los cultivos durante 96 horas a
fin de determinar la concentracién de cada compuesto necesaria para disminuir el
crecimiento al 50% (ICso). Como control se realizé el mismo procedimiento pero en lugar
del analogo se agregd el mismo volumen de DMSO, que fue el solvente en el que se
prepararon los compuestos.

Obtencion de medio de cultivo condicionado

El medio condicionado se obtuvo a partir de un cultivo de epimastigotes mantenido
durante 15 dias sin ser repicado. Se analizé mediante observacion en el microscopio que
no hubiera una cantidad significativa de parasitos lisados. Se centrifugaron 30 ml de
dicho cultivo en un tubo estéril a 2000 x g durante 10 minutos, se traspasé el
sobrenadante a un nuevo tubo estéril y se centrifugd a 12000 x g durante 20 minutos.
Se observé en microscopio el sobrenadante final para corroborar que no hubiera
parasitos en el medio de cultivo condicionado.

Analogos de prolina
ITP-1B: (S)-metil 2-(metil((1-undecil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)propanoato

ITP-1C: (S,Z)-metil 2-(metil((1-(nonadec-10-en-1-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)methil)amino)-
propanoato

ITP-1D: (S)-metil 2-(((1-heptadecil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)(metil)Jamino) propanoato

ITP-1G: (S)-metil 2-metil((1-(3E,7E)-4,8,12-trimetiltrideca-3,7,11-trien-1-il)-1H-1,2,3-
triazol-4-il)methil)Jamino)propanoato

Técnicas bioinformadticas

Las secuencias de los genes utilizados fueron obtenidas de la base de datos TriTrypDB
(http:// http://tritrypdb.org/).
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TcAAAPO69: TcCLB.504069.120 (Tc00.1047053504069.120); TcAAAP229:
TcCLB.504229.110 (Tc00.1047053504229.110); TcAAAP733:  TcCLB.509733.160
(Tc00.1047053509733.160).

El armado de las diferentes construcciones plasmidicas, el andlisis de las secuencias de
ADN vy el disefio de oligonucleétidos fue llevado a cabo mediante el programa Vector
NTI Advance® v.10 (Invitrogen).

Los alineamientos locales se realizaron con el programa BLAST disponible en el NCBI
(http://www.ncbi.nIn.nhi.gov/BLAST/).

El andlisis de prediccion de los pasos transmembrana de los transportadores se realizé
con el programa TOPCONS (http://topcons.cbr.su.se/, Tsirigos et al. 2015) y el diagrama
de las proteinas se realizd con el programa RbDe

(http://icb.med.cornell.edu/services/rbde/diagrams).

La cuantificacién de la carga proteica en la electroforesis en gel de poliacrilamida se
realizé por densitometria con el programa Image) (https://imagej.nih.gov).

Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism v.6
(GraphPad Software Inc).

Plasmidos utilizados

PGEM-T easy (Promega). Para el clonado de todos los productos de amplificacion por
PCR de este trabajo se empled el vector comercial pGEM- T easy (Figura 15). El plasmido
se encuentra previamente linealizado con EcoRV y presenta un nucleétido de
desoxitimidina en cada extremo 3’. Por complementariedad de bases, la ligacion de los
fragmentos de PCR amplificados con Tag ADN polimerasa ocurre con elevada eficiencia.

pPDR196 (Meyer et al. 2006). Plasmido de expresion para levaduras (Figura 16A). Posee
el origen de replicacién 2u (alto numero de copias), el promotor de transcripcion de la
ATPasa de membrana plasmatica (PMA1, promotor constitutivo fuerte) y el gen de la
orotidin-5-fosfato decarboxilasa (URA3) para la seleccion por complementacién de
auxotrofia de uracilo.

p416 (Mumberg et al. 1995). Plasmido de expresidn para levaduras (Figura 16B). Posee
el origen de replicacion en levaduras CEN6/ARSH4 (bajo nimero de copias), el promotor
de transcripcién de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPD, promotor fuerte)
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y el gen de la orotidin-5-fosfato decarboxilasa (URA3) para la seleccién por
complementacidn de auxotrofia de uracilo.

Apal (15)
Neol(38)
Styl (38)

EcoBRV (61)

Spel (65)

Sall (91)

F1 oni Ndel (98)
Saecl (110)

Nsil (128)

pGEM-T easy
3015bp

" pucC ori min

AmpR

Figura 15. Plasmido comercial pGEM-T easy. Se indican la secuencia codificante de la B-lactamasa
(AmpR), los origenes de replicacién (F1 ori y pUC ori min), la secuencia codificante para la -
galactosidasa (lacZ) y las enzimas de restriccidn con corte Unico del sitio multiple de clonado. El
fabricante linealiza el vector en el sitio EcoRV y agrega una desoxitimidina en cada extremo 3’. Si la
ligacidn con el inserto es exitosa, entonces el gen lacZ queda interrumpido y al afadir X-gal en la
placa, este no es degradado y las colonias obtenidas son de color blanco.

PTEX (Kelly et al. 1992). Primer pldsmido de expresidn obtenido para T. cruzi (Figura
17A). Este vector se mantiene mayoritariamente como un elemento de replicacion extra
cromosémico, que puede aumentar considerablemente su tamano formando
concatémeros. Esto se puede exacerbar incrementando la concentracion de antibidtico
y por lo tanto los niveles de expresion del gen de interés también se veran aumentados.
La maduracidn a mensajeros de los transcriptos primarios ocurre gracias a las secuencias
intergénicas de los genes GAPDH.

PTREX (Vazquez & Levin 1999). Plasmido de expresion para T. cruzi derivado del pTEX
por incorporacion del promotor ribosomal (pRIBOTEX) y la secuencia de procesamiento
denominada HX1 del locus de los genes TcP2B (Figura 17B). Este plasmido se integra en
el locus ribosomal y la transcripcién ocurre por la ARN pol | desde su promotor. La
presencia de la secuencia HX1 aumenta considerablemente los niveles de
procesamiento y por lo tanto de expresion del gen de interés.
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Figura 16. Vectores de expresion para levaduras utilizados. A) pDR196. B) p416 GPD. Se indican la
secuencia codificante de la B-lactamasa (AmpR), el origen de replicacion en bacterias (pMB1 ori), los
origenes de replicacion en levaduras (2 micron ori en pDR196, CEN6/ARS4 ori en p416 GPD), los
promotores para levadura (PMA1 en pDR196 y GPD en p416 GPD), el gen para seleccién por
complementacién de auxotrofia (URA3) y las enzimas de restriccion con corte Unico del sitio multiple
de clonado.

PTREXL (Bouvier et al. 2013). Plasmido de expresion para T. cruzi derivado del pTREX
provisto con multiples epitopes de reconocimiento por anticuerpos comerciales (Figura
17C). También se encuentran disponibles dos versiones de este plasmido con proteinas
reporteras que permiten la fusion de la proteina de estudio a GFP (proteina verde
fluorescente) o mCherry (proteina roja fluorescente).

Construcciones genéticas

pDR196-TcAAAP069 y pDR196 de otros miembros de la familia TcCAAAP.
Los vectores se encontraban disponibles en nuestro laboratorio, ya que formaron parte
de los experimentos de la tesis del Dr. Gaspar Canepa. Se utilizaron los siguientes
miembros de la familia TcCAAAP:

-Tc00.1047053504069.120 (pDR196-TcAAAPO69)
-Tc00.1047053510187.540 (pDR196-TcAAAP187)
-Tc00.1047053510245.10 (pDR196-TcAAAP245)
-Tc00.1047053511411.30 (pDR196-TcAAAP411)
-Tc00.1047053510431.30 (pDR196-TcAAAP431)
-Tc00.1047053510507.40 (pDR196-TcAAAP507)
-Tc00.1047053511545.80 (pDR196-TcAAAP545)
-Tc00.1047053511649.100 (pDR196-TcAAAP649)
-Tc00.1047053507659.20 (pDR196-TcAAAPE59)
-Tc00.1047053508707.10 (pDR196-TcAAAP707)
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-Tc00.1047053503837.20 (pDR196-TcAAAP837)
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Figura 17. Vectores de expresidon para Trypanosoma cruzi utilizados. A) pTEX. B) pTREX. C) pTREXL.
Se indican la secuencia codificante de la B-lactamasa (AmpR), el promotor ribosomal (Prom. Rib.), la
secuencia HX1 derivada del locus de los genes TcP2p (HX1), la secuencia intergénica relativa a los
genes GAPDH |y Il (gapdh I-11), la que se encuentra rio abajo del gen GAPDH Il (gapdh Il), el gen cuya
proteina confiere resistencia a G418 (Neo) y las enzimas de restriccién con corte Unico del sitio
multiple de clonado. El vector pTREXL incorpora ademas los epitopes HA, 3xFlag (TriFlag),y a-Tubulina
(aT) y los sitios de clivado para la enteroquinasa EK y para la proteasa TEV.

pGEM-Teasy-TcAAAP069. Se amplificé el gen TcAAAPO69
(Tc00.1047053504069.120) a partir de ADN gendmico de T. cruzi, fue clonado en el
plasmido pGEM-T easy y luego secuenciado para verificar la correcta amplificacidn. Esta
construccion se utilizé como paso intermediario para la generacién de otros plasmidos.
La amplificacidon se realizo con los siguientes oligonucledtidos:

-TcO69F: ATGTCTCATCCAAATGAACC

-TcO69R: CTCGAGTCACTCCACTAAAC

pGEM-Teasy-(Spe)TcAAAP069. Se amplific6 el gen  TcAAAP069
(Tc00.1047053504069.120) a partir de ADN gendmico de T. cruzi, fue clonado en el
plasmido pGEM-T easy y luego secuenciado para verificar la correcta amplificacion. Esta
construccion se utilizé como paso intermediario para la generacién de otros plasmidos.
La amplificacidn se realizd con los siguientes oligonucledtidos:
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-TcO69F-Spe: ACTAGTATGTCTCATCCAAATGAACC (sitio Spel)
-TcO69R: CTCGAGTCACTCCACTAAAC

pGEM-Teasy-TcAAAP733. Se amplificé el gen TcAAAP733
(Tc00.1047053509733.160) a partir de ADN gendmico de T. cruzi, fue clonado en el
plasmido pGEM-T easy y luego secuenciado para verificar la correcta amplificacion. Esta
construccion se utilizé como paso intermediario para la generacion del plasmido p416-
TcAAAP733. La amplificacidn se realizd con los siguientes oligonucledtidos:

-Tc733F: ACTAGTATGGCTTCTCGCGAGGAAAA (sitio Spel)
-Tc733R: GGATCCGCCAAAGACGGAGTCAAACG (sitio BamH])

p416-TcAAAP069. Se generd el plasmido p416-TcAAAPO69 a partir de la ligacion de
los productos de digestidon de las construcciones pGEM-T easy-(Spe)TcAAAP0O69 (inserto)
y p416 GPD (vector). Las enzimas de restriccidn utilizadas fueron Spel y Xhol. La correcta
ligacidn fue verificada por dos digestiones diferentes con enzimas de restriccion.

p416-TcAAAP733. Se genero el plasmido p416-TcAAAPO69 a partir de la ligacién de
los productos de digestién de las construcciones pGEM-T easy-TcAAAP733 (inserto) y
p416 GPD (vector). Las enzimas de restriccion utilizadas fueron BamHI y Xhol. La correcta
ligacion fue verificada por dos digestiones diferentes con enzimas de restriccion.

PTREX-TcAAAPO069. Se generd el plasmido pTREX-TcCAAAPO69 a partir de la ligacion
de los productos de digestion de las construcciones pGEM-T easy-TcAAAPO69 (inserto)
y PTREXL (vector). Las enzimas de restriccién utilizadas fueron EcoRl y Xhol. La correcta
ligacidon fue verificada por dos digestiones diferentes con enzimas de restriccion. Al
utilizar estas enzimas el gen TcAAAP069 quedd fusionado al tag 3xFlag en su extremo
N-terminal.

PTREX-GFP::TcAAAP069. Se gener6 el plasmido pTREX-GFP::TcAAAPO69 a partir
de la ligacién de los productos de digestién de las construcciones pGEM-T easy-
(Spe)TcAAAPO69 (inserto) y pTREXL-GFP (vector). Las enzimas de restriccion utilizadas
fueron Spel y Xhol. La correcta ligacion fue verificada por dos digestiones diferentes con
enzimas de restriccion. Al utilizar estas enzimas el gen TCAAAP069 quedd fusionado a la
proteina verde fluorescente (GFP) en su extremo N-terminal.

pTREX-mCherry::TcAAAP069. Se genero el plasmido PTREX-
mCherry::TCAAAPO69 a partir de la ligacién de los productos de digestion de las
construcciones pGEM-T easy-(Spe)TcAAAP069 (inserto) y pTREXL-mCherry (vector). Las
enzimas de restriccion utilizadas fueron Spel y Xhol. La correcta ligacién fue verificada
por dos digestiones diferentes con enzimas de restriccion. Al utilizar estas enzimas el
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gen TcAAAPO69 quedd fusionado a la proteina roja fluorescente (mCherry) en su
extremo N-terminal.

pTREX-mCherry::TcAAAP411. Este plasmido se encontraba disponible en nuestro
laboratorio ya que fue utilizado para los experimentos de mi tesis de licenciatura, cuyos
resultados se encuentran publicados (Miranda et al. 2012). El gen correspondiente al
TcAAAP411 es el Tc00.1047053511411.30.

pTEX-mCherry::AQP. Este plasmido se encontraba disponible en nuestro
laboratorio ya que fue utilizado en mi tesis de licenciatura, cuyos resultados se
encuentran publicados (Miranda et al. 2012). El gen correspondiente a la acuaporina 2
(TcAQP) es el Tc00.1047053508257.140.

pTEX-TcBilbo::GFP. Este plasmido se encontraba disponible en nuestro laboratorio
ya que fue utilizado en mi tesis de licenciatura, cuyos resultados se encuentran
publicados (Miranda et al. 2012). El gen correspondiente a la proteina del collar del
bolsillo flagelar bilbo1 (TcBilbo) es el Tc00.1047053511127.20.

69



Resultados

70



Capitulo 1. Identificacion del
transportador de prolina y su
caracterizacion bioquimica

1.1 Complementacion en levaduras

Para la identificacién de un posible miembro de la familia TCAAAP capaz de transportar
prolina se utilizé la cepa de S. cerevisiae MG266 (gentilmente cedida por la Dra. Susana
Correa, FCEN-UBA, Argentina). Dicha cepa posee una delecion en la permeasa general
de aminodcidos (GAP1), de manera que tiene bajos niveles basales en el transporte de
los mismos. Ademas, posee otra delecidn en la permeasa especifica para el transporte
de prolina (PUT4), por lo cual el transporte de prolina en esta cepa es despreciable.
Entonces, bajo el fundamento de que S. cerevisiae utiliza los aminoacidos del medio de
cultivo como fuente de nitrégeno para su supervivencia, si se cultiva a esta cepa en un
medio definido con prolina como unica fuente de nitréogeno, su crecimiento se vera
desfavorecido a menos que se complemente esta incapacidad con un transportador que
sea capaz de transportar prolina. Cabe destacar que el plasmido utilizado no posee
marcadores de seleccidn, por lo que la supervivencia de las levaduras transformadas
dependera exclusivamente por la presencia de un gen que permita incorporar la prolina.

Se transformd esta cepa de levaduras con el plasmido pDR196 conteniendo las
secuencias codificantes de once genes representativos de diferentes grupos de la familia
TcAAAP previamente caracterizada en nuestro laboratorio (Bouvier et al. 2004). Las
levaduras transformadas fueron cultivadas en medio completo YPD y en un medio
minimo donde la Unica fuente de nitrégeno era prolina (MM +Pro) (Figura 18).

Del resultado de dicha transformacion, se observé que el gen TcAAAP069 fue el Unico
capaz de complementar la deficiencia en el transporte de prolina de la cepa S. cerevisiae
MG266.
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Figura 18. Busqueda del transportador de prolina por complementacién de levaduras. Sélo se muestran
las placas de medio minimo MM +Pro. Se utilizaron 11 genes de la familia TCAAAP (ver Materiales y
Métodos) clonados en el plasmido de expresion pDR196. Como controles se utilizaron levaduras sin

transformar (-), levaduras transformadas con el plasmido vacio (pDR196) y por ultimo, levaduras
transformadas con la proteina verde fluorescente clonada en el vector pDR196 (GFP).

Una vez identificado el gen TcAAAPO69 como posible transportador de prolina, se
transformé la cepa YOR348c de S. cerevisiae con el vector de expresién p416 vacio
(control) y el vector p416-TcAAAP069. La cepa YOR348c no expresa el transportador
especifico de prolina (PUT4), y ademas es auxdtrofa para uracilo y para los aminoacidos
leucina, histidina y metionina. Esta cepa de S. cerevisiae si posee el gen GAP1 que
codifica la permesa general de aminoacidos, asi que se espera observar transporte de
prolina en ambos cultivos de levaduras. En este caso se utilizd la auxotrofia para uracilo
como marcador de seleccion, dado que el plasmido p416 posee el gen URA3 y por lo
tanto las levaduras transformadas con dicho vector podran crecer en un medio selectivo
sin uracilo (medio minimo MM), transporten o no prolina, a diferencia de la
complementacion con la cepa MG266 donde la seleccidn dependid exclusivamente del
transporte de prolina para su utilizacion como fuente de nitrogeno. Se evalud el
transporte de prolina de las levaduras control y las levaduras transformadas con el
plasmido p416-TcAAAPO69 y se calcularon los pardmetros cinéticos del transporte
obtenido (Figura 19). La tasa de incorporacién de prolina obtenida fue casi constante
durante 30 minutos, y la velocidad calculada para el transporte en las levaduras
transformadas con el gen TCAAAPO69 fue 85.9 pmol pro/min (+ 4.7), mientras que para
el control se observé un transporte de apenas 1.7 pmol pro/min (+ 0.4). La constante de
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Michaelis-Menten aparente estimada (Km) para el transporte de prolina en las levaduras
Tc069 fue 11.64 mM (+ 4.08).
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Figura 19. Transporte de prolina en levaduras YOR348c transformadas con los vectores p416-vacio
(control) y p416-TcAAAPO69.

1.2 Generacion del modelo de pardsitos transgénicos

A continuacion se estudid el gen TcAAAPO69 en parasitos de T. cruzi, mediante la
generacion de un modelo transgénico de sobre-expresion. Se electroporaron
epimastigotes de la cepa MJL y de la cepa Y, DTUs Tcl y Tcll respectivamente, con los
pldsmidos pTREX-TcAAAPQO69 (parasitos Tc069) y pTREX-GFP (parasitos TcGFP) como
control. Ambos cultivos fueron seleccionados con el antibidtico G418.

Se chequed la expresidn del gen TCAAAPO69 mediante Western Blot con un anticuerpo
comercial a-Flag. En el caso del control, la seleccidn se verificé a través de microscopia
de fluorescencia. Una vez verificada la expresion de la permeasa TcAAAP069 se procedio
a evaluar el transporte de prolina.

Para la cepa MIL, los pardsitos Tc069 mostraron una tasa promedio de incorporacion de
prolina de 417 pmol pro/min (+22), mientras que para los parasitos control fue de 73
pmol pro/min (x11) (Figura 19A). Ademas los parasitos que sobre-expresan el gen
TcAAAPO69 presentaron un 30% mas de densidad celular durante la curva de
crecimiento que los parasitos control (Figura 19B).
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Figura 19. Pardsitos transgénicos TcGFP y Tc069 de la cepa MIL. A) Transporte de prolina en parasitos
que sobre-expresan el transportador de prolina (parasitos Tc069) o la proteina verde fluorescente
(parasitos TcGFP). B) Crecimiento de los parasitos Tc069 y TcGFP.

Del mismo modo que para la cepa MIL, la expresion del transportador de prolina en los
parasitos Tc069 de la cepa Y se verificd por Western Blot y la seleccidén de los parasitos
control se evalué mediante microscopia de fluorescencia. Ademas se obtuvo una tasa
de incorporacion de prolina 8.7 (+0.3) veces mayor para los parasitos Tc069 respecto al
control (Figura 20).
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Figura 20. Transporte de prolina en epimastigotes transgénicos de la cepa Y que sobre-expresan la
proteina verde fluorescente (TcGFP) o la permeasa de prolina (Tc069).

Se realizaron ensayos cinéticos del transporte de prolina en parasitos Tc069 de la cepa
Y (Figura 21). Se eligi6 el siguiente rango de concentraciones: 0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 0.75,
1, 2 y 5 mM. Se analizd la incorporacion de prolina en un periodo de 15 minutos. Los
resultados mostraron que el transportador de prolina TcAAAP069 posee una cinética
michaeliana, con una Vms=294.7 pmol pro/min (£15.22) y una Kmaparente=0.29 mM
(£0.05).
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Figura 21. Cinética del transportador de prolina TCAAAP069 en parasitos que sobre-expresan dicha
permeasa en la cepa V.

1.3 Especificidad del transportador de prolina Tc069

Primero se analizé la especificidad del transportador en el modelo de levaduras. Para
ello, se realizaron ensayos de transporte de prolina en presencia de diferentes
aminodacidos con estructuras disimiles en una concentracion 10 veces mayor respecto a
la prolina (Figura 22). Ninguno de los aminoacidos evaluados produjo una inhibicién
significativa en la incorporacion de prolina. Como control positivo se realizé una dilucion
isotopica utilizando una concentracién 10 veces mayor de prolina.
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Figura 22. Ensayos de inhibicién de la incorporacién de prolina en levaduras. Se evaluaron los
aminodcidos alanina, cisteina, glutamato, leucina, lisina y valina. La actividad observada sin ningun
aminodcido como inhibidor fue considera el 100% de incorporacién de prolina. Se realizé una
dilucién isotdpica con prolina en la misma concentracién que los inhibidores como control (Pro 10X).
Se remarco el resultado del ensayo con alanina como posible aminoacido competidor
dado que el gen ortélogo al TcAAAPO69 en Leishmania donovani, el gen LdAAAP24
codifica un transportador bi-especifico de prolina/alanina (Inbar et al. 2013). En
levaduras que sobre-expresan el transportador de prolina de T. cruzi no se observd

inhibicion en la incorporacion de prolina en presencia de un exceso de alanina.
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A continuacidn se evaluo la especificidad del transportador TCAAAPO69 en el modelo de
parasitos transgénicos. Se ensayaron como inhibidores del transporte de prolina los
siguientes compuestos: un inhibidor de transporte y metabolismo de prolina, el acido L-
tiazolidin-4-carboxilico (T4C), un analogo de prolina, la hidroxi-prolina (HYP) vy
nuevamente el aminodacido alanina (Figura 23). Dado que existen algunos casos de
transportadores estéreo-inespecificos, aunque particularmente en tripanosomatidos
esto no se ha comprobado, ademas se ensayé la incorporacién de L-prolina en presencia
de D-prolina (Figura 23).
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Figura 23. Ensayos de inhibicidn del transporte de L-prolina en parasitos transgénicos que sobre-
expresan la permeasa TcAAAPQ69. La actividad observada sin ningun inhibidor fue considera el 100%
de incorporacién de prolina. Se realizé una dilucidn isotdpica con prolina en la misma concentracion

que los inhibidores como control (L-Pro 10 mM). HYP: hidroxi-prolina; T4C: acido L-tiazolidin-4-
carboxilico; Ala: alanina; D-Pro: D-prolina.
Tanto el T4C como el HYP produjeron una disminucion significativa en el transporte de
prolina. En el caso del T4C 10 mM y el HYP 1 mM los porcentajes de inhibicion fueron
similares, siendo del 44.21% (+6.6) y 55.74% (+4.5) respectivamente. El compuesto HYP
en una concentracién 10 veces mayor que la prolina abolid casi completamente el
transporte de prolina ya que presenté un 91.7% (+1.9) de inhibicion en la incorporacién
de dicho aminodcido. Al igual que en levaduras, no se observd una disminucién

significativa del transporte de prolina en presencia de un exceso de alanina (10 mM).

Interesantemente, la D-prolina produjo un 76.3% (+£3.3) de inhibicién en Ia
incorporacion de L-prolina respecto al control. Se realizd un ensayo de transporte con
los parasitos TcGFP utilizando D-prolina como inhibidor del transporte de L-prolina, y
también se observd una disminucidn significativa de 49.1% (+2.1) en la incorporacion de
dicho aminoacido (Figura 24).
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Figura 24. Ensayos de inhibicion del transporte de L-prolina en parasitos TcGFP en presencia de D-
prolina. Se realizé una dilucidn isotépica con L-prolina en la misma concentracidn que la D-Prolina
como control (L-Pro 10 mM). D-Pro: D-prolina

A fin de profundizar un poco en esta peculiar caracteristica, se realizaron estudios

cinéticos del transporte de L-prolina en presencia de D-prolina 10 mM con los pardsitos

Tc069 para evaluar qué tipo de inhibicidon ejerce el D-isdmero sobre la actividad del
transportador TCAAAPO69 (Figura 25).

Se observé un aumento en la constante de Michaelis-Menten (Km), cuyo valor se
incrementd de 0.38 mM (+0.05) a 0.93 mM (+0.48) en presencia de D-prolina. La
velocidad maxima no varié significativamente (p=0.1745), y se mantuvo entre 416.0 y

303.0 pmol Pro/min. Los datos obtenidos sugieren que la D-prolina ejerce una inhibicion

competitiva en el transporte de L-prolina mediado por la permeasa TcAAAP069. El rol

vV, pmol/min
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Figura 25. Cinética de la incorporacidn de L-Prolina en ausencia y presencia de D-prolina 10 mM. Se

muestra ademas la representacion lineal de Lineweaver-Burk de la ecuacién de Michaelis-Menten

(recuadro interno).
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de la D-prolina podria estar asociado a la presencia de prolina racemasas en el parasito
pero esto debe ser estudiado con mayor profundidad.

1.4 Localizacion subcelular

Trabajos previos de nuestro grupo y otros investigadores han indicado que otros
transportadores de T. cruzi pertenecientes a la familia TCAAAP, como las permeasas de
lisina y arginina y también el transportador de poliaminas, se encuentran en una region
cercana al bolsillo flagelar (Hasne et al. 2010; Inbar et al. 2012; Miranda et al. 2012).
Para evaluar la localizacién subcelular del transportador TcCAAAPO69 se construyeron
pldsmidos con la permeasa fusionada a la proteina verde fluorescente (pTREX-
GFP::TcAAAPO69) o a una proteina roja fluorescente (pTREX-mCherry:: TcCAAAP069). Las
fusiones se realizaron en el extremo N-terminal de la permeasa debido a reportes
previos de nuestro laboratorio en los que se observé que la fusién C-terminal era menos
estable. Se utilizé la proteina marcadora del collar del bolsillo flagelar, TcBilbo, fusionada
a la proteina GFP (pTEX-TcBilbo::GFP) a fin de demarcar los limites del bolsillo flagelar
(Figura 26A) (Bonhivers et al. 2008; Miranda et al. 2012). Luego de transfectar los
parasitos, la fluorescencia correspondiente al TCAAAPO69 se localizd principalmente en
un foco cercano al bolsillo flagelar pero sin co-localizar con TcBilbo.

Dado que el bolsillo flagelar se encuentra asociado al complejo de la vacuola contractil
se ensayd ademds una proteina marcadora de esta organela y acidocalcisomas, la
acuaporina TcAQP fusionada a mCherry (pTEX-mCherry::TcAQP) (Figura 26B). Tampoco
se observd co-localizacion de la permeasa de prolina TcAAAPO69 con la acuaporina
TcAQP.

Por ultimo se estudid la localizacién de la permeasa de prolina junto con el transportador
de arginina (pTREX-mCherry::TcAAAP411) a fin de observar si se encuentran en la misma
region subcelular (Figura 27). Efectivamente se vio que ambas permeasas co-localizan
en una regidn cercana al bolsillo flagelar.
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DIC DAPI  TcBilbo

DIC DAPI TcAQP

Figura 26. Localizacidn subcelular del transportador de prolina TCAAAP069 en epimastigotes de la
cepa MIL. A) Co-transfeccion con TcAAAPO69 (rojo) y TcBilbo (verde). B) Co-transfeccion con TcAQP
(rojo) y TcCAAAPO69 (verde). En color azul se muestra el DAPI. La barra blanca corresponde a 5 um.

DIC DAPI  Tc069 Tc411 Merge

Figura 27. Co-localizacidon del transportador TcAAAPO69 con el transportador TcCAAAP411 en
epimastigotes de la cepa MJL. TCAAAPO069 (verde), TcAAAP411 (rojo) y DAPI (azul). La barra blanca
corresponde a 5 um.
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El hecho de que el transportador Tc069 haya sido localizado en la misma region celular
que las permeasas de lisina, arginina y poliaminas, sugiere que probablemente todos los
miembros de la familia TCAAAP podrian estar concentrados en el bolsillo flagelar, una
region unica de intercambio con el medio extracelular.

1.5 Evaluacioén de otros posibles transportadores de prolina

Los 36 posibles miembros de la familia TcAAAP han sido esquematizados en un
fenograma construido en base a su identidad aminoacidica (Figura 14, pagina 45). En la
misma rama que el gen TcCAAAPO69 se encuentran 2 genes adicionales: TCAAAP229 y
TcAAAP733. El primero corresponde probablemente a un haplotipo de la cepa CL Brener
del TcAAAP069, dado que poseen un 99% de consenso en su composicion de
aminodcidos (exceptuando 62 aminoacidos del extremo N-terminal de la permeasa
TcAAAP229) (Figura 28). En cuanto al transportador TcAAAP733, se observo que a pesar
de presentar sélo un 42% de consenso en su secuencia con el transportador de prolina
Tc069, ambas proteinas poseen estructuras similares (Figura 29), por lo que podria
tratarse de una segunda permeasa de prolina. Silber et al. 2002 demostré que T. cruzi
presenta dos sistemas de transporte de prolina, uno de baja y otro de alta afinidad
(Silber et al. 2002); de este modo, el gen TcCAAAP069 podria formar parte de un sistema
y el gen TcAAAP733 pertenecer al otro.

A continuacion se estudié si el gen TcAAAP733 codifica para un transportador de prolina.
Para ello, se transformaron las levaduras de la cepa YOR348c, deficientes en el
transporte de prolina, con el vector p416-TcAAAP733 y el vector p416 vacio como
control y se evalud la incorporacién de prolina.

80



(1)1 10 20 30 40 55

TCAAAPDE? (1) ———————————————— ===~ ————
TeAAAP229 (1) ——--—-———————————————————— MPPLLPPTYLYFDMY¥YDWNSGFYPWLFIIT
TcAAAP733 (1) MASREERSLFSDEGAEVVAERTPTEPRDVQQRMNVESPMWLQRESTRASVHEPHL
(56) 56 70 80 90 100 110

TcAAAPDEY (1) ———————————————————————————————— MSHPNEPNRFCERTDERVVNVER
TcAAAP229 (31) VYYYFIFFFS8FFFEFFFFAFEYRKSIRTRVEIFMSHPSEPNRECERTDERVVNVER
TCAAAP733 (56) PVSCASGLSTSSRWRSALSLRSEDEQIPTLSECSRELTEVPATHERLDAVNVAIVD
(111) 111 120 130 140 150 165
TcAAAPDBY (24) 3G---——-—-——-—————-———— IVLFDWEERDGTRSEDYLPSSELDLTPQEDDEASE
TcAAAP229 (BE) ST---———-———————————— IVLFDWEERDGTRSEDYLPSSELDVTEQEDDEASE
TCAAAP733 (111) SNPRTAMLQRCGHQARANYHTSLEFVENAVETREVDAAYESDEDIDIESLEERLT
(166) 166 180 190 200 210 220
TcAAAPDG2 (61) EVRIGVIENAS——————————-— LFRCAFNIFEGNVGSAVFLLPTEYKDSGYIISE
TcAAAP229 (123) EVRIGVIENAS-—————-—————-— LERCAFNIFRGNVGSAVFLLEBTEYRDSGYIISE
TCAAAP733 (166) DVLESSLEGABASVSQREGEANNTLGREAFHEIFRGNVGAGVFLLETY YEDAGY GNEF
(221) 221 230 240 250 260 275
TcAAAPDG2 (105) ITIGLLIGSIVVDCSRLLVRARTEVNRESVENY LELCDFVLGNPFRYVLLLALLLT
TCAAAP229 (167) ITIGLLIGSIVVDCSRLLVRARTEVNRESVENY LELCDFVLGNPFRYVLLLALLLT
TcAAAP733 (221) LLVELLGVLMIDCALALVRSEQRIDLLIVREY PAVVERTI LGETUMAFTNESLIET

(276) 276 290 300 310 320 330

TcAAAPDES l:lﬁﬂ) QFGFCLLYLOLFGESMARLVESFSGDDY VWMT VMFAL VLPVSFETDNLSFLATI S

TcAAAP229 (222] OFGFCLLYLOLFGGSMARLVEP SFSGDDY VWMTVMFATL, VLEVSFFSDNLSFLATTI S
)

TeAAAPT33 (276) QFGFCHNVYIQYAS-SMFIALLSATQFYQLLYFLSVILMVMPMS LESENMRMLAYAS

(331) 3N 340 350 360 370 385
TCcAAAPDGD (215) TTATICVFFALISTAVLEFMT LHERGVEPSTTPFGTSVELGWFNNMANNMMMLE G
)
)

TeAAAP229 (277) IIATICVFFALISTAVLSFMTLHERGVEPSTTRFGT SVPLGWFNNMANNMMMLE G
TeAAAPT33 (330) MIABVFVALNIAGAVGEELDY LSTRGVEQETHMFFEETMRIL.VF-—ISEHEMESLEG

(386) 386 400 410 420 430 440
TcAAAFDGD (Z?U] IGVVLEVEN--SCENRPRFSLLLTVWV LY LV VGHYLLYGLSCYLAHGENLEV SLVD
TcAAAP229 (332) IGVVLEPVEN-——-SCENERPRFSLLITVVLYLVVGHNYLLYGCLSGYLAHGENLEV SLVD
TcAAAPT733 (283) IGVVLEVENSMAREDR POF S TLYREYPELASIVT IYNVECLLGY LABGEALOTSWVL

(441) 441 450 460 470 480 495

TeAAAP069 (323) ALDVNPFSIAVRVAFTVNIICTYPILFMPGILQLDSLLGWPPR- — SWEGILMRIV
TeAAAP229 (385) ALDVNPEFSIAVRVAFTVNIICTYPILFMPGILQLDSLEGWEPR- - SREGILMEIV
TcAAAPT733 (438) AIPPETNTRTMLOVILGFELIFSYPIQFLPAT QLVDRALGISVEREEWNAYIVELY

496 510 520 530 540 550
ISLITIYGIAMGAGTGAVNIVVSLIGALPAVVMLIILPSLLSLCLENSVEEPHER -
ISLITIYGIAMGAGTGAVNIVVSLIGALPAVVMLILLESLLELCLENSVEEEPHEE -
LNIFEGALAASICADTINVFASELGAETGVHLMITMPVLLALFTDREVLNCAQEDA

(496
TCAAAPOGD (376
TCAAAP220 (438
TCAAAP733 (493

[ S S

551) 551 560 570 580 597

(551)

TCAAAPO69 (430) RVTWVYWRHNLFGRRCTLIRLRVY LY LCLGIVIMVVGTLSVVRGLVE
(432)
(548)

TcAAAR229 (402) BV THWVYWRHNLFGRECTLIBRLEVY IY LCLGIVIMVVGTLSVVEGLVE
TcAAAPY33 (548) EISECDY VNEFEFTMPDTIVECEWY LY LFIAMLVWIGCTY YN FRDEVEG

] No similar O] conservado B Blogue similar

] Idéntico Bl Débilmente similar

Figura 28. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de los posibles transportadores de prolina

TcAAAP229 v TcAAAP7333 con la secuencia de la permeasa TcAAAP069.
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Figura 29. Topologia de los transportadores TCAAAP0O69 y TcAAAP733. Los circulos en blanco
representan un intervalo de aminodacidos no diagramados.

Dado que las levaduras transformadas con el posible transportador de prolina no
mostraron un aumento en la incorporacion de prolina (Figura 30, izquierda), se evalud
su capacidad de incorporar una mezcla de aminodcidos radioactivos conteniendo

alanina, arginina, aspartato, glutamato, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
fenilalanina, serina, treonina, tirosina y valina (Figura 30, derecha). Las levaduras Tc733

presentaron un transporte significativamente mas activo de la mezcla de aminoacidos
(p=0.0014). El o los sustratos del transportador TcAAAP733 aun permanecen
desconocidos, pero los resultados confirman que TcAAAP733 codifica una permeasa de
aminoacidos funcional y sugieren que transporta al menos 1 de los aminodcidos

presentes en la mezcla mencionada, excepto prolina.
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Figura 30. Evaluacién del transportador TCAAAP733 expresado en levaduras YOR348c. Izquierda:
Transporte de prolina. Derecha: Transporte de una mezcla de aminoacidos.
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Capitulo 2. Prolina y estres

Reportes previos asocian una disminucién en la concentracion de prolina con una mayor
susceptibilidad ante distintas situaciones de estrés en el parasito T. cruzi (Magdaleno et
al. 2009; Paes et al. 2013). Por este motivo nos propusimos estudiar si la sobre-expresion
del transportador de prolina TcAAAPO69 podria provocar un aumento en la
concentracion intracelular del aminoacido, y si podria ademads tener algun efecto en la
respuesta a diversas condiciones de estrés, ya sea proveyendo la energia para hacer
frente a estas situaciones o capturando radicales libres.

2.1 Prolina intracelular y ATP

Se evalud la concentracion de prolina intracelular tanto en los parasitos transgénicos
Tc069 como en los parasitos control TcGFP a fin de estudiar si este aminoacido estaba
siendo acumulado dentro del parasito. Se evaluaron los niveles intracelulares de prolina
tanto en la cepa MJL como en la cepa Y. En ambas cepas se observaron mayores
concentraciones intracelulares de prolina para los parasitos que sobre-expresan la
permeasa TcCAAAPO69 (Figura 31).
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Figura 31. Medicion de prolina intracelular en parasitos Tc069 y TcGFP en cepa MJL (gris oscuro) y
cepa Y (gris claro).
Para la cepa MJL se observd un 156% mas de prolina intracelular en los parasitos Tc069
respecto al control TcGFP, con valores de 6.4 mM (#0.2) y 2.5 mM (+0.1)
respectivamente. En el caso de la cepa Y, se observd un 68% mas de prolina intracelular,
con valores de 3.2 mM (£0.3) y 1.9 mM (+0.2) para los pardsitos Tc069 y TcGFP

respectivamente.
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Dado que la prolina puede ser convertida en glutamato y luego ingresar al ciclo de Krebs
y también puede actuar como dadora directa de electrones en la cadena respiratoria,
seria esperable que un aumento en la concentracion intracelular de prolina afecte
ademas el balance energético de los parasitos que sobre-expresan la permeasa de
prolina TcAAAP069 (Figura 32). Efectivamente, los parasitos Tc069 presentaron un
48.3% mas de ATP intracelular que los parasitos control, con valores de 1.92 mM (+0.3)
y 1.30 mM (£0.1) respectivamente.
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Figura 32. Concentracion de ATP intracelular en parasitos TcO69 y en parasitos control TcGFP de la
cepa MJL.

Como la prolina puede contribuir a un aumento en el pool intracelular de glutamato por
su conversién a dicho aminodcido, se evalud si una mayor incorporacién de prolina
podria afectar el transporte de glutamato. Para ello se compard el transporte de
glutamato entre los pardsitos que sobre-expresan la permeasa de prolina TCAAAP069 y
los parasitos control (TcGFP) (Figura 33). No se observaron diferencias en cuanto a la
incorporacion de glutamato.
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Figura 33. Transporte de glutamato en parasitos Tc069 y en parasitos control GFP de la cepa MIL.
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2.2 Resistencia a estrés oxidativo

El metabolismo de prolina esta involucrado en la resistencia a diversas condiciones de
estrés en una amplia variedad de organismos. Ademads en el parasito T. cruzi se ha
demostrado que la inhibicién del metabolismo de prolina disminuye la respuesta ante
este tipo de situaciones (Magdaleno et al. 2009). Por este motivo se estudio si el
aumento en la incorporacion de prolina y en su concentracién intracelular causado por
la sobre-expresion de la permeasa de prolina TCAAAP0O69 podria afectar la resistencia al
estrés oxidativo.

Como estudio preliminar, se ensayd la resistencia a distintas concentraciones de
perdxido de hidrégeno (H202) en levaduras que sobre-expresan el transportador de
prolina TcCAAAPO69 y en levaduras transformadas con el plasmido de expresién p416
vacio (Figura 34, recuadro interno). Los resultados mostraron que las levaduras Tc069
poseen una resistencia significativamente mayor que las levaduras control (p=0.001),
con valores de ICsp de 122.4 mM (£1.3) y 55.9 mM (£0.9), respectivamente.

En vista de los prometedores resultados en levaduras, se evalud la resistencia a estrés
oxidativo en parasitos (Figura 34).
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Figura 34. Tratamiento con perdxido de hidrégeno (H202). Recuadro interno: Resistencia a estrés
oxidativo en levaduras YOR348c transformadas con el plasmido p416 vacio (control) o con el plasmido
p416 TcAAAPO069. Figura central: Resistencia a estrés oxidativo en pardsitos TcGFP y Tc069 de la cepa

MJL.

Al igual que en levaduras, la sobre-expresién del transportador TCAAAPO69 produjo un
aumento significativo en la resistencia de los epimastigotes al estrés oxidativo. Las ICsos
obtenidas fueron significativamente mayores para los parasitos que sobre-expresan la
permeasa de prolina (p<0.0001), con valores de 136.6 uM (+0.5) y 94.7 uM (+0.3) para
los parasitos Tc069 y control, respectivamente. En concordancia con estos resultados, la
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sobre-expresion del transportador TCAAAPO69 en la cepa Y también dio como resultado
un incremento significativo en la resistencia a estrés oxidativo (p=0.0003), con una ICso
de 146.2 uM (£0.6) para los parasitos Tc069 y una ICso de 123.6 uM (+0.3) para los
parasitos control (Figura 35).
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Figura 35. Tratamiento con peréxido de hidrégeno (H20:). Resistencia a estrés oxidativo en parasitos
TcGFP y Tc069 de la cepa V.

Dado que la propia prolina podria inducir una respuesta de estrés celular por sobrecarga
de la cadena respiratoria a través del aumento de la fosforilacién oxidativa, se utilizé la
arginina quinasa como proteina control de respuesta a estrés. Trabajos previos
muestran que la expresidon de la arginina quinasa (AK) aumenta durante condiciones de
estrés, por ejemplo estrés nutricional, de pH y oxidativo (Pereira et al. 2003; Miranda et
al. 2006). Se evalud la expresiéon de dicha enzima mediante Western Blot en parasitos
Tc069 y TcGFP sin ser sometidos a ningun tratamiento, y no se observaron diferencias

en la expresion (Figura 36).
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Figura 36. Expresion de arginina quinasa como control del estado oxidativo basal de parasitos TcGFP y
Tc069 de la cepa MIL.

Este resultado indicaria que el aumento en la concentracion de prolina intracelular no
estd provocando una condicidén de estrés oxidativo basal mayor en los pardsitos Tc069 y
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por lo tanto las diferencias observadas en las respuestas a estrés oxidativo se relacionan
directamente con el tratamiento en si y no con el estado redox de los pardsitos
utilizados.

2.3 Resistencia a estreés nitrosativo

Ademas del perdxido de hidrégeno, se evalud la resistencia a éxido nitrico, ya que uno
de los mecanismos de defensa del hospedador mamifero involucra la produccion de
oxido nitrico para enfrentar la invasion de los tripomastigotes (Costa et al. 2006). Para
ello se utilizd un dador de 6xido nitrico a fin de emular la producciéon de dicho compuesto
por los macrdfagos ante la infeccion con T. cruzi en el cuerpo humano (Figura 37).

Los parasitos Tc069 mostraron una resistencia a éxido nitrico 2.12 veces mayor que los
pardsitos control (p<0.0001), con valores de ICso de 1.14 mM (£0.04) y 0.54 mM (+£0.01),
respectivamente.
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Figura 37. Tratamiento con DEA-NONOato (dador de NO-). Resistencia a estrés nitrosativo en parasitos
TcGFP y Tc069 de la cepa MIL.

2.4 Resistencia a drogas tripanocidas

Teniendo en cuenta que los parasitos Tc069 fueron mas resistentes tanto al perdxido de
hidrégeno como al 6xido nitrico, a continuacién se ensayaron las dos drogas
tripanocidas disponibles actualmente para el tratamiento de la enfermedad de Chagas,
el benznidazol y el nifurtimox (Figura 38), ya que se ha reportado que ambas drogas
ejercen su efecto tripanocida, al menos en parte, a través de la generacion de estrés
oxidativo (Hall et al. 2011; Hall & Wilkinson 2012; Rajdo et al. 2014).

Nuevamente los parasitos que sobre-expresan la permeasa de prolina mostraron una
resistencia significativamente mayor al ser tratados con ambas drogas tripanocidas. En
el caso del benznidazol la ICso resultd ser un 68% mayor para los pardsitos Tc069
(p<0.0001) y un 125% mayor al tratarlos con nifurtimox (p<0.0001). Los valores de ICso
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obtenidos fueron 15.08 puM (+0.27) y 9.00 uM (+0.10) para el benznidazol, y 4.63 uM
(£0.12) y 2.06 uM (%0.26) para el nifurtimox, correspondientes a los parasitos Tc069 y

TcGFP, respectivamente.

En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la prolina misma es un componente
fundamental en los mecanismos de defensa celular ante una amplia variedad de

condiciones adversas.
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Figura 38. Tratamiento con drogas tripanocidas en cepa MJL. A) Resistencia a benznidazol en parasitos

TcGFP y Tc069 de la cepa MIL. B) Resistencia a nifurtimox en parasitos TcGFP y Tc069 de la cepa MIL.
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Capitulo 3. Regulacion del transporte de
prolina

3.1 Actividad, expresion y localizacion del transportador de prolina
a lo largo del crecimiento

En experimentos previos se observd que el transporte de prolina era indetectable en
parasitos Tc069 en fase estacionaria, por lo que se decidio estudiar durante 10 dias la
incorporacion de prolina en parasitos wild-type de la cepa Y (Figura 39). Se utilizé la
evolucidn del crecimiento en cultivo como situacion que emula las distintas condiciones
nutricionales de los parasitos en su ciclo de vida. Los resultados evidenciaron que
efectivamente el transporte de prolina varia durante el crecimiento de los parasitos en
cultivo, presentando una velocidad maxima de 30.7 pmol pro/min cuando la densidad
del cultivo se encuentra aproximadamente en 1.5x107 parasitos/ml.
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Figura 39. Seguimiento del transporte de prolina en parasitos wild-type durante 10 dias.

Se realizaron varios intentos para producir anticuerpos a-TcAAAP069 a fin de poder
evaluar el comportamiento de la proteina enddgena en pardsitos wild-type y ademas
compararla con la proteina recombinante en parasitos Tc069. El primer problema fue la
produccién de la proteina recombinante fusionada a un tag de 6 histidinas (6xHis) (para
facilitar su posterior purificacion), ya que la permeasa TcAAAPO69 posee 11 pasos
transmembrana y por tanto su expresion y plegamiento en un sistema heterdélogo como
Escherichia coli no son sencillos. Ante la falta de resultados, se optd por expresar sélo
los primeros 76 aminoacidos del extremo N-terminal (la regién mas variable entre los
miembros de la familia TCAAAP) con el tag 6xHis, y de este modo se obtuvo un péptido
de aproximadamente 13 kDa (112 aminoacidos) purificado con una resina de niquel-
agarosa y confirmado por Western Blot con un anticuerpo comercial a-His. El péptido
ademas fue analizado por MALDI-TOF/TOF en el servicio CEQUIBIEM (Centro de Estudios
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Quimicos vy Bioldgicos por Espectrometria de Masas) de la Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Una vez confirmada su identidad se
procedid a inocular ratones. Como no se obtuvieron anticuerpos, se cambié de modelo
animal y se inocularon ratas. Tampoco se obtuvieron anticuerpos, por lo que se decidid
continuar estudiando la regulacion del transporte de prolina mediado por la permeasa
TcAAAPO69 en los parasitos transgénicos Tc069 ya que se puede seguir la expresion y
localizacion de la proteina gracias a su fusion en el extremo N-terminal al tag 3xFlag.

Se procedi6 entonces a evaluar el transporte de prolina durante la curva de crecimiento
de los parasitos que sobre-expresan la permeasa de prolina TCAAAP069 (Figura 40, color
negro). Luego del repique y durante los primeros 5 dias del cultivo, la velocidad del
transporte de prolina se incrementd desde niveles indetectables hasta 264 pmol
pro/min en el dia 4 (correspondiente con una densidad aproximada de 0.48x10’
parasitos/ml), y presentd un maximo en la velocidad de transporte con valores
alrededor de 320 pmol pro/min en los dias 5 y 6 (densidades de cultivo entre 1.1x107 y
1.7x107 pardsitos/ml). A partir del dia 6 y hasta el dia 10 la velocidad de incorporacion
de prolina disminuyd en forma gradual hasta ser indetectable en la fase exponencial
tardia (dia 10, densidad celular de aproximadamente 10x10’ parasitos/ml) y en la fase
estacionaria (datos no mostrados).
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Figura 40. Seguimiento del transporte de prolina (linea negra) y su concentracion intracelular (linea
gris) en parasitos Tc069 de la cepa V.

Dado que podrian existir mecanismos compensatorios ante el aumento en la
incorporacion de prolina, las variaciones observadas en el transporte no necesariamente
implican diferencias en el nivel intracelular de dicho aminoacido. Por este motivo, la
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concentracion de prolinaintracelular fue determinada en simultaneo con los ensayos de
transporte a fin de establecer si los niveles de prolina se correlacionan con las tasas de
transporte observadas a lo largo de la curva de crecimiento (Figura 40, color gris). La
maxima concentracién de prolina se encontrd en el dia 6, correspondiente con uno de
los maximos para la velocidad del transporte de prolina. Ademas, a medida que la tasa
de transporte disminuyd a niveles indetectables, la concentracion de prolina también
decrecio de 6.8 mM en el dia 6 hasta 4.2 mM en el dia 10 y se mantuvo constante hasta
el siguiente repique. A fin de evaluar cdmo varia la disponibilidad de prolina durante el
progreso del cultivo, se cuantificé la concentracién de prolina extracelular en muestras
de medio de cultivo fresco y en medio obtenido de un cultivo de dia 15. No se
encontraron diferencias significativas entre ambos medios, con valores de prolina de 5
mM (£ 0.5) y 4.7 mM (£ 0.4) respectivamente.

El ensayo de Western Blot para evaluar la expresion de la permeasa de prolina
TcAAAPO69 durante el crecimiento de los pardsitos en cultivo se realizé utilizando un
anticuerpo a-Flag comercial, ya que la construccién plasmidica con la que fueron
electroporados los parasitos contiene el gen del transportador TCAAAPO69 fusionado en
el extremo N-terminal a dicho tag (Figura 41).
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Figura 41. Expresion del transportador de prolina a lo largo de la curva de crecimiento. Arriba:
Resultados del Western Blot con el anticuerpo comercial a-Flag. Abajo: Cuantificacidn de la expresion
de la permeasa TcAAAPO69 (linea gris oscuro) y Densidad del cultivo (linea gris claro).

Los resultados se correlacionaron con la informaciéon obtenida para la actividad de la
permeasa de prolina. La expresion del transportador TCAAAP069 presentd un maximo
en el dia 5 (coincidente con la maxima actividad) y a partir del dia 6 la expresién
disminuyd y no fue detectada a partir del dia 8.
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En cuanto al crecimiento de los parasitos Tc069, los epimastigotes presentaron una
primera fase de crecimiento hasta el dia 6 (fase de adaptacion) y una segunda fase entre
los dias 6 y 10 (fase exponencial), con incrementos en la densidad del cultivo desde
0.5x107 pardsitos/ml por dia en la primera fase (R?=0.97) hasta 2.15x107 parasitos/ml
por dia en la segunda (R?=0.99). Luego de esta segunda fase los pardsitos ingresaron en
la fase estacionaria (Figura 42).
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Figura 42. Curva de crecimiento de los parasitos Tc069 de la cepa Y.

El inicio de la fase de crecimiento exponencial (dia 6) se correlacioné con la maxima
concentracién intracelular de prolina (6.8 mM), sugiriendo que la acumulacién del
aminodcido es esencial para incrementar las tasas de replicacion de los parasitos.

El analisis por inmunofluorescencia indirecta de la expresién de la permeasa TcAAAP069
reveld que el transportador de prolina se expresa desde el dia 4 hasta el dia 8, y luego
de ese dia no pudo ser detectado (Figura 43). A lo largo de ese periodo, el transportador
se localizd cerca del bolsillo flagelar, en concordancia con reportes previos de otros
transportadores de aminoacidos del parasito T. cruzi, pero también se localizé en la
membrana plasmatica en los dias 4, 5 y 6. Ademas se analizé la co-localizacion con la
proteina TCLP1 (Trypanosomatid CesT-like Protein 1), una proteina de T. cruzi que se
localiza predominantemente en la porcion intracelular del bolsillo flagelar y que podria
estar asociada a procesos endociticos (Durante et al. 2015). La internalizacion del
transportador para su posterior degradacién era una posible explicacién para la menor
actividad cuando la permeasa sélo se localizaba en la regidn cercana al bolsillo y por eso
se realizo esta co-localizacidn. Se utilizaron parasitos Tc069 de dia 5 (densidad celular
aproximada 1x107 pardasitos/ml) y parasitos de dia 8 (densidad celular aproximada 7x10’

92



parasitos/ml) (Figura 44). No se observo co-localizacion entre las proteinas TCLP1 y
TcAAAPO69.
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Figura 43. Localizacién de la permeasa de prolina durante el crecimiento de los parasitos Tc069. Se
utilizaron pardsitos transgénicos Tc069 que sobre-expresan la permeasa TcAAAP069 fusionada al tag
3xFlag. TcAAAPOQ69 (verde) y DAPI (azul). La barra blanca corresponde a 5 um.

Con el fin de descartar que la falta de deteccidn del transportador de prolina TcCAAAP069
a partir del dia 8 se debiera a algun fendmeno no relacionado, se evalud la viabilidad de
los parasitos control y de los que sobre-expresan la permeasa de prolina, ambos
provenientes de un cultivo de dia 10. No se observaron diferencias significativas en la
viabilidad para ambos cultivos (73% +7 y 68% +10 para parasitos Tc069 y TcGFP

respectivamente).
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Figura 44. Co-localizacion del transportador de prolina con la proteina TCLP1. Se utilizaron parasitos
transgénicos Tc069 que sobre-expresan la permeasa TcAAAP069 fusionada al tag 3xFlag. TCAAAP069
(verde), TCLP1 (rojo) y DAPI (azul). La barra blanca corresponde a 5 um.

3.2 Evaluacion del transporte en distintas condiciones

Para encontrar posibles moduladores del transporte de prolina, primero se evalué la
regulacion por disponibilidad de sustrato, a pesar de que la concentracién de prolina
extracelular no varia en el medio de cultivo. Se midié el transporte de prolina en
parasitos Tc069 incubados durante 24 hs en distintas condiciones: 1) PBS sélo, 2) PBS
suplementado con prolina 10 mM, o 3) PBS suplementado con lisina 10 mM, un
aminoacido no relacionado. Dado que la prolina puede ser utilizada como fuente de
energia y su transporte requiere energia, también se midié el transporte en parasitos
Tc069 incubados en PBS suplementado con glucosa 10 mM. Ademas se evalud la
viabilidad celular de los parasitos Tc069 antes y después de 24 hs de ayuno en PBS y no
se observaron diferencias (100% 0.9 y 97% +0.4, respectivamente). En parasitos
incubados en PBS-prolina o PBS-glucosa se observé que la incorporacion de prolina
aumentd 2.9 veces (+0.28) al comparar el transporte de prolina con los pardsitos
incubados en PBS-lisina o PBS sdlo (p<0.0001) (Figura 45). No hubo diferencias
significativas al comparar PBS-prolina contra PBS-glucosa o PBS-lisina contra PBS sélo.
Estos resultados apoyan la hipotesis de que tanto la prolina como la glucosa proveerian
la energia necesaria para la incorporacion de prolina sin regular especificamente el
transporte.
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Figura 45. Transporte de Prolina en distintas condiciones para ver regulacién por disponibilidad de
sustrato en parasitos Tc069. Se muestran los promedios de las velocidades de incorporacion de
prolina para los parasitos ayunados en PBS solo (PBS) o en PBS suplementado con lisina (PBS+Lys), o
bien en PBS suplementado con glucosa o con prolina (PBS+Glucosa o PBS+Pro, respectivamente).

A continuacidn se estudid la posibilidad de que algin componente del medio estuviera
influyendo en el transporte de prolina. Para ello se modificaron las condiciones de
cultivo de pardasitos de dia 5 (1x107 parasitos/ml) que sobre-expresan la permeasa de
prolina TcAAAP069. Por un lado se mantuvieron en el mismo medio en que se
encontraban (grupo A, control), y por otro lado se pasaron a medio fresco (grupo B,
fresco) o medio condicionado obtenido de un cultivo de dia 15 (grupo C, condicionado)
(Figura 46). El transporte de prolina se evalud durante 6 dias luego del tratamiento. A
las 24 hs, los grupos A y B mostraron un ligero incremento en el transporte de prolina,
mientras que en el grupo C se produjo una disminucién de casi 3 veces. Estos resultados
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Figura 46. Transporte de Prolina en distintas condiciones de medio de cultivo. Un cultivo de dia 5 de
pardsitos Tc069 fue dividido en 3 partes iguales que luego de ser centrifugadas fueron resuspendidas
en el medio en que se encontraban (grupo A, control), en medio fresco (grupo B) o en medio
condicionado obtenido de un cultivo de dia 15 (grupo C). Se evalud el transporte de prolina durante
6 dias luego de la modificacién del medio de cultivo.
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indicarian el efecto de componentes del medio condicionado sobre el transporte de
prolina. El grupo C alcanzd la minima tasa de transporte en el dia 3 post-tratamiento,
mientras que en los grupos A y B la tasa de transporte disminuyd continuamente hasta
el dia 6. Como se menciond anteriormente no se observaron diferencias significativas
en la concentracién de prolina en los medios utilizados.

En cuanto al crecimiento de los cultivos, si bien los parasitos resuspendidos en medio
condicionado (grupo C) presentaron un crecimiento casi nulo en las primeras 48 hs post-
tratamiento, la pendiente estimada en el crecimiento para los dias siguientes no
presentd diferencias significativas (p=0.1414) con respecto a la estimada para el grupo
A (control) y B (medio fresco) (Figura 47). Estos resultados indicarian que las diferencias
observadas en la actividad del transportador TcAAAPO69 se deben a algun factor
desconocido presente en el medio condicionado, ya que si bien los parasitos enlentecen
su tasa de replicacion al ser cultivados en medio condicionado, luego recuperan
plenamente su capacidad replicativa, no asi su capacidad de incorporar prolina.
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Figura 47. Densidad celular de los cultivos de parasitos Tc069 en distintas condiciones de medio (ver
Figura 46). Se midio la densidad celular de cada cultivo durante 6 dias luego de la modificacién del
medio de cultivo.

En conjunto, los resultados obtenidos estarian evidenciando la existencia de un factor
desconocido asociado a la densidad celular. Para poder evaluar esta hipdtesis se
utilizaron parasitos Tc069 de un cultivo de dia 5 (1x107 parasitos/ml), los cuales fueron
concentrados hasta una densidad final de 7x107 parasitos/ml (cultivo de alta densidad,
equivalente a un dia 8 de cultivo) o mantenidos en su densidad original (cultivo control).
En ambos casos los parasitos fueron resuspendidos en medio fresco y el transporte de
prolina fue evaluado durante 6 dias luego del tratamiento. En concordancia con los
resultados obtenidos en el experimento anterior, luego de 24 hs post-tratamiento la
tasa de transporte de prolina se mantuvo constante en los parasitos control y disminuyé
aproximadamente 3 veces en el cultivo concentrado artificialmente (Figura 48). En el
cultivo de alta densidad se alcanzd el minimo transporte de prolina en el dia 2 post-
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tratamiento, mientras que para el cultivo control la tasa de transporte disminuyd
continuamente hasta el dia 6.

-~ Control

-8 Alta densidad
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Figura 48. Transporte de prolina en parasitos Tc069 de cultivos concentrados artificialmente (alta
densidad) o control. Parasitos de un cultivo de dia 5 de parasitos Tc069 fueron recolectados y
resuspendidos en la misma densidad celular en que se encontraban (1x107 pardsitos/ml, cultivo
control) o bien fueron concentrados hasta una densidad de 7x107 pardsitos/ml. Se midié la velocidad
del transporte de prolina durante 6 dias luego de concentrar o no el cultivo. Se indican con flechas la
comparacién entre el dia 1 del cultivo concentrado y el dia 6 del cultivo control.

Interesantemente, el transporte observado para el grupo control en el dia 6 fue similar
que el presentado por el cultivo de alta densidad en el dia 1 (58.3 pmol pro/min £5.1y
43.5 pmol pro/min *4.4, respectivamente, ver flechas en Figura 48) y de hecho, las
densidades del cultivo en esos dias post-tratamiento fueron similares también (18.2x10’
y 13.0x10’ parasitos/ml, respectivamente, ver flechas en Figura 49). De acuerdo a la
bibliografia, el agotamiento de los componentes del medio de cultivo en sélo 24 hs es
improbable y por lo tanto la acumulacion de algun factor asociado a la densidad celular
resulta una explicacion mas factible (Alonso et al. 2001).
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Figura 49. Densidad celular de los cultivos de parasitos Tc069 concentrados artificialmente (alta
densidad) o control (ver Figura 48). Se midié la densidad celular durante 6 dias. Se indican con flechas
la comparacion entre el dia 1 del cultivo concentrado y el dia 6 del cultivo control.
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Capitulo 4. Analogos de prolina

4.1 Estructura de los andlogos de prolina

Los compuestos fueron disefiados en el laboratorio del Dr. Guillermo Labadié (Instituto
de Quimica Rosario, IQUIR-CONICET). Se sintetizd un pool de compuestos, los cuales
fueron ensayados por su actividad tripanocida en epimastigotes wild-type de la cepa de
T. cruzi CL14 (DTU TcVI).

Los compuestos se generaron mediante el agregado a la L-prolina de un anillo triazdlico
y una cadena alifatica de longitud y grado de saturacién variable.

Los 4 compuestos que presentaron efecto tripanocida debajo de una concentracién 50
MM vy baja toxicidad en células de mamiferos son los analogos que se utilizaron en este
capitulo a fin de evaluar si su actividad es ejercida sobre o mediante el transportador de
prolina TcCAAAP069. Las ICsos obtenidas para la accion tripanocida de los compuestos en
las condiciones ensayadas por el grupo del Dr. Labadié se encuentran en la Tabla Il.

Tabla Il. ICsos de los andlogos de prolina obtenidas por el grupo del Dr. Labadié.

Compuesto ICso

ITP-1B 28 uM
ITP-1C 39 uM
ITP-1D 25 uM
ITP-1G 49 pM

Las estructuras de los analogos se encuentran esquematizadas en la Figura 50.
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Figura 50. Estructura de los analogos de prolina sintetizados en el IQUIR-CONICET y utilizados en este
trabajo.
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4.2 Inhibicion del transporte de prolina

Con el fin de estudiar la posibilidad de que los analogos inhiban la actividad del
transportador de prolina TcAAAPO69, se midié la tasa de incorporacién de dicho
aminodacido en presencia de cada uno de los andlogos en parasitos transgénicos control
(TcGFP) y en parasitos que sobre-expresan la permeasa de prolina (Tc069) (Figura 51).
Dado que los parasitos Tc069 tienen incrementado aproximadamente 9 veces el
transporte de prolina (Figura 20, ver pagina 74), si los analogos afectan la actividad de
la permeasa TcAAAPO69 el efecto inhibitorio en el transporte de prolina deberia ser
mayor en estos parasitos. Inicialmente se evaluaron los compuestos en una
concentracion 40 uM, un valor intermedio para las ICsos mencionadas equivalente a 7.25
veces menos que la Km aparente obtenida para el transportador de prolina TCAAAPO69
sobre-expresado en la cepa Y (Km= 0.29mM).

De los compuestos ensayados, el analogo ITP-1G fue el Unico que inhibid
significativamente el transporte de prolina en los pardsitos TcGFP, con un 33.1% (+4.2)
de inhibiciéon (p<0.0001). Los compuestos ITP-1B, ITP-1C e ITP-1D no presentaron
inhibicidn significativa (Figura 51, panel izquierdo).

En los ensayos realizados con parasitos que sobre-expresan el transportador de prolina
TcAAAP0O69, también el analogo ITP-1G fue el Unico que inhibid significativamente el
transporte de prolina, con un 51.9% (+11.2) de inhibicion (p=0.0005). Al igual que con
los parasitos TcGFP, no se observo efecto inhibitorio con los analogos ITP-1B, ITP-1C e
ITP-1D (Figura 51, panel derecho).
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Figura 51. Competencia de los analogos en el transporte de prolina en parasitos TcGFP (panel izquierdo) y
Tc069 (panel derecho).

Los resultados parecen indicar que el andlogo ITP-1G inhibe el transporte de prolina
mediado por el transportador TcAAAP069, dado que dicho efecto parece estar
aumentado por la sobre-expresion de dicha permeasa.
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4.3 Inhibicion dosis-dependiente

El analogo ITP-1G fue el Unico compuesto que produjo una inhibicion significativa del
transporte de prolina en una concentracion de 40 uM tanto en parasitos TcGFP como
Tc069. Sin embargo, es posible que los otros compuestos también tengan efecto sobre
el transporte pero en concentraciones mayores. Por este motivo se realizaron curvas de
transporte con parasitos Tc069 en un rango de concentraciones entre 0 y 100 uM para
cada analogo (Figura 52).
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Figura 52. Inhibicidn concentracidon-dependiente con los andlogos ITP-1B (color verde) e ITP-1G
(color rojo).

Nuevamente los compuestos ITP-1C e ITP-1D no presentaron diferencias en el
transporte de prolina. Sin embargo, tanto el analogo ITP-1B como el compuesto ITP-1G
presentaron una inhibicién dosis-dependiente, siendo mayor la inhibicion para el
analogo ITP-1G. Por ejemplo, al tratar los pardsitos con 25 uM, la inhibiciéon observada
fue de 19.28% (+0.36) y 31.83% (+2.15) para los andlogos ITP-1B y ITP-1G,
respectivamente. En la maxima concentracién ensayada (100 puM) la inhibicién
alcanzada con el compuesto ITP-1G fue 62% mayor que la obtenida con ITP-1B (76.58%
17.21 y 47.03% +£10.52 respectivamente). Estos resultados muestran que la inhibicién
ejercida por ambos compuestos es dosis-dependiente y podria explicar por qué el efecto
del analogo ITP-1B no fue detectado utilizando sélo 40 uM. Dado que el compuesto ITP-
1G es el andlogo que presenté mejores resultados hasta el momento, se mantuvo la
concentracion 40 uM para los ensayos que requerian un Unico tratamiento a fin de
seguir comparando la eficiencia de los cuatro compuestos.

4.4 Concentracion intracelular de prolina

Se determind la concentracién de prolina intracelular mediante un método
colorimétrico antes y después de incubar los parasitos transgénicos Tc069 durante 1 h
con cada uno de los analogos en presencia de prolina 10 mM (Figura 53).
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La concentracion basal de prolina intracelular previa a la incubacion de 1 hora en
presencia de prolina 10 mM fue de 5.90 mM (+£0.01), mientras que luego de la
incubacién fue de 8.32 mM (+0.24). Esto representa un 41% de incremento en la
concentracion de prolina. Entre los parasitos sin tratamiento y los parasitos tratados con
los analogos ITP-1B, ITP-1C e ITP-1D no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de prolina luego de 1 h de incubacion (7.62 mM +0.24, 7.12 mM +0.72 y
7.21 mM 10.48, respectivamente). Por otro lado, los pardsitos Tc069 tratados con el
andlogo ITP-1G no mostraron aumento en la concentracion de prolina intracelular
durante la hora de incubacién en prolina 10 mM (5.90 mM +0.01 y 6.02 mM £0.10, antes
y después de la incubacion respectivamente).
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Figura 53. Concentracion de prolina intracelular. Se midieron los niveles intracelulares de prolina
antes (Control —Pro) y después de incubar durante 1 hora los pardsitos Tc069 en presencia de 10
mM prolina (Control +Pro) y con la adicién de cada uno de los anélogos de prolina (+Pro +ITP-
1B/C/D/G).

Este resultado sugiere que el analogo ITP-1G estaria bloqueando el transportador de
prolina TCAAAP069 ya que el tratamiento con este compuesto no permitié el ingreso de

prolina en concentraciones 250 veces menores que la prolina misma.

4.5 Efecto tripanocida

A continuacidén, se evalud la actividad tripanocida de los cuatro analogos en parasitos
Tc069 y se compard con parasitos control (TcGFP). Si bien ya se sabe que los compuestos
presentan actividad tripanocida, mediante estos ensayos de inhibicién del crecimiento
se estudio la posibilidad de que los andlogos ingresen al parasito a través del
transportador de prolina TcAAAPO69. Las ICsos fueron calculadas a las 48 hs post-
tratamiento porque fue el menor tiempo donde se observé el mayor efecto.
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El analogo ITP-1B no presentd diferencias en la actividad tripanocida entre los distintos
cultivos, las ICsgs calculadas fueron 40.5 uM (+£1.1) y 34.3 uM (£1.1), para los pardsitos
Tc069 y TcGFP respectivamente (Figura 54). Este resultado sugiere que el efecto
tripanocida no se encuentra incrementado por la sobre-expresion del transportador de

prolina y por lo tanto no estaria ingresando a través de la permeasa TcAAAPO69.
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Figura 54. Actividad tripanocida del analogo ITP-1B en pardsitos TcGFP y Tc069 de la cepa Y.

Respecto al andlogo ITP-1C, no se observd efecto tripanocida sobre los cultivos de
parasitos TcGFP y Tc069 en el rango 0-400 uM y durante 5 dias.

En los tratamientos con el andlogo ITP-1D se observé que los parasitos Tc069

presentaron un aumento significativo en la resistencia a este compuesto, de hecho los

valores de inhibicién del crecimiento no fueron significativos a las 48 hs, y la ICso pudo

ser determinada recién al dia 4 (96 hs post-tratamiento). Las ICsos para los parasitos
Tc069 y TcGFP fueron 105.2 uM (+1.1) y 37.1 uM (*1.2) respectivamente (Figura 55).
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Figura 55. Actividad tripanocida del analogo ITP-1D en pardsitos TcGFP y Tc069 de la cepa Y.
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En los tratamientos con el andlogo ITP-1G se obtuvo una ICsp significativamente menor
para los pardsitos Tc069, con ICses calculadas de 27.1uM (£1.0) y 39.9 uM (+1.0) para los
pardsitos Tc069 y TcGFP respectivamente (Figura 56).
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Figura 56. Actividad tripanocida del analogo ITP-1G en parasitos TcGFP y Tc069 de la cepa Y.

Los resultados obtenidos parecerian indicar que el analogo ITP-1G es el Unico que ejerce
su actividad tripanocida actuando, al menos en parte, a través del transportador de
prolina TCAAAPO69.

4.6 Inhibicion de otros transportes

A fin de evaluar si los andlogos de prolina podrian ejercer su efecto tripanocida
ingresando por otro transportador de aminodcidos u otros transportadores no
relacionados, se evalud la incorporacion de otros metabolitos en presencia y ausencia
de los analogos.

Por un lado se utilizd una mezcla de aminoacidos conteniendo alanina, arginina,
aspartato, glutamato, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, tirosina y valina (Figura 57).

Los resultados muestran que los Unicos analogos que disminuyeron significativamente
el transporte de la mezcla de aminoacidos, por disminucién en la incorporacién de uno
o0 mas de sus componentes, fueron los compuestos ITP-1B e ITP-1G.
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Figura 57. Inhibicion del transporte de una mezcla de aminodacidos con los andlogos de prolina en
parasitos Tc069 de la cepa V.

Dado que la mezcla de aminodacidos contiene prolina entre sus componentes, se
procedid a evaluar la capacidad de los andlogos ITP-1B y -1G para inhibir el transporte
de otros aminoacidos (glutamato y lisina), e incluso se tested el transporte de
putrescina; estos transportes son mediados por las permeasas TcAAAP649, TcAAP7
(TcAAAP545) y TcPAT12, respectivamente, todas ellas pertenecientes a la familia
TcAAAP (datos de nuestro laboratorio no publicados,Inbar et al. 2012; Reigada et al.
2016). De este modo se analizé si la disminucién en la incorporacion de la mezcla de
aminodcidos podria deberse a la inhibicion ejercida sobre el transporte de prolina o si
los compuestos estarian actuando sobre otros transportadores de la familia TCAAAP
(Figura 58).
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Figura 58. Inhibicion del transporte de glutamato, putrescina y lisina con los analogos de prolina ITP-1B y
1-G en pardasitos Tc069 de la cepa V.
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El compuesto ITP-1G inhibid significativamente los tres transportes ensayados, mientras
que el analogo ITP-1B inhibid los transportes de glutamato y lisina, pero no el de
putrescina.

Por ultimo se estudid la inhibicién del transporte de timidina, que es llevado a cabo por
el transportador TcNT1 (De Koning et al. 2005), una permeasa cuya estructura no estd
relacionada con los transportadores de aminoacidos y derivados de la familia TCAAAP
(Figura 59).
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Figura 59. Inhibicion del transporte de timidina con los andlogos de prolina en parasitos Tc069 de la
cepa.

Ninguno de los andlogos de prolina produjo una disminucion significativa en la
incorporacion de timidina, reforzando la hipétesis de que su ingreso se daria sdélo a
través de permeasas pertenecientes a la familia TCAAAP.
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El parasito Trypanosoma cruzi posee un ciclo de vida complejo, que ocurre en una
variedad de ambientes de diferentes composiciones, principalmente en el tracto
digestivo del insecto vector, y en la sangre y el citoplasma celular del hospedador
mamifero. Estos ambientes implican condiciones nutricionales y ambientales variables
a lo largo de los distintos estadios del parasito. Dentro de las adaptaciones evolutivas
que T. cruzi desarrollé se encuentran los procesos de transporte, que son rapidos y
eficientes en comparacién con las rutas biosintéticas. Los transportadores estan en
contacto con el medio extracelular y funcionan no sélo como permeasas que permiten
el ingreso de metabolitos a la célula sino también como sensores ambientales (Busch &
Saier 2002).

Ademas de considerar que el transporte es el primer paso de una ruta metabdlica,
se ha demostrado que los transportadores pueden facilitar la entrada a potenciales
drogas tripanocidas (Hasne & Barrett 2000). Es el caso del melarsoprol, una de las drogas
utilizadas para el tratamiento de la Tripanosomiasis Africana Humana (HAT, por sus
siglas en inglés Human African Trypanosomiasis) causada por el tripanosomatido
Trypanosoma brucei. El melarsoprol ingresa al parasito mediante el transportador de
aminopurinas TbAT1 (P2), que fue identificado como via de ingreso de esta droga a
principios de la década de los 90 cuando se observé que los parasitos resistentes al
tratamiento con melarsoprol carecian de dicho transportador (Carter & Fairlamb 1993).
Otra identificacién molecular de transportadores relacionados con el ingreso de drogas
tripanocidas en T. brucei corresponde a la permeasa de aminodcidos neutros TbAAT6.
El gen que codifica al transportador TbAAT6 corresponde al gen ortélogo no sinténico
del TcAAAP069. La pérdida de la pemeasa TbAAT6 da como resultado parasitos
resistentes al tratamiento de HAT con eflornitina (Vincent et al. 2010; Mathieu et al.
2014). En el caso de Leishmania major, la acuaporina LmAQP1 media la captacién de la
droga estibogluconato. La sobre-expresidn de dicha acuaporina produce un aumento de
sensibilidad al tratamiento con compuestos antimoniales y arsenicales, y su delecion
induce la resistencia a estos tratamientos (Gourbal et al. 2004). Incluso recientemente
se ha demostrado que los transportadores de arginina TbAAT5-3 y de lisina TbAAT16-1
de T. brucei son esenciales para la supervivencia del parasito (Mathieu et al. 2017).
Considerando los antecedentes mencionados, la caracterizacion de las proteinas
implicadas en los procesos de transporte de aminoacidos en T. cruzi resulta necesaria
para comprender mejor el complejo metabolismo de los aminoacidos y el posible rol de
los transportadores para el desarrollo de drogas con accién tripanocida.
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Propiedades del transportador de prolina TcAAAP069

En esta tesis se decidid estudiar el transporte de prolina en el parasito T. cruzi dado
que este aminoacido participa en variados procesos biolédgicos, algunos vitales para la
supervivencia del parasito ante situaciones adversas y otros esenciales para el
establecimiento de la infeccién en el hospedador mamifero. El transporte de
metabolitos representa el primer paso en muchas rutas metabdlicas y puede incluso
regular dichos procesos. Conocer las moléculas involucradas en el transporte de prolina
asi como los componentes de su regulacidn es necesario para poder explotarlos en el
desarrollo de nuevos tratamientos contra la enfermedad de Chagas.

El transportador de prolina TcCAAAPO69 descrito y caracterizado durante este
proyecto doctoral pertenece a la mds numerosa, y probablemente la Unica, familia de
transportadores de aminodacidos y derivados en tripanosomatidos, llamada TcAAAP.
Esta familia esta formada al menos por 36 genes que codifican para proteinas de entre
400 y 600 aminoacidos, y que presentan entre 9y 12 pasos transmembrana (Bouvier et
al. 2004). Dos caracteristicas de estas proteinas las convierten en blancos de estudio de
interés no solo bioldgico sino también terapéutico. Por un lado, en su condicién de
proteinas transportadoras median el ingreso de metabolitos, algunos esenciales como
las poliaminas y por lo tanto la anulacion de su funcion podria traducirse en la pérdida
de viabilidad del parasito. Por otro lado, la falta de homologia con proteinas de
mamiferos las sefiala como potenciales vias de ingreso dirigido al pardsito ademas de
blancos de drogas per se.

En T. cruzi se han caracterizado bioquimicamente dos sistemas de transporte de
prolina, uno de alta y uno de baja afinidad (Silber et al. 2002). El sistema A, de alta
afinidad, presenta una constante Km= 0.31mM, mientras que el sistema B posee una
Km= 1.36mM, siendo éste entonces el de baja afinidad. Si bien algunos aminoacidos
compiten con el transporte de prolina, el sistema B es mds especifico que el sistema A,
el cual puede ser inhibido en mas del 50% por varios aminodacidos, como la metionina 'y
la leucina entre otros. El triptéfano es un claro ejemplo de diferencias en la especificidad
de estos sistemas, mientras el sistema A presenta mas del 70% de inhibicion en el
transporte de prolina en presencia de este aminoacido, no se observan cambios en el
transporte mediado por el sistema B (Silber et al. 2002). Los parametros cinéticos
observados para el transportador TcAAAP069 parecerian indicar que la permeasa es
similar en su afinidad al sistema A (Kmaparente=0.33 mM en la cepa MJL y Kmaparente=0.29
mM en la cepa Y, comparado con Km=0.31 mM en el trabajo de Silber et al. 2002), sin
embargo su elevada especificidad de sustrato es similar al sistema B. En principio, estos
datos parecerian indicar la posibilidad de que exista en T. cruzi un sistema de transporte
dual, con diferentes propiedades de acuerdo a las condiciones extracelulares, pero
mediado por el mismo transportador. De todos modos, el sistema B si es inhibido por
algunos aminoacidos, como cisteina, alanina y valina, y nuestros resultados no
mostraron inhibicién del transporte mediado por TcAAAP0O69 en presencia de ningln
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aminodcido en las condiciones ensayadas, ni en levaduras ni en parasitos. Esta elevada
especificidad de sustrato diferencia la permeasa TcAAAPO69 de sus homdlogos en
Leishmania donovani (LdAAP24) y Trypanosoma brucei (TbAAT6). En el caso de la
permeasa LdAAP24 se demostré que transporta tanto prolina como alanina (Inbar et al.
2013); y si bien la permeasa TbAAT6 fue descubierta originalmente por mediar el ingreso
de la droga eflornitina, luego se la identific6 como una permeasa de baja selectividad
para aminodcidos neutros, entre ellos la prolina (Vincent et al. 2010; Mathieu et al.
2014).

Otra diferencia importante y a la vez interesante, es que los sistemas
caracterizados por Silber et.al no son inhibidos en presencia del esterecisomero D-
prolina, y la permeasa TcAAAPO69 pareciera ser estéreo-inespecifica, ya que este
isdmero fue capaz de disminuir significativamente la incorporacion de L-prolina con una
cinética de inhibicion competitiva. Si bien no es frecuente, es posible que los inhibidores
competitivos de un transporte no sean transportados por el sistema que inhiben (Lépez-
Burillo et al. 1985; Van Winkle et al. 1990; Thomas & Christensen 1970); sin embargo, la
existencia de prolina racemasas y péptidos con D-aminoacidos en T. cruzi sugieren que
el transporte de D-prolina podria ocurrir, y por tanto la permeasa TcAAAPO69 podria ser
capaz de transportar tanto L- como D-prolina. El parasito T. cruzi posee dos genes
paralogos que codifican para prolina racemasas, de las cuales una de las isoformas es
secretada al medio extracelular y la otra actua dentro de la célula (Chamond et al. 2003).
Por un lado, podria ser que el parasito convierta en D-prolina la L-prolina que encuentra
en el medio extracelular y al poder adquirirla con el transportador TcAAAPO69 se
asegura la disponibilidad de este metabolito, el cual en caso de necesidad serd
reconvertido a L-prolina por la prolina racemasa citoplasmatica. Por otro lado, se ha
demostrado la presencia de D-prolina en péptidos de T. cruzi y se ha postulado que
podrian contribuir a la falta de especificidad inicial en la respuesta de los linfocitos B y
gue también podrian mejorar la resistencia del parasito a las proteasas celulares y
extracelulares del hospedador (Coatnoan et al. 2009). Incluso se ha reportado que la
adicion de un unico D-aminoacido en el extremo N-terminal de una proteina es
suficiente para conferir resistencia general a enzimas proteoliticas (Janeway & Sela
1967; Janeway & Humphrey 1968). EI metabolismo de la D-prolina como tal es
improbable, ya que se ha demostrado que la prolina deshidrogenasa de T. cruzi
(TcPRODH), primera enzima involucrada en la conversiéon de prolina a glutamato, no
tiene como sustrato a este estéreo-isomero (Paes et al. 2013).

Sélo unos pocos miembros de la familia TCAAAP han sido caracterizados hasta la
fecha: un transportador de lisina (TcAAAP545/TcAAP7), uno de arginina
(TcAAAP411/TcAAP3) y uno de poliaminas (TcPAT12). Las tres permeasas presentan
elevada especificidad para los sustratos que transportan, y cabe destacar en particular
gue las permeasas de lisina y arginina son mono-especificas, a diferencia de la mayoria
de los transportadores en mamiferos que transportan grupos de aminoacidos (Inbar et
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al. 2012; Miranda et al. 2012). En concordancia con esta informacion, el transportador
TcAAAPO69 también presentd elevada especificidad para su sustrato prolina. Ademas,
todas las permeasas caracterizadas de la familia TCAAAP han sido localizadas en una
zona cercana al bolsillo flagelar, donde también fue ubicada la permeasa de prolina
(Hasne et al. 2010; Inbar et al. 2012; Miranda et al. 2012). La presencia de los cuatro
transportadores caracterizados en esta region refuerza la hipotesis de que todos los
miembros de la familia TCAAAP se encuentran localizados en la zona del bolsillo flagelar.
Interesantemente, la permeasa de prolina también se observé localizada a lo largo de la
membrana plasmatica, y de hecho, la mayor actividad del transportador se correlacioné
con su presencia tanto en la membrana como en la regidn cercana al bolsillo flagelar. La
presencia en membrana plasmatica constituye el primer reporte de un miembro de la
familia TcAAAP con esta localizacidn subcelular.

Prolina y estrés

Durante su ciclo de vida el parasito T. cruzi se encuentra expuesto a diferentes
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species)
generadas por el metabolismo aerdbico del parasito, la respuesta inmune del
hospedador mamifero y ocasionalmente por las drogas utilizadas en el tratamiento de
la enfermedad de Chagas (Turrens 2004). Las ROS pueden provocar disrupciones en
membranas, inactivacion de enzimas, mutagénesis y dafios en la maquinaria de
reparacion del ADN.

Los parasitos protozoarios presentan grandes diferencias en sus defensas
antioxidantes, no sélo al compararlos con sus hospedadores mamiferos sino también
entre ellos. Por ejemplo, los tripanosomatidos y Plasmodium spp. poseen una isoforma
de la superodxido dismutasa (SOD), normalmente presente sélo en bacterias y ausente
en células eucariotas (Bécuwe et al. 1996; Turrens & McCord 2006). Ademas, no se ha
encontrado la enzima catalasa en ninguno de estos pardsitos, aunque si se ha reportado
actividad catalasa en Toxoplasma gondii (Boveris et al. 1980; Kwok et al. 2003). Y si bien
Plasmodium spp. posee un sistema antioxidante dependiente de glutatidn, éste no se
ha encontrado en los tripanosomatidos (Flohé et al. 1999; Boveris et al. 1980).
Trypanosoma spp. y Leishmania spp. sintetizan tripanotién, un ditiol derivado de
glutatién Unico en estos parasitos, que les permite eliminar el peréxido de hidrogeno y
cuyo metabolismo ha sido propuesto como un potencial blanco terapéutico (Fairlamb &
Cerami 1992; Flohé et al. 1999; Steenkamp 2002; Krauth-Siegel et al. 2003). La SOD y el
tripanotion son sélo algunos de los mecanismos antioxidantes que poseen estos
parasitos.

Ademas del rol energético y de participar en la biosintesis de proteinas, se ha
reportado que la prolina contribuye en la proteccion contra estreses oxidativo y térmico
en hongos, bacterias, plantas y células de mamifero (Chen & Dickman 2005; Chen et al.
2006; Kaino & Takagi 2008; Grothe et al. 1986; Krishnan & Becker 2006; Zhang et al.
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2015; Verbruggen & Hermans 2008; Verslues & Sharma 2010; Anwar Hossain et al. 2014;
Krishnan et al. 2008; Natarajan et al. 2012). Adicionalmente hay evidencias de que la
prolina actua in vitro como scavenger de radicales libres (Alia et al. 2001; Kaul et al.
2008). En T. cruzi, se ha reportado que al interferir en el metabolismo de prolina con el
analogo T4C se obtienen pardsitos mas susceptibles al estrés oxidativo (Magdaleno et
al. 2009). También se ha demostrado que la sobre-expresion de la enzima TcPRODH en
levaduras resulta en células mas sensibles al estrés oxidativo como resultado de la
disminucion de los niveles de prolina intracelular (Paes et al. 2013).

Una mayor velocidad de transporte no necesariamente implica una mayor
acumulacién del metabolito dentro del parasito, ya que pueden existir mecanismos que
compensen el ingreso del mismo. En el caso del transportador TCAAAP0O69 observamos
gue los parasitos que sobre-expresan dicha permeasa (parasitos Tc069) presentan no
solo mayores velocidades de incorporaciéon de prolina sino también una mayor
concentracion intracelular del aminoacido. La prolina puede ser convertida a glutamato
a través de la accién de dos enzimas y un paso no enzimatico. El glutamato obtenido
puede ser convertido en intermediarios del ciclo de Krebs, ademas de FADH, y NAD(P)H.
De hecho, se ha demostrado que tripomastigotes metaciclicos cuyos niveles de ATP
fueron disminuidos por ayuno prolongado recuperan los niveles de ATP y su capacidad
infectiva al ser incubados con prolina (Martins et al. 2009). También se ha reportado que
luego del agotamiento de la glucosa en el medio, el parasito utiliza aminodcidos, prolina
entre ellos, como fuente de carbono y energia (Cazzulo 1994). Asi queda evidenciada la
contribucién de la prolina al balance energético del parasito, y efectivamente los
parasitos Tc069 ademas de tener mayor concentracion de prolina presentaron mayores
niveles de ATP intracelular. En cuanto al transporte de glutamato, éste no se vio
afectado por la acumulacion de prolina; esto podria indicar que o bien la prolina no
estaria siendo convertida a glutamato, o bien el glutamato generado a partir de Ila
prolina estaria siendo metabolizado a fin de mantener constante el nivel de glutamato
intracelular, o también podria ser una combinacion de ambas.

Ademas de presentar mayor concentracién intracelular de prolina, los parasitos
Tc069 demostraron ser mas resistentes al ser sometidos tanto a estrés nitrosativo como
oxidativo. Ambos escenarios son de especial interés en la biologia del parasito T. cruzi.
Al comienzo de la infeccién en el hospedador humano, los macréfagos producen éxido
nitrico a través de la iNOS (6xido nitrico sintasa inducible) a fin de eliminar a los
tripomastigotes (Costa et al. 2006). Ademas una vez dentro de las células del
hospedador vertebrado, la vacuola parasitéfora se fusiona con los lisosomas, originando
el fagolisosoma. En este compartimento, el parasito depende de una compleja red de
enzimas antioxidantes para protegerse de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
lisosomales (Piacenza et al. 2008). Estas son situaciones fisioldgicas con las que el
parasito T. cruzi se enfrenta a lo largo de su ciclo de vida. Por otro lado, el mecanismo
de accidn de las drogas utilizadas para tratar la enfermedad de Chagas involucra, al
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menos en parte la generacion de estrés oxidativo (Hall & Wilkinson 2012; Hall et al.
2011; Rajdo et al. 2014). En concordancia con todos estos datos, los parasitos Tc069
demostraron ser mas resistentes al estrés oxidativo, nitrosativo y a los tratamientos con
nifurtimox y con benznidazol.

También se ha postulado que el parasito precisa sefiales de ROS para proseguir
con la infeccidn dentro de las células del hospedador mamifero (Goes et al. 2016). Esto
podria explicar por qué en resultados preliminares, que no se han mencionado en la
seccion de Resultados, hemos observado un menor grado de parasitemia en ratones
infectados con tripomastigotes Tc069 comparado con tripomastigotes TcGFP o wild-
type. Pareciera ser que la resistencia aumentada al estrés oxidativo interfiere con el
establecimiento de la infeccidn, pero esta hipdtesis debe ser estudiada con mayor
profundidad.

Regulacion del transportador de prolina TcAAAP069

Como consecuencia de la transcripcion policistronica y la falta de promotores
tipicos para la ARN Pol Il, la expresion de la mayoria de los genes en tripanosomatidos
estd regulada post-transcripcionalmente. Las variaciones observadas en el nivel de
expresion de una proteina deben ser resultado de cambios en la estabilidad de los
ARNm, en la traduccion o en la estabilidad de la proteina. Las secuencias regulatorias
que se encuentran presentes en las regiones no traducibles (UTR) de los distintos genes,
principalmente en los 3’ UTRs, actian como sitios de unidn a proteinas (RBP, RNA
Binding Proteins) que afectan la estabilidad de los ARNm, y resultan elementos clave en
la modulacion de los niveles individuales de ARNm durante el ciclo de vida del parasito
(De Gaudenzi et al. 2003).

La sobre-expresion del transportador de prolina TcAAAP0O69 con un vector de
expresion como el pTREX, descarta la regulacion post-transcripcional de la proteina en
los parasitos Tc069 dado que en el vector sdélo se clona la secuencia codificante del gen,
y las regiones 5’- y 3’ UTR corresponden a los genes GAPDH. Asi, queda en evidencia
que las variaciones reportadas para la actividad, expresién y localizacién de la permeasa
de prolina TcAAAPO69 son consecuencia principalmente de modificaciones post-
traduccionales. De hecho, este transportador posee por predicciones bioinformaticas 5
posibles sitios de fosforilacion ademas de varios sitios de SUMOQilacion (Marchini et al.
2011). Interesantemente, todos estos posibles sitios de regulacion post-traduccional se
encuentran en el extremo N-terminal de la permeasa que, como fue mencionado
previamente, es la region de los miembros de la familia TCAAAP con menor porcentaje
de identidad de secuencia aminoacidica. Con respecto al rol del extremo N-terminal, en
Leishmania donovani se sabe que los primeros 18 aminoacidos (aa) del transportador
bi-especifico de alanina/prolina codificado por el gen LdAAP24, homdlogo del
TcAAAPO69, son los que determinan la especificidad por la alanina, mientras que la
remocién de los primeros 54 aa ocasiona también la pérdida de la capacidad para
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transportar prolina (Schlisselberg et al. 2015). El estudio del rol del extremo N-terminal
en la permeasa de prolina TCAAAPO69 se abordarda como continuacion de esta tesis
doctoral.

La acumulacién de prolina libre depende no sélo de su captacion del medio
extracelular sino también de su biosintesis y degradacién. Por este motivo, los cambios
observados en la concentracién intracelular de prolina podrian no deberse
exclusivamente a las variaciones del transporte, y probablemente esto explique por qué
el nivel maximo de prolina intracelular se obtuvo desfasado con la velocidad maxima de
transporte. Nuestros resultados demuestran que el transporte de prolina en
epimastigotes varia durante el crecimiento del cultivo, desde velocidades indetectables
al comienzo del repique, pasando por un pico maximo al inicio de la fase exponencial de
crecimiento y luego volviendo a ser indetectable en la fase estacionaria. Los
epimastigotes consumen principalmente L-prolina por su elevada disponibilidad en la
hemolinfa e intestino del insecto vector, sin embargo, en cultivo consumen glucosa
hasta agotarla y luego recién comienzan a utilizar aminoacidos como fuente de carbono
y energia (Cazzulo 1994). Nuestros resultados indican que la prolina es acumulada por
los epimastigotes en cultivo antes de ingresar en la fase exponencial durante la curva de
crecimiento y esto sugiere que la prolina es necesaria para el crecimiento en cultivo de
los epimastigotes, como lo es en el ciclo de vida dentro de la vinchuca. Asimismo, el
transporte de prolina también varia entre los diferentes estadios intracelulares del
parasito T. cruzi, y si bien se demostrd que los epimastigotes intracelulares son los que
poseen la mayor actividad en el transporte de prolina, también son los que presentan
los niveles intracelulares mas bajos de dicho aminoacido (Tonelli et al. 2004). Esto no
sorprende, ya que, como fue mencionado anteriormente, la prolina es un aminodcido
esencial para el progreso del ciclo de vida de epimastigote intracelular a tripomastigote
y aqui la prolina cumple un rol principalmente energético (Martins et al. 2009). En
nuestro caso vimos que los epimastigotes de cultivo también poseen una elevada
actividad en el transporte de prolina, la cual disminuye gradualmente hasta que los
parasitos alcanzan la fase exponencial tardia, y ya en fase estacionaria no se detecta
transporte de prolina mediado por la permeasa TcAAAPO69, cuando los epimastigotes
estan en transicion a tripomastigotes metaciclicos. En el medio de cultivo, hay
aproximadamente 5 mM de prolina, y en las células de mamifero la concentracién de
este aminoacido es de 0.3 mM (Silber et al. 2009). En uno de los insectos vector de T.
cruzi, Rhodnius prolixus, se han reportado, para 3 colonias diferentes y 7 dias después
de alimentarse, concentraciones de prolina entre 3.8 y 22.4 mM (Harington 1961). Las
diferencias en la disponibilidad de prolina en estos distintos ambientes podrian explicar
por qué los epimastigotes de cultivo poseen niveles mayores de prolina que los
epimastigotes intracelulares.

Los efectos regulatorios del medio condicionado en epimastigotes de T. cruzi han
sido reportados previamente, e incluyen procesos variados como division celular,
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metaciclogénesis, expresién de la arginina quinasa, transporte de arginina, aspartato,
cisteina y lisina, actividad de la adenilato quinasa soluble, y localizacién de la adenilato
quinasa nuclear (Alonso et al. 2001; Bouvier et al. 2006; M. de los M. Cdmara et al. 2013;
Canepa et al. 2005; Canepa et al. 2009; M. D. L. M. Camara et al. 2013; Inbar et al. 2012;
Pereira et al. 2002). Los experimentos realizados con medio condicionado o bien,
aumentando artificialmente la densidad del cultivo, sugieren la existencia de un factor
aun desconocido asociado a la densidad y que pareciera influir en el metabolismo del
parasito. Este factor seria extracelular ya que estaria presente tanto en el medio de
cultivo de parasitos en fase estacionaria tardia, como en cultivos de pardsitos
concentrados artificialmente. Nuestra hipdtesis es que pareciera que al alcanzarse un
umbral de densidad de cultivo, los parasitos secretan dicho factor a fin de regular
poblacionalmente ciertos procesos, entre ellos el transporte de prolina. De hecho, en T.
brucei la diferenciacién de la forma esbelta (slender) a la forma corta (stumpy) es una
respuesta dependiente de la densidad que recuerda al quérum sensing en bacterias
(Mony et al. 2014). En el caso de T. cruzi, el analisis protedmico del secretoma demostré
gue las vesiculas extracelulares de este parasito muestran un enriquecimiento de
proteinas implicadas en interacciones parasito-huésped, inmunomodulacion y
sefializacidn celular (Bayer-Santos et al. 2013).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos proponemos un modelo para la
regulaciéon del transportador de prolina TcCAAAP069. Al inicio del cultivo, no se detecta
incorporacion de prolina en los pardsitos, probablemente por falta del transportador. A
medida que se replican, la permeasa de prolina se expresa y localiza no sélo a lo largo
de la membrana plasmatica sino ademas en el bolsillo flagelar, y su actividad aumenta
hasta un maximo que coincide con el inicio de la fase exponencial. A medida que el
cultivo progresa, los pardsitos disminuyen la incorporacion de prolina y la permeasa es
degradada hasta alcanzar niveles indetectables cuando el cultivo se satura. La variacién
en la actividad y localizacién no depende de la concentracidn extracelular de prolina e
hipotetizamos que podria estar relacionada con un factor de naturaleza desconocida
dependiente de la densidad del cultivo.

Andadlogos de prolina

El uso de analogos de metabolitos ha sido ampliamente explorado, principalmente
como inhibidores reversibles o irreversibles de rutas metabdlicas. La eflornitina, un
analogo de ornitina, es una de las drogas actualmente utilizada en el tratamiento de la
HAT. La eflornitina tiene como blanco de accién a la enzima ornitina decarboxilasa
(ODC), por lo tanto causa una disminucion en la biosintesis de poliaminas y reduce la
produccién de tripanotién, un compuesto Unico en tripanosomatidos involucrado en la
proteccion contra el estrés oxidativo (Bacchi et al. 1983; Krauth-Siegel et al. 2005).

El andlogo de prolina T4C disminuye la viabilidad de los epimastigotes de T. cruzi
y afecta la resistencia a estrés nutricional y estrés oxidativo, ademas de interferir con el
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metabolismo de prolina y la eclosion de los tripomastigotes (Magdaleno et al. 2009). A
pesar de estos resultados, el compuesto T4C presenta elevados valores de ICso (entre
0.5-0.9 mM) por lo que queda descartado como candidato a droga por si mismo, aunque
bien podria ser modificado o evaluado en combinacidn con las drogas actuales en busca
de un efecto sinérgico. En este trabajo de tesis, los ensayos de transporte de prolina
realizados en presencia de este analogo mostraron una disminucién del 44.2% en el
ingreso del aminodacido.

En cuanto al desarrollo de moléculas quiméricas, se han evaluado algunos
conjugados de aminodcidos como inhibidores de la dUTPasa de T. cruzi, aunque los
resultados fueron insatisfactorios, ya que ninguno de los compuestos desarrollados
logrd inhibir la enzima, incluso en concentraciones elevadas como 1 mM (Mc Carthy et
al. 2006). Recientemente han sido evaluados en T. brucei y Leishmania donovani
conjugados de poliaminas como potenciales inhibidores de la tripanotion reductasa, vy si
bien uno de ellos fue capaz de inhibir la actividad de la enzima recombinante, no
presento efecto tripanocida significativo (Jagu et al. 2016).

También se han intentado disefiar drogas cuyo ingreso sea dirigido dentro del
parasito. Se sabe que el motivo melaminico presente en el melarsoprol, otra droga
usada para tratar la HAT, es el responsable de su ingreso a través del transportador de
aminopurinas TbAT1 (P2). Muchos compuestos se han sintetizado y testeado en el
parasito T. brucei haciendo uso de este motivo con diferentes agentes tripanocidas,
como andlogos de poliaminas, nitroheterociclos, fluoroquinolonas, artesunatos e
incluso eflornitina (Tye et al. 1998; Klenke et al. 2001; Baliani et al. 2005; Baliani et al.
2009; Chollet et al. 2009). Los resultados mas prometedores fueron obtenidos con los
conjugados con nitroheterociclos, y si bien se obtuvo un compuesto con actividad in
vitro comparable a la del melarsoprol capaz de curar la enfermedad aguda en un modelo
murino, las propiedades farmacoldgicas y genotoxicolégicas no fueron las esperadas
(Giordani et al. 2014).

Ademas se han disefiado conjugados de distintas quinonas con aminodcidos y con
poliaminas. Los conjugados con aminoacidos ensayados en el parasito Leishmania
donovani, si bien resultaron menos efectivos que las quinonas por si mismas, mostraron
menor toxicidad hacia las células hospedadoras y fueron capaces de inhibir el transporte
de los respectivos aminoacidos demostrando que los transportadores de aminoacidos
pueden ser explotados para el delivery de drogas (Prati et al. 2014). En cuanto a los
conjugados con poliaminas, fueron probados en los tres tripanosomatidos, y al igual que
con los conjugados con aminoacidos, todos resultaron menos efectivos que las quinonas
sin conjugar, aunque algunos resultaron buenos inhibidores de la tripanotion reductasa
(Lizzi et al. 2012).

Los analogos disefiados en el Instituto de Quimica Rosario por el grupo del Dr.
Labadié se sintetizaron con un anillo triazélico en su estructura porque los azoles
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constituyen un conjunto de farmacos fungistaticos frecuentemente utilizados en el
tratamiento de candidiasis y otras micosis, y hay numerosos reportes de antifingicos
con actividad tripanocida (Avila et al. 1981; McCabe et al. 1986; Goad et al. 1989). De
hecho, el antifungico de amplio espectro posoconazol es un farmaco triazdlico con
actividad tripanocida in vitro e in vivo que recientemente ha sido evaluado en ensayos
clinicos con eficacia limitada en pacientes con enfermedad de Chagas (Molina et al.
2000; Molina et al. 2014). En este trabajo se estudiaron aquellos andlogos de prolina
que presentaron efecto tripanocida en epimastigotes de la cepa CL14 (DTU TcVI) con
valores de ICso debajo de los 50 uM y baja toxicidad en células de mamifero.

Se utilizaron los andlogos de prolina ITP-1B, ITP-1C, ITP-1D e ITP-1G y se ensayd su
capacidad de afectar el transporte de prolina mediado por la permeasa TcCAAAAPO69 a
fin de estudiar si el efecto tripanocida observado podria estar relacionado con el
transporte de dicho aminoacido. Los resultados obtenidos demuestran que es posible
disefiar analogos de prolina con actividad tripanocida en rangos terapéuticos (entre 30
y 40 uM para los pardsitos control) similares a los que se obtienen en cepas de distintos
DTUs para el benznidazol (entre 7 y 30 uM) (Moreno et al. 2010). Sélo dos de los
compuestos ensayados inhibieron el transporte de prolina mediado por el transportador
TcAAAPO069. El andlogo ITP-1G parecid actuar como bloqueador de la permeasa, ya que
la adicidn de 40 uM del compuesto en presencia de 10 mM de prolina no permitio el
aumento de los niveles intracelulares de dicho aminodacido y ademas fue capaz de inhibir
en un 51% el transporte de prolina. Por su parte, el compuesto ITP-1B también fue capaz
de inhibir el transporte, pero sélo en dosis mayores a su ICsp, lo que explicaria por qué
no se pudo detectar la inhibicion al usar sélo 40 uM.

Sélo los andlogos ITP-1B e ITP-1G afectaron el transporte de la mezcla de
aminodcidos, sugiriendo que sus efectos no estan limitados exclusivamente a la
permeasa de prolina TCAAAP069. Teniendo en cuenta que los miembros de la familia de
transportadores de aminoacidos y derivados TcAAAP presentan una elevada identidad
de secuencia aminoacidica, con excepcion del extremo N-terminal, la multiple accion de
estos compuestos podria deberse a su interaccidn con las regiones mas conservadas de
los transportadores de la familia TCAAAP. Sin embargo, la falta de inhibicion del analogo
ITP-1B en el transporte de putrescina no resultd necesariamente llamativa, ya que la
permeasa TcPAT12 y los otros posibles transportadores de poliaminas son los miembros
mas divergentes de la familia TcAAAP, e incluso presentan los niveles mds bajos de
identidad de secuencia aminoacidica aun en su extension C-terminal (tesis del Dr.
Gaspar Canepa). Ninguno de los compuestos inhibid el transporte de timidina,
reforzando la hipdtesis de que su accidn estaria limitada a los miembros de la familia
TcAAAP.

Si bien los dos analogos mencionados inhibieron el transporte de prolina, sélo en
el caso del compuesto ITP-1G esta capacidad pareciera estar relacionada con la actividad
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tripanocida del compuesto, ya que los parasitos que sobre-expresan la permeasa de
prolina TcAAAP069 fueron significativamente mas sensibles sdlo en presencia de este
analogo, mientras que con el compuesto ITP-1B no se obtuvieron diferencias, indicando
gue su accion sobre la permeasa de prolina no se relaciona con el efecto tripanocida.

Con respecto a los compuestos ITP-1C e ITP-1D, los resultados indican que estos
analogos no inhiben la actividad del transportador de prolina TcAAAPO69 ni de otros
miembros de la familia TcAAAP, por lo que al menos en el caso del andlogo ITP-1D su
accion tripanocida no estaria relacionada con el transporte de metabolitos.
Sorprendentemente, el tratamiento con el compuesto ITP-1D fue significativamente
menos efectivo contra los parasitos Tc069, y como su efecto tripanocida no se relaciona
con el transporte mediado por la permeasa TcAAAPO69, el aumento en la ICso en estos
parasitos podria deberse al mecanismo de accién del analogo (por ejemplo, los parasitos
Tc069 son mas resistentes al estrés oxidativo, por lo que si el analogo ITP-1G genera ROS
en los parasitos, los que sobre-expresan la permeasa TcAAAP069 presentarian mayor
sobrevida). Sin embargo mas estudios son necesarios a modo de confirmar o no esta
hipotesis.

En cuanto al andlogo ITP-1C en nuestro trabajo no pudimos corroborar el efecto
tripanocida del compuesto. Esto puede deberse a las condiciones de nuestros
experimentos hayan sido diferentes a las de los ensayos realizados por el grupo del Dr.
Labadié. Incluso la cepa de T. cruzi utilizada fue distinta, y podria indicar que la accién
de este compuesto difiere entre las distintas cepas del parasito.

El hecho de que el compuesto ITP-1G ejerza su actividad tripanocida ingresando al
pardsito no por una unica via, sino utilizando diferentes proteinas de una misma familia
(multidiana) resulta interesante desde el punto de vista de la baja posibilidad de
generacion de resistencia. Como se menciond anteriormente, la resistencia al
melarsoprol estd dada por la pérdida del transportador TbAT2, y en el caso de eflornitina
por la pérdida de la permeasa TbAAT6; en el caso del analogo de prolina mencionado,
es improbable la pérdida de multiples miembros de la familia TcCAAAP, por lo que su
estudio podria resultar prometedor en el desarrollo de nuevas terapias contra la
enfermedad de Chagas.
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El gen TcAAAPO69 codifica para una permeasa de prolina altamente especifica,
cuya actividad puede ser inhibida por el estéreo-isémero D-prolina, siendo esta
caracteristica particularmente interesante dado que Trypanosoma cruzi posee prolina
racemasas y por lo tanto el transporte de D-prolina podria ocurrir a través del
transportador TCAAAPO69. La sobre-expresion de la permeasa permitido confirmar que
mayores niveles intracelulares de prolina ejercen un efecto protector ante situaciones
de estrés oxidativo y nitrosativo, incluyendo las drogas utilizadas actualmente para
tratar la enfermedad de Chagas.

La expresion, actividad y localizacion del transportador de prolina TcCAAAP069
varia durante el crecimiento de los epimastigotes de T. cruzi en cultivo. La expresion y
actividad de la permeasa y la concentracidn de prolina intracelular alcanzan un maximo
al inicio de la fase exponencial, y a medida que el cultivo progresa la actividad y
expresion decaen gradualmente hasta niveles indetectables mientras que la prolina
intracelular regresa a sus niveles iniciales. Interesantemente, ademas de estar presente
en una region cercana al bolsillo flagelar como los otros miembros caracterizados de la
familia TcCAAAP, el transportador de prolina TCAAAPO69 se localiza también a lo largo de
la membrana plasmatica cuando la actividad es maxima. Los cambios no estan
vinculados con la disponibilidad de sustrato, sino mas bien con la densidad del cultivo.

De los cuatro andlogos evaluados, sélo los compuestos denominados ITP-1B e
ITP-1G inhiben el transporte de prolina y también de otros aminoacidos y/o poliaminas
pero no de otros metabolitos como la timidina. Sin embargo, Unicamente con el analogo
ITP-1G la capacidad de inhibir el transporte esta relacionada con la accion tripanocida.
El estudio de los analogos de prolina demuestra que es posible disefiar analogos de
aminodcidos con actividad tripanocida que utilicen como via de ingreso los
transportadores de la familia TCAAAP.

El transportador de prolina TcAAAP069 constituye un blanco terapéutico
interesante no sélo por sus diferencias con los transportadores de las células del
hospedador, sino también porque puede ser utilizado para vehiculizar compuestos
téxicos dentro del parasito. Ademads nuestros resultados permiten confirmar a la familia
de transportadores de aminoacidos y derivados TcAAAP de T. cruzi como un blanco
terapéutico multiple y prometedor para el desarrollo de nuevos tratamientos contra la
enfermedad de Chagas.
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supplier for the intracellular pool of proline and contributes to the
alanine pool; it is essential for cell volume regulation after osmotic
stress; and it regulates transport and homeostasis of other
unrelated amino acids [12].

The effects of interfering L-proline transport and metabolism
was recently studied using the proline analogue L-thiazolidine-4-
carboxylic acid (T4C). Evidences suggest that T4C affects the
parasites viability and also other aspects of the 7. cruz: life cycle
especially under nutrient starvation and oxidative stress conditions
[13].

The first multigenic family of amino acid transporters from 7.
cruzt (TcAAAP; Amino Acid/Auxin Permeases; TC 2.A.18) was
identified by our group [14]. One interesting feature of these
permeases is the absence of orthologs in mammalian genomes
[15]. Few members of this family have been characterized in
trypanosomatids, including an arginine and lysine permeases
[16,17,18,19].

In this work we have identified and functionally characterized a
novel proline permease from the TcAAAP family. Since this
transporter has many differential features compared to those
present in mammalian host cells and proline is essential for
parasite survival, we hypothesize that it is possible to develop a
specific inhibitor of this 7. ¢cruzi permease with a minimal effect on
the host cells.

Materials and Methods

Cell cultures

Epimastigotes of Y (DTU 7. ¢ruzi II) and MJ Levin (DTU T.
cruzi 1) strains [16] were cultured at 28 °C in plastic flasks (25 cm?),
containing 5 mL of LIT medium (started with 10° cells per
milliliter) supplemented with 10% fetal calf serum, 100 U/mL
penicillin, and 100 pg/mL streptomycin [20]. The parasites were
subcultured with passages each 7 days. Cells were counted using a
hemocytometer.

Stress assays were performed by adding the indicated concen-
trations of the drugs to 1.5 mL aliquots containing 5x10° parasites
in LIT medium and then were cultivated during 48-96 h in 24-
wells plates. After this period cells were counted using a
hemocytometer.

The S. cerevisiae strain MG266 (gapl, put4) [21] was kindly
provided by Dr. Susana Correa, FCEN-UBA, Argentina). MG266
strain was maintained on complete yeast extract/peptone/
dextrose medium. Ura® transformants were selected on SC
medium, which is composed by 2% glucose, 0.17% yeast nitrogen
base (without amino acids), 0.5% ammonium sulfate and 2% agar.
Yeasts were transformed with the pDR196 or p416 vectors
containing ten different TcAAAP genes and empty vectors were
used as controls, according to Gietz and Woods [22].

Proline transport assays

Aliquots of epimastigote cultures (107 parasites) or yeast cultures
(1 OD) were centrifuged at 8,000 x g for 30 s, and washed once
with phosphate-buffered saline (PBS). Cells were resuspended in
0.1 mL. PBS and then added 0.1 mL of the transport mixture
containing 1 mM L-(*H) proline (PerkinElmer’s NEN® Radio-
chemicals; 0.4 pCi). Following incubation at 28 °C, reaction was
stopped by adding 1 mL of ice-cold PBS. Cells were centrifuged as
indicated above, and washed twice with ice-cold PBS. Cell pellets
were resuspended in 0.2 mL of water and counted for radioactivity
in UltimaGold XR liquid scintillation cocktail (Packard Instru-
ment Co., Meridien CT, USA) [23]. Assays were run at least by
triplicate. Cell viability was assessed by direct microscopic
examination. Non-specific uptake and carry over were measured
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In transport mixture at without incubation (T), or incubated at 4

°C.

Plasmid construction and parasite transfection

TcAAAP069, TcBilbol and TcAQP genes (GeneDB IDs:
Tc00.1047053504069.120, Tc00.1047053511127.20, and Tc00.
1047053508257.140, respectively) were amplified using genomic
T. cruzi DNA as template. Amplification products were subcloned
into a modified pTREX expression plasmid called pTREXL [24]
(TcAAAPO69) and also fused to eGFP (TcAAAP069:eGFP and
TcBilbol:eGFP) or mCherry (TcAAAPO69:mCherry and TcAQ),
P:mCherry). Constructions were transfected into 7. cruzi epimas-
tigotes of Y and MJL strain as follows. 10% parasites grown at 28
°C in LIT medium were harvested by centrifugation, washed with
PBS, and resuspended in 0.35 mL of electroporation buffer (PBS
containing 0.5 mM MgCl, and 0.1 mM CaCly). This cell
suspension was mixed with 50 pg of plasmid DNA in 0.2 cm
gap cuvettes (Bio-Rad Laboratories). The parasites were electro-
porated using a single pulse of (400 V, 500 pF) with a time
constant of about 5 ms.

Proline and ATP determinations

Proline determinations were performed using a ninhydrin
colorimetric method as previously described [25]. ATP measure-
ments were performed using the “ATP Bioluminiscence Assay Kit
HS II” (Roche) according to the manufacturer instructions.

Fluorescence Microscopy

Epimastigote samples from the days 1-7 after transfection were
washed twice with PBS. After letting the cells settle for 30 min at
room temperature onto poly-L-lysine coated coverslips, parasites
were fixed at room temperature for 20 min with 4% formaldehyde
in PBS, followed by a cold methanol treatment for 5 min. Slides
were mounted using Vectashield with DAPI (Vector Laboratories).
Cells were observed in an Olympus BX60 fluorescence micro-
scope. Images were recorded with an Olympus XM10 camera.

Western Blot analysis

Western Blots were performed using total 7. cruzi extracts
fractioned by electrophoresis in polyacrylamide denaturing gels
and transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes.
The PVDF membranes were treated for 1 h with 5% non-fat dry
milk in PBS and then incubated with the corresponding primary
antibody overnight, (anti-trillag diluted 1:2500 —Abcam—; anti-
arginine kinase diluted 1:4000). Membranes were washed and
incubated with the secondary antibody for two hours (anti-mouse
HRP 1:2500, Vector Labs). Detection was done by chemilumi-
nescence (Pierce).

Bioinformatics

Sequences from the Tritryps genome projects were obtained at
TeruziDB  (http://tcruzidb.org/) and GeneDB (http://www.
genedb.org/). Analysis of the DNA sequence data were carried
out using the software package Vector N'TT v. 10.3.0 (Invitrogen)
and the online version of BLAST at the NCBI (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/). Local or online software were used under default
parameters. The sequences were analyzed for the presence of
transmembrane spans by using SOSUI v. 1.11 [26], TMHMM v.
2.0 [27], TMPRED v. 1.0 (http://www.ch.embnet.org/) and
HMMTOP v. 2.0 (http://www.enzim.hu/). Topology was sche-
matized using the TMRPres2D software (http://bioinformatics.
biol.uoa.gr/). Phenogram representation of amino acid sequences
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was constructed using TreeView 1.6.6 (http://taxonomy.zoology.
gla.ac.uk/).

Statistics and kinetic parameters calculation

Each experiment was carried at least out three times (replicates).
Data were analyzed as follows: first normal distribution was tested
using a Kolmogorov-Smirnov test and all groups presented a
normal distribution. Afterwards, groups were analyzed using a
one-way ANOVA followed by a post-hoc Dunnet’s multiple
comparison test using a significance cut-off value of P<C0.05.
Standard procedures were used to determine kinetic parameters.
K., and V.« values were obtained by nonlinear regression fit of
the data to the Michaelis-Menten equation. Statistics, curve
fittings, V,,.x and K, were calculated using the GraphPad Prism 6
software.

Results

Expression of the T. cruzi proline transporter in yeasts

With the aim of identifying a 7. cruzi proline transporter, ten
genes from the previously characterized TcAAAP family have
been subcloned in yeast expression vectors for complementation
assays. After transformation of a yeast strain deficient in the
proline permease (PUT4), cells were cultured in a medium
containing proline as the solely nitrogen source. As figure 1A
shows, only yeasts expressing the transporter TcAAAP0O69 were
able to grow under these conditions. The identity of this
transporter is in accordance with the data published by Inbar et
al. [12].

To confirm the function of TcAAAP069, proline uptake assays
were performed in the same yeast model (Figure 1B). The obtained
transport rate was almost constant during 30 min. Calculated
velocity for TcAAAPO69 transformed yeasts was 85.9 pmol.min ™!
(£ 4.7) while control yeasts showed an inconsiderable activity
(1.7 pmol.min~ !, £0.4). In addition, the estimated Michaclis-
Menten constant (K,,) for proline transport in yeasts transformed
with TcAAAPO69 was 11.64 mM (£ 4.08).

In order to test the substrate specificity of TcAAAP069, proline
transport assays were accomplished in the presence of different
amino acids with dissimilar structures, in a 10-fold molar excess
respect to the proline concentration. Interestingly, none of the
tested amino acids produce a significant inhibition of proline
uptake demonstrating the high-specificity of TcAAAP069. As a
positive control an isotopic dilution using 10-fold higher proline
concentration was included (Figure 1C).

Functional and biochemical characterization of
TcAAAPQ69 in T. cruzi

To further study the functional properties of the transporter, we
constructed a 7. cuzi epimastigote model that overexpresses
TcAAAP069. These parasites provide a most appropriate phys-
1ological environment for additional experiments. Epimastigotes
were transfected using the genes TcAAAP069, and also GIFP as
control subcloned in the 7. cuzi expression vector pTREXL
(PTREX-069 and pTREX-GFP). After the selection period, a
Western Blot analysis was performed to verify TcAAAP069
expression, and a duplex band was observed (Supplementary
Figure SIA, left panel); one corresponding to the permease and
the other could be a fragment generated by a partial proteolysis or
a post-translational modification.

Parasites transfected with TcAAAPO69 showed an average
proline transport rate of 417 pmol.min~' (* 22) whereas in
control parasites the transport rate was 73 pmol.min~' (£ 11)

(Figure 2A).
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Related to the parasites’ growth kinetics, it was observed that
epimastigotes overexpressing TcAAAPO69 had a higher cell
density than the GFP controls, about 30% between days 7 and
14 (Supplementary Figure SIA).

To confirm that TcAAAPO069 is functional in other strain of 7.
cruzi from a different discrete typing unit (DTU) it was also
expressed in the Y strain [16]. Expression was verified by Western
Blot analysis and the same band pattern was obtained in samples
from both strains (Supplementary Figure SIA, left panel).
Additionally, proline transport was measured in the Y strain
obtaining an increase in the transport rate of 35% respect to
controls, in parasites overexpressing TcAAAP069 (Supplementary
Figure S2A, right panel).

Given that one of the objectives of this work was to study the
effects of the variation in the intracellular proline concentration, it
was tested if an increase in the transport rate generates a higher
proline concentration by accumulation of this amino acid. To
address this point the total mass of intracellular proline was
quantified in TcAAAP069 and GFP parasites. Proline concentra-
tions were 6.4 mM (% 0.2) and 2.5 mM (* 0.1) for TcAAAP0O69
and GFP cells, respectively (Figure 2B, left panel). In accordance,
parasites overexpressing TcAAAP069 from Y strain also showed
an augmented proline concentration, from 1.9 mM (% 0.3) to
3.2 mM (£ 0.7) (65%) (Supplementary Figure 2A, right panel).

On the other hand, proline can produce reduced metabolic
intermediates prior and during the TCA cycle, and also acts as a
direct electron donor to the respiratory chain (Figure 2B, right
panel). Therefore, it could be expected that an increase in proline
concentration alters the cell energy balance. To test this hypothesis
ATP levels were determined in TcAAAP069 and GFP parasites
showing an increase from 1.30 mM (£ 0.1) to 1.92 mM (£ 0.3)
(48.3%) in epimastigotes overexpressing the proline permease
(Figure 2B, left panel).

Previously reported inhibitors of proline transport and metab-
olism, such as L-thiazolidine-4-carboxylic acid (T'4C) [13] and also
the proline analogue hydroxyproline (HYP), were tested as
TcAAAPO69 inhibitors. Both compounds were assayed under
the same conditions (10-fold molar excess). Although T4C
produced a slight but significant inhibition of 44.21% (* 6.6),
HYP treatment almost abolished proline transport producing a
91.77% (* 1.9) of inhibition (Figure 3A). These results are in
accordance with the previously published by Magdaleno et al.
[13].

Considering that amino acids competition assays performed in
yeasts complemented with TcAAAPO69 produced no significant
inhibition on proline transport, an additional test was achieved
using alanine, which was previously reported as a proline co-
substrate in the Leshmania orthologue [12]. Unlike Leishmania,
TcAAAPO69 parasites did not show a significant inhibition on
proline transport in the presence of 10-fold molar excess of alanine
(Figure 3A).

Finally, given that there are very few cases of non-stereospecific
amino acid transporters and particularly in trypanosomatids there
is no previous report on this type of permeases, L-proline transport
was assayed in the presence of D-proline. Surprisingly, D-proline
inhibited L-proline transport by a 76.3% (*3.3) (Figure 3A).
Kinetics studies of L-proline transport in the presence of D-proline
(10 mM) showed an increase in the Michaelis-Menten constant
(K from 0.38 mM (£ 0.05) to 0.93 mM (* 0.48), whereas the
maximum velocity (V,,,) remained constant (between 416.0 and
303.0 pmol.min~'; P value =0.1745) adjusting to a competitive
inhibition model (Figure 3B). The physiological role of D-proline
transport could be associated to the presence of proline racemases
in trypanosomatids, as discussed below.
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Figure 1. Expression and biochemical characterization of TCAAAPO069 in yeasts. A) S. cerevisiae strain MG266 (gap1, put4) was transformed
with the pDR196 plasmid harboring the genes: GFP, TcAAAP187, TcAAAP245, TcAAAP411, TcAAAP431, TcAAAP545, TcAAAP507, TcAAAP649,
TcAAAP659, TcAAAP707, TcAAAP837 and TcAAAP069 or an empty pDR196 plasmid, and tested for growth in standard minimal medium (SD).
Transformed strains were placed in drops containing approximately 10,000, 1,000 and 100 cells. Plates were photographed after 3 days of growth. B)
L-CH) proline uptake in yeasts transformed with the construct p416-TcAAAP069 (069, black line @) or an empty p416 control (p416, gray line m).
Transport experiments with T mM L-proline were performed using transformed yeasts grown up to exponential phase in SD medium an assayed for
L- proline uptake in the interval 0-30 minutes. C) L-Proline transport inhibition assays were achieved using 1 mM L-proline and 10 mM of the
different amino acid tested.

doi:10.1371/journal.pone.0092028.g001
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Figure 3. Transport inhibition assays. A) L- proline (1 mM) transport assays were performed in the presence of 10 mM of: L-proline (L-pro; 10-
fold isotopic dilution), D-proline (D-pro), the proline analogue L-thiazolidine-4-carboxylic acid (T4C), the non-proteinogenic amino acid
hydroxyproline (HYP) and alanine (Ala, gray bar). B) Kinetic analysis of L-proline uptake was performed using different concentrations of L-proline
(from 0 to 5 mM) in the presence (+ D-Proline, black line @), or absence of D-proline 10 mM (- D-Proline, gray line m). The Lineweaver-Burk plot is

showed as an inset. Data were fitted using GraphPad Prism 6 software.

doi:10.1371/journal.pone.0092028.g003

the mentioned permeases, genetics constructions containing the
TcAAAPO69 gene fused to GFP or mCherry were made. In
addition, TcBilbol was fused to GFP and used as a marker of the
flagellar pocket’s collar, which demarcates a subdomain structure
in the boundary of the flagellar pocket [16,35]. After parasites
transfection, TcAAAP069 fluorescence was mainly localized close
to the flagellar pocket in a single focus but not colocalized with
TcBilbol (Figure 5A). Similar results were obtained using the
acidocalcisomes and contractile vacuole marker, aquaporin
(TcAQP) fused to mCherry [36]; no colocalization between both
proteins could be detected (Figure 5B). In addition, in a minor
fraction of parasites TcAAAPO69 was also located in the plasma
membrane (Data not shown).

PLOS ONE | www.plosone.org

The fact that TcAAAPO69 was found in the same cell region
that the lysine, arginine and polyamine transporters suggests that
probably all members of TcAAAP family could be concentrated in
a unique region of interchange with the extracellular medium.

Discussion

Along the life cycle, Trpanosoma cruzi must endure different
extracellular conditions in the insect gut, the mammalian blood
stream and also cell cytoplasm, presenting evolutionary adapta-
tions to such environments [37,38]. Among them, transport
processes are rapid and efficient mechanisms, in comparison to
biosynthetic routes, for supplying metabolites from extracellular
media, and also to regulate the first step on many metabolic
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and 9 uM for 069 and GFP, respectively. All the curves were adjusted using GraphPad Prism 6 software.

doi:10.1371/journal.pone.0092028.9g004

pathways. The proline transporter described in this work belongs
to one of the major amino acid transporter families in
trypanosomatids called TcAAAP [39], of which several members
were already identified by our group [14]. This 7. ¢ruzi family of
transporters comprises at least 36 genes coding for proteins with
lengths of 400-500 amino acids and 10-12 predicted transmem-
brane o-helical spanners. One remarkable feature of these
transporters is that they are absent in mammals [14].

In 7. ouz, two active proline transport systems were
biochemically characterized [2]. All results herein presented,
suggest that TcAAAPO69 is the protein responsible for the
transport systems described by Silber et al. However, considering
the kinetics parameters (K,,) TcAAAPO69 is similar to system A,
but its substrate specificity remains the system B [2]. These data
open the possibility of a dual transport system, with different
properties according the extracellular conditions, mediated by the
same transporter.

Recently, a bi-specific proline-alanine transporter has been
identified in Lesshmania donovan: (LAAAP24) which is the homologue
gene of TcAAAPO69 [12]. However, both transporters differs is
some relevant biochemical properties, such as substrate specificity,
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and also the subcellular localization. While TcAAAPO69 is located
in a defined structure close to the flagellar pocket, LAAAP24 is
uniformly distributed along the plasma membrane. It was also
reported that LdAAP24 is the sole supplier, not only of
intracellular proline, but also of alanine. Both amino acids play
a critical role under osmotic stress conditions [12].

One interesting result herein presented, is the lack of
sterospecificity of the proline transporter, D-proline was able to
strongly decrease L-proline uptake with competitive inhibition
kinetics. This feature represents a difference with the previous
biochemical characterizations of proline transport systems,
suggesting that TcAAAPO69 is capable of transporting L and D-
proline [2]. But some questions arise about the physiological role
of a D-proline permease and the directionality of this transport.
During infection of mammalian hosts, parasites secrete a proline
racemase that contributes to parasite immune evasion [9]. 7. cruzi
proline racemases are encoded by two paralogous genes, one
isoform is secreted and the other acts inside the cell [40]. One
hypothesis is that extracellular L-proline is transported and
“sequestered” by the parasites as D-proline to avoid being
incorporated and consumed by host cells. Then, into the parasites’
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Figure 5. Subcellular localization of TcAAAP069. A) Parasites co-
transfected with the pTREX-TcAAAP069:mCherry and pTREX-Bil-
bo1:eGFP were analyzed by fluorescence microscopy. Differential
interference contrast (DIC), DAPI, TcBilbo (flagellar pocket marker),
Tc069 and the merged image (Merge) are showed in the indicated
columns. B) A similar analysis as in (A) was performed but using the
acidocalcisomes and contractile vacuole marker aquaporin (TcAQP)
instead of TcBilbo. Parasites co-transfected with the pTREX-TcAAA-
P069:eGFP and pTREX-TcAQP:mCherry were analyzed by fluorescence
microscopy. White bars in the left corner of the merged images
represent 5 uM.

doi:10.1371/journal.pone.0092028.g005

cytoplasm, D-proline is re-converted to its L- enantiomer and
metabolized. Other possibility is that D-proline is incorporated in
peptides or acts as an extra- or intracellular signal [11].

As previously mentioned, proline is a key metabolite involved in
energy production and osmoregulation, however, its protective
role under oxidative stress conditions was poorly studied. Previous
evidences demonstrated that proline is a free radical scavenger in
vitro [29]; it also modulates the intracellular redox environment
and protects mammalian cells against oxidative stress [41]. In
addition, a recent work showed that overexpression of 7. cruzi
proline dehydrogenase in a yeast model produces a decrease, not
only in the intracellular proline concentration, but also in the
resistance to hydrogen peroxide [5]. Here it was demonstrated
that an increased proline concentration enhances protection
against radical oxygen species generated not only by hydrogen
peroxide but also by nitric oxide. Those are conditions to which
the parasites are exposed permanently in its natural environment.
In addition, TcAAAPOG9 transfected parasites presented an
increased resistance to available trypanocidal drugs, nifurtimox
and benznidazole, probably by affecting its mechanism of action
involving oxidative stress. Interestingly, the 7. brucei orthologue,
ThAAT6 (GeneDB ID: Th927.8.5450), besides proline, it is
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Figure S1 Expression of TcAAAP069 and parasites’
growth kinetics. A) Western blot analysis of TcAAAPO69
expression was performed using two different 7. cruzi strains
overexpressing the TcAAAPO69 gene: MJ Levin (DTU T. cruzi 1)
and Y (DTU 7. cruzi I1). Arrows on the left indicates the position of
the 58 and 46 kDa molecular weight marker, and on the right, the
position of the TcAAAPO69 band duplex. B) Growth curves were
calculated during 15 days from control (GFP; black line) and
TcAAAPO69 (069; grey line) M]J Levin strain epimastigotes.
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Figure S2 TcAAAP0G9 expression in Y strain and
oxidative stress control. A) Comparative proline transport
(left panel) and proline concentration (right panel) were measured
using GFP and TcAAAPO69 transfected parasites. B) Oxidative
stress assay using different concentrations of Hyy Owas performed
using GFP and TcAAAPO69 transfected parasites. C) Arginine
kinase (AK) expression was analysed by Western Blot as control for
oxidative stress assays in samples from GIFP and TcAAAP069
transfected parasites. As gel loading control was used the
paraflagellar rod protein (PAR).

(PDF)

Supplemental Figure 83 TcAAAP069 sequence analyzes.
A) Amino acid sequences of 36 members of the TcAAAP family
were aligned using the ClustalW method and the phenogram
representation was constructed using the TreeView 1.6.6 software.
Numbers indicate the sequences groups defined according their
amino acid identity. Dark grey box correspond to the proline
transporter TcAAAP069 and the putative homologues. B) Putative
proline  transporters  (I'cAAAP733, 'TcAAAP229  and
TcAAAPO69) were aligned using the ClustalW method. Identical
and equivalent residues were indicated as gray boxes. C) The
sequences of TcAAAP069 (069) and TcAAAP733 (733) were
analyzed for the presence of transmembrane spans using three
different algorithms and topologies were schematized using the
TMRPres2D software. The lower scheme represents a comparison
of both transporters by overlapping their structures (overlap).
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease, uses proline as its
main carbon source, essential for parasite growth and stage differentiation in
epimastigotes and amastigotes. Since proline is mainly obtained from extracel-
lular medium by transport proteins, in this work we studied the regulation of
the T. cruzi proline transporter TcAAAPOGS. Proline uptake and intracellular
concentration presented oscillations during epimastigote growth phases,
increasing during the early exponential phase (322 pmol/min} and decreasing
to undetectable levels during the late exponential phase. Transporter expres-
sion rate correlated with proline uptake, and its subcellular localization alter-
nated from both, the plasma membrane and close to the flagellar pocket,
when the transport is higher, to only the flagellar pocket region, when the
transport decreased until proline uptake and TcAAAP0GY protein became unde-
tectable at the end of the growth curve. Interestingly, when parasites were
treated with conditioned medium or were concentrated to artificially increase
the culture density, the proline transport was completely abolished resembling
the effects observed in late exponential phase. These data highlight for the
first time the existence of a density-associated regulation of relevant physio-

logical processes such as proline metabolism.

CHAGAS disease or American trypanosomiasis is the
result of human infection by the protozoan parasite Try-
panosoma cruzi (Chagas 1909). Along the life cycle, this
parasite is exposed to different environments in the gut of
the insect vectors, the bloodstream of the mammalian
hosts, and also within different cell types. The availability
of nutrients in these dissimilar environments determines
the need for complex metabolic adaptations. Energy pro-
duction in several stages of this parasite is based mainly
on the consumption of carbohydrates and amino acids,
essentially proline, which is abundant in the gut of the
insect vector and can be metabolized through the Krebs
cycle (Bringaud et al. 2012; Cazzulo 1994; Sylvester and
Krassner 1976). In addition to its relevant role in metacy-
clogenesis (Contreras et al. 1985; Homsy et al. 1989), pro-
line is also important during life cycle, for host cells
infection, and intracellular differentiation (Martins et al.
2009; Silber et al. 2009; Tonelli et al. 2004).

Transporters are in contact with extracellular molecules
and work, not only as permeases carrying the solutes into

the cell but also as environmental sensors. The transport
of metabolites represents the first step of many metabolic
routes and may also regulate such processes (Silber et al.
2005).

The only amino acid transporter family identified in kine-
toplastids is the AAAP (Amino Acid/Auxin Permease; TC
2.A.18), one of the major transporter families of the APC
(amino acid/polyamine/organocation) superfamily (Bouvier
et al. 2004). Some permeases of the AAAP family trans-
port specific amino acids, while others have a very broad
specificity for all twenty amino acids, including D-isomers
(Young et al. 1999). This gene family has been character-
ized in Trypanosoma cruzi by our group (Bouvier et al.
2004), and the function of many of these transporters was
studied (Carrillo et al. 2010; Inbar et al. 2012; Miranda
et al. 2012; Saye et al. 2014). Previous works showed that
L-proline is transported from the extracellular media
through two different active transport systems (Silber
et al. 2002), and recently, a D-L-proline transporter
(TCAAAPQB9) was identified in T. cruzi (Saye et al. 2014).
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A higher intracellular proline concentration, produced by
the overexpression of TCAAAP0OGB9, causes an improved
resistance to trypanocidal drugs (benznidazol and nifur-
timox) and also to reactive oxygen species including
hydrogen peroxide and nitric oxide, emulating some natu-
ral physiological situations. In addition, an increased pro-
line concentration also generates a higher amount of ATP
in the transgenic parasites (Saye et al. 2014). On the other
side, T. cruzi parasites with reduced intracellular proline
levels are more sensitive to oxidative imbalance (Paes
et al. 2013), and cell viability and nutrient stress resistance
are negatively affected in the presence of proline analog
T4C (L-thiazolidine-4-carboxylic acid) (Magdaleno et al.
2009). Many essential processes involving proline have
been reported in T. cruzi. For example, the metabolic path-
way in which L-proline is oxidized to pyrroline-5-carboxy-
late by a mitochondrial proline dehydrogenase regulating
the redox state of the cell and the respiratory metabolism
(Mantilla et al. 2015; Paes et al. 2013). Finally, proline
transport and associated processes have been thoroughly
studied in other trypanosomatids such as T. brucei, Leish-
mania spp., Crithidia, and Phytomonas (Canepa et al.
2007; Galvez Rojas et al. 2008; L'Hostis et al. 1993; Law
and Mukkada 1979). In these organisms, proline has been
shown to play critical roles in osmoregulation, drug resis-
tance, and amino acid homeostasis (Bringaud et al. 2012).

Considering the importance of proline in many critical
processes as is the case of drug resistance, energy meta-
bolism, and progression of parasite life cycle; in the pre-
sent study, we explored the regulation mechanisms of
proline transport in Trypanosoma cruzi.

MATERIALS AND METHODS

Cell cultures

Epimastigotes of the Y strain were cultured at 28 °C in
plastic flasks (25 cm?), containing 5 ml of BHT medium
(started with 5 x 108 parasites per milliliter) supplemented
with 10% fetal calf serum, 100 U/ml penicillin, and
100 pg/ml  streptomycin  (Camargo 1964). Cells were
counted using a hemocytometer. Viability assays were
performed using “Cell Titer 96® Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay (MTS)” (Promega, Madison, WI)
according to the manufacturer instructions.

Conditioned medium was obtained from day 15 parasite
culture. Briefly, culture was centrifuged at 3,000 g for
10 min and the supernatant was carefully separated and
used as conditioned medium.

Proline transport assays

Aliquots of epimastigote cultures (107 parasites) were cen-
trifuged at 8,000 g for 30 s, and washed once with phos-
phate-buffered saline (PBS). Cells were resuspended in
0.1 ml PBS and then 0.1 ml of the transport mixture was
added containing 1 mM L-(H) proline (0.4 uCi, PerkinEl
mer’'s NEN®; Radiochemicals, Waltham, MA) followed by
incubation at 28 °C. Reaction was stopped by adding 1 ml
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of ice-cold PBS. Cells were centrifuged as indicated
above, and washed twice with ice-cold PBS. Cell pellets
were resuspended in 0.2 ml of water and counted for
radioactivity in UltimaGold XR liquid scintillation cocktail
(Packard Instrument Co., Meriden, CQO) (Pereira et al.
1999). Assays were run at least by triplicate. Cell viability
was assessed by direct microscopic examination. Non-
specific uptake and carry-over were measured in transport
mixture at Tg, or incubated at 4 °C. Transport assays were
performed when uptake activity starts to be detectable,
after day 4 of parasite culture.

Plasmid constructions and parasite transfection

TcAAAPOBY (GeneDB: TcCLB.504069.120) was amplified
using genomic T. cruzi DNA as template. Amplification
product was subcloned into a modified pTREX (Vazquez
and Levin 1999) expression plasmid called pTREXL (Bou-
vier et al. 2013) and fused with the tri-FLAG epitope (tF-
TcAAAPO0B9). Constructions were transfected into T. cruzi
epimastigotes as follows. 10 parasites grown at 28 °C in
BHT medium were harvested by centrifugation, washed
with PBS, and resuspended in 0.35 ml of electroporation
buffer (PBS containing 0.5 mM MgCl, and 0.1 mM CaCl,).
This cell suspension was mixed with 50 pg of plasmid
DNA in 0.2 cm gap cuvettes (Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA). The parasites were electroporated using a sin-
gle pulse of 400 V, 500 pF with a time constant of about
5 ms.

Proline determinations

Measurements of proline concentration were adapted
from the ninhydrin colorimetric reaction (Bates 1973).
Briefly, 107 parasites were washed with PBS, resus-
pended in Tris-HCI 100 mM pH 7.0 and then ruptured by
sonication. The supernatant was treated with 5% TCA for
an hour at 4 °C. The new supernatant was mixed with nin-
hydrin acidic solution (0.25 g ninhydrin dissolved in 6 ml
glacial acetic acid and 4 ml phosphoric acid 6 M) and gla-
cial acetic acid and then incubated for an hour at 100 °C.
The reaction was stopped in ice, followed by toluene addi-
tion and thorough mix. The organic phase was recovered
in a new tube and measured at 520 nm.

Fluorescence microscopy

Epimastigote samples were washed twice with PBS. After
letting the cells settle for 30 min at room temperature
onto poly-L-lysine coated coverslips, parasites were fixed
at room temperature for 20 min with 4% formaldehyde in
PBS, followed by a cold methanol treatment for 5 min.
Slides were incubated for 45 min with anti-tri-FLAG mono-
clonal antibody produced in mouse (Catalog Number
F1804; Sigma-Aldrich, St. Louis, MQ) diluted 1:200, or in
combination with the anti-TCLP1 antibody diluted 1:50.
Slides were washed and incubated with anti-mouse IgG
with fluorophore Alexa Fluor® 488 polyclonal antibody or
in combination with anti-rabbit 1gG with fluorophore Alexa
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Fluor® 594 made in goat (catalog numbers ab150113 and
ab150080; Abcam, Cambridge, UK), both diluted 1:500.
Slides were mounted using Vectashield (Vector Laborato-
ries, Burlingame, CA). Cells were observed in an Olympus
BX60 fluorescence microscope. Images were recorded
with an Olympus XM10 camera.

Western blot analysis

Western blots were performed using total parasite
extracts fractioned by electrophoresis in polyacrylamide
denaturing gels and transferred to polyvinylidene fluoride
(PVDF) membranes. The PVDF membranes were treated
for 1 h with 5% nonfat dry milk in PBS and incubated
overnight with the anti-tri-FLAG monoclonal antibody pro-
duced in mouse (Catalog Number F1804; Sigma-Aldrich)
diluted 1:4,000. Membranes were washed and incubated
with the secondary antibody for 2 h (anti-mouse HRP
made in horse diluted 1:2,500, catalog number PI-2000;
Vector Laboratories). Detection was done by chemilumi-
nescence (SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent
Substrate, product number 34080; Pierce Biotechnology,
Rockford, IL). Total protein Ponceau S-staining was used
for sample normalization.

Flow cytometry analysis

A total of 1 x 10’ parasites were washed in PBS and
fixed with 500 pul of 70% ethanol in PBS at 4 °C overnight.
Then, fixed parasites were washed again with PBS and
incubated for 30 min at 37 °C with 500 pl of Pl staining
solution (2 mM EDTA, 10 mg/ml DNAse-free RNAseA,
and 20 mg/ml Propidium lodide en PBS). Samples were
processed in a flow cytometer (FACSAria Il; BD Bio-
sciences, Franklin Lakes, NJ) and results were analyzed
using the FlowJo software. Fluorescence intensity, which
is proportional to the DNA content present in parasite pop-
ulations, was plotted against cell count for each point to
monitor the progression of cell cycle. Experiments were
carried out in triplicate.

RESULTS

Variations of proline transport along the parasites’
growth curve

Preliminary observations suggested that proline transport
is tightly regulated during growth of epimastigote culture.
When transport was evaluated using stationary phase par-
asites proline uptake was undetectable (Sayé et al. unpub-
lished data). These data were the starting point to begin
studying the proline uptake at different stages of the
growth curve using transgenic parasites overexpressing
the proline transporter TCAAAP0O69 fused with the ftri-
FLAG epitope (tF-TcAAAP069). Under standard culture
conditions, epimastigotes had a first phase of growth up
to day 6 (d6) and a second phase from d6 to d10, increas-
ing the parasite densities from 0.5 x 10’ parasites/ml per
day (R? = 0.97) to 2.15 x 107 cells/ml per day (R° = 0.99,
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Fig. S1). Proline transport rates were determined at differ-
ent parasite densities during the growth curve. After a cul-
ture passage, during the first 5 d of culture, the proline
transport dramatically increased from undetectable levels
up to 264 pmol/min on d4 and reaching the maximum
value of 322 pmol/min at d5. From d6 to d10 proline trans-
port constantly decreased until it was completely abol-
ished (Fig. 1, black line). This seems to represent an
oscillation of transport rates during the culture passages,
between 0 and 322 pmol/min.

Since compensatory mechanisms could exist, variations
in proline transport activity do not necessarily imply differ-
ences in this amino acid intracellular level. To establish
whether or not the amount of intracellular proline corre-
lates with transport rates along the culture progression,
proline determinations were made simultaneously with
transport assays. Interestingly, the maximum proline con-
centration was found at slightly higher parasite densities
than those found for maximum transport rates. In addition,
when transport rates decreased to undetectable levels,
proline concentration was diminished from 6.8 mM on d6
t0 4.2 mM on d10 and remained constant up to the next
culture passage (Fig. 1, gray line). To evaluate how proline
availability varies during the growth curve of epimastig-
otes, extracellular proline concentration was quantified in
samples of fresh culture medium and medium obtained
from parasites of d15 culture. No significant differences
were observed between both groups, and corresponded
to 5 mM (£0.5) and 4.7 mM (£0.4), respectively.

Expression analysis by immunofluorescence revealed
that TcAAAPOB9 is expressed from d4 to d8, and after
that it was undetectable (Fig. 2A). Throughout this period
of time, the transporter was located close to the flagellar
pocket, as previously described (Inbar et al. 2012; Miranda
et al. 2012; Saye et al. 2014), and it was also detected in
the plasma membrane on d4, d5 and d6. Results obtained
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Figure 1 Proline flow dynamics in Trypanosoma cruzi epimastigotes.
Proline uptake {(circle, black line) and intracellular proline concentration
(square, gray line) were measured from epimastigote cultures from d4
to d10 (upper X-axis) as stated under “Materials and Methods”. The
corresponding parasites densities are also indicated in the graphic
(lower X-axis). All uptake assays were performed using 107 parasites.
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To validate the transgenic model, the regulation of pro-
line transport activity and intracellular proline concentration
were studied in wild type parasites. The obtained curves
for both parameters presented shapes similar to those
obtained for transgenic parasites.

Regulation of proline transport

To identify the factors involved in the modulation of pro-
line uptake the first step was to evaluate the possible reg-
ulation by substrate availability. Proline transport was
measured in parasites incubated 24 h in PBS only, PBS
supplemented with 10 mM proline, and as control PBS
supplemented with 10 mM lysine, an unrelated amino
acid. Cell viability was evaluated using a vital stain; para-
sites starved 24 h in PBS and controls did not present sig-
nificant  differences (97% + 04 and 100% + 0.9,
respectively). Whereas proline is an important energy
source and its transport is energy-dependent (Silber et al.
2002), uptake was also compared with parasites incubated
with PBS supplemented with 10 mM glucose. After incu-
bation in PBS-proline or PBS-glucose, proline uptake veloc-
ity presented a significant increase of 2.9-fold (+ 0.28)
compared with parasites incubated in PBS-lysine or PBS-
alone (p < 0.0001) (Fig. S4). No significant differences
were found between PBS-proline vs. PBS-glucose and
PBS-lysine vs. PBS only. These results support the
hypothesis that either proline or glucose provides the
energy needed for proline uptake without specifically regu-
lating the transport.

To check whether a medium component might influ-
ence somehow proline uptake, epimastigote cultures from
d5 (107 parasites/ml) were switched to the following cul-
ture conditions: (a) fresh medium, (b) conditioned medium
obtained from d15 parasites, and (c) control group without
treatment. Then, proline uptake was evaluated periodically
during 6 d. After 24 h, proline transport rates of groups A
and C showed a slight increase while in the group B trans-
port decreased three times (Fig. 3A). These results
demonstrated the effect of conditioned medium compo-
nents over the proline transport. Group B reached the min-
imum transport rate at d3 after treatment while in groups
A and C transport rates decreased continuously until d6.
As stated above, no significant differences in extracellular
proline concentration were observed between the men-
tioned culture media.

Considering the obtained results, we hypothesize that
regulation of proline uptake by medium components could
be mediated by an unknown parasite density-derived fac-
tor. To preliminary test this hypothesis, parasites from db
were assayed for proline uptake in two cell densities, 107
parasites/ml (density reached at d5) for the control, and
7 x 107 parasites/ml (high-density, equivalent to a d8 cuk
ture). It is important to note that both groups, control and
high-density, were resuspended in fresh medium. In con-
cordance with the prior experiment, after 24 h the proline
transport rate of control group remained constant, while in
the concentrated parasites it decreased three times
(Fig. 3B). High-density culture reached the minimum trans-
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port rate at d2 after treatment while in control group trans-
port rates decreased continuously until d6. Interestingly, in
control parasites the proline transport rate at d6 after
treatment was slightly lower than that presented at d1 for
concentrated parasites (65.3 + 6.6 and 87.5 + 7.7 pmol/
min, respectively) and the culture densities at those days
after treatment were similar (1.3 x 10% and 1.82 x 108
parasites/ml). According to previous data, the depletion of
medium components in only 24 h is improbable (Alonso
et al. 2001), being the accumulation of some factor depen-
dent on the parasites density a more feasible hypothesis.

DISCUSSION

L-proline is the most abundant amino acid in the midgut
and haemolymph of trypanosomatids insect vectors
(Bringaud et al. 2006), and is oxidized to glutamate in the
parasite mitochondria (Mantilla et al. 2015; Paes et al.
2013; Sylvester and Krassner 1976). Trypanosoma cruzi is
capable to metabolize D-proline since it also contains pro-
line racemases (Chamond et al. 2003). After its conversion
into glutamate, part of the proline is fully oxidized through
the TCA cycle (Sylvester and Krassner 1976). Our results
suggest that intracellular proline is accumulated, as a
result of a finely regulated process, prior to increasing the
cell replication velocity. The correlative increase of
TcAAAPOBY9 protein, transport rate, intracellular proline
concentration and finally the cell replication velocity, sug-
gests that parasites accumulate proline prior to the initia-
tion of the exponential growth phase.

Accumulation of free proline is the result of a balance
between uptake from the extracellular medium, biosynthe-
sis and degradation. So, it cannot be excluded that the
observed changes in the intracellular pool of proline are
due not only to an increased transport but also to varia-
tions in the metabolism of proline. We can speculate that
proline transport regulation occurs to maintain the cell
energy or redox homeostasis, both of them, or even the
osmotic equilibrium (Magdaleno et al. 2009; Paes et al.
2013; Rohloff et al. 2004; Saye et al. 2014; Sylvester and
Krassner 1976).

Other interesting finding is the transient localization of
the transporter in the plasma membrane, in addition to
the previously reported focus close to the flagellar pocket
(Inbar et al. 2012; Miranda et al. 2012; Saye et al. 2014).
This localization correlates with maximum transport rates,
suggesting the possibility that the proline uptake is more
active when TcAAAPOG9 transporter is located both in the
plasma membrane and close to the flagellar pocket. All T.
cruzi amino acid transporters described up to day were
detected in the same focus close to the flagellar pocket,
but the presence in the plasma membrane was not
reported yet.

Formerly, it was described that proline transport
decreases during the passage from intracellular epimastig-
otes to trypomastigotes (Silber et al. 2009; Tonelli et al.
2004). However, and despite the high proline transport
activity, intracellular epimastigotes do not have high levels
of intracellular free proline, and they actually have the low-
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Figure 3 Modulation of proline transport by parasites density related factor. (A) Epimastigote cultures from d5 (107 parasites/ml) were switched
to the following conditions: (1) fresh medium {square), {2) conditioned medium obtained from d15 parasites (triangle), and (3) control group with-
out treatment (circle). Then, proline uptake was evaluated periodically for 6 d. (B) Epimastigotes from d5 {107 parasites/ml) were assayed for pro-
line transport periodically after dividing the culture into two groups: (1) control group without treatment (square) and (2) parasites concentrated
seven times respect to the control, equivalent to a d8 culture density (~7 x 107 parasites/ml, circle). Both groups, control and concentrated, were

resuspended in fresh medium.

est levels among the mammalian stages of T. cruzi (Silber
et al. 2009). Our results showed that epimastigotes, like
intracellular epimastigotes, also present high proline trans-
port activity, and this activity decreases during the growth
curve until it completely disappears in the late exponential
phase, when the epimastigotes are in transition to meta-
cyclic trypomastigotes. Related to the putative regulation
mechanisms, post-translational modifications of the
TcAAAPOBY could produce down-regulation of the trans-
porter, indeed the T. cruzi phosphoproteome reported the
presence of five phosphorylation positions and also
SUMOQylation sites (Marchini et al. 2011).

There are many reports about the effects of the condi-
tioned medium over cellular processes in T. cruzi epi
mastigotes, i.e. cell division, metacyclogenesis, arginine
kinase expression, arginine transport, aspartate transport,
cysteine transport, lysine transport, soluble adenylate
kinase activity, and nuclear adenylate kinase localization
(Alonso et al. 2001; Bouvier et al. 2006, Camara Mde
et al. 2013; Canepa et al. 2005, 2009; de Camara Mde
et al. 2013; Inbar et al. 2012; Pereira et al. 2002). In the
case of T. brucei, the slender to stumpy differentiation is
a density-dependent response that resembles quorum
sensing in microbial systems (Mony et al. 2014). In this
sense, our results about the down-regulation of proline
uptake in parasites, growing at high densities or in condi-
tioned medium, suggest the presence of a parasite den-
sity-derived factor that can regulate such process. The
release of parasite proteins was studied extensively. Para-
site-associated extracellular vesicles have been reported
and also their contribution to host—pathogen interactions
(Twu and Johnson 2014). In the specific case of T. cruzi,
the presence of different secretion pathways to excrete or
secrete proteins has been demonstrated. Moreover, some
functions of such vesicles were reported, for example,

metacyclic forms may use extracellular vesicles to deliver
cargo into host cells (Bayer-Santos et al. 2013). One or
more of these secreted proteins could be responsible for
the regulation of proline transport, however, further inves-
tigation is needed.
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SUPPORTING INFORMATION

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Figure S1. Epimastigote growth curve. In vitro growth
curve of Trypanosoma cruzi epimastigotes overexpressing

Sayé et al.

the proline transporter TCAAAP0B69. To determine the
growth rate, 10% cells/ml were seeded in BHT medium
and maintained at 28 °C for 10 d. Parasites were counted
using a hemocytometer chamber.

Figure S2. Colocalization with TCLP1 protein. Try-
panosoma cruzi TCAAAPOB9 parasites of day 5 (D5) and
day 8 (D8) were analyzed by indirect immunofluorescence
using anti-tri-FLAG (green), anti-TCLP1 (red) antibodies and
DAPI (blue). Scale bar = 10 pm.

Figure S3. Cell cycle and cell size analysis. Trypanosoma
cruzi TCAAAPOBY parasites of day 5 (Db) and day 7 (D7)
were analyzed by flow cytometry after iodide propidium
staining. (A) Cell cycle analysis. The percent of cells in
each phase was calculated using FlowJo software. (B) Cell
size analysis of sample parasites. Dot plot of forward scat-
ter vs. side scatter was used to compare cell size
between D5 and D7 parasites. The corresponding his-
tograms are also shown (horizontal for FSC-A and vertical
for SSC-A).

Figure S4. Proline transport after PBS starvation with or
without proline, lysine, or glucose. Trypanosoma cruzi
TcAAAPOB9 parasites of day 5 (1 x 107 parasites/ml)
were incubated for 24 h in PBS alone (PBS), PBS supple-
mented with 10 mM proline (PRQO), PBS supplemented
with 10 mM lysine (LYS) or PBS supplemented with
10 mM glucose (GLUC). Uptake assays were performed
using 107 parasites.

© 2016 The Author(s) Journal of Eukaryotic Microbiology © 2016 International Society of Protistologists

Journal of Eukaryotic Microbiology 2016, 0, 1-8



	TESIS FINAL V3
	Abreviaturas
	Introducción
	Enfermedad de Chagas
	Generalidades.
	Transmisión
	El vector
	Etapas de la enfermedad
	Diagnóstico
	Tratamiento de la enfermedad
	Prevención y control de la enfermedad

	Trypanosoma cruzi
	Morfología del parásito
	Ciclo de vida

	Genómica de tripanosomátidos
	Transcripción génica en T. cruzi
	Herramientas para la manipulación genética de T. cruzi
	Vectores de expresión para T. cruzi


	Metabolismo de Trypanosoma cruzi
	Metabolismo de glucosa
	Metabolismo de aminoácidos
	Metabolismo de prolina

	Sistemas de transporte de metabolitos
	Generalidades
	Transportadores en Trypanosoma cruzi
	Transporte de glucosa
	Transporte de poliaminas
	Transporte de aminoácidos
	Transporte de prolina


	Hipótesis y Objetivos
	Materiales y Métodos
	Soluciones y medios utilizados
	Manipulación de microorganismos
	Técnicas de biología molecular
	Manipulación y obtención de ADN
	Técnicas para análisis de proteínas
	Fijación de parásitos e Inmunofluorescencias Indirectas
	Citometrías de flujo
	Ensayos de transporte
	Determinación de Prolina Intracelular
	Determinacion de ATP intracelular
	Tratamientos
	Obtención de medio de cultivo condicionado
	Análogos de prolina
	Técnicas bioinformáticas
	Análisis estadísticos
	Plásmidos utilizados
	Construcciones genéticas

	Resultados
	Capítulo 1. Identificación del transportador de prolina y su caracterización bioquímica
	1.1 Complementación en levaduras
	1.2 Generación del modelo de parásitos transgénicos
	1.3 Especificidad del transportador de prolina Tc069
	1.4 Localización subcelular
	1.5 Evaluación de otros posibles transportadores de prolina

	Capítulo 2. Prolina y estrés
	2.1 Prolina intracelular y ATP
	2.2 Resistencia a estrés oxidativo
	2.3 Resistencia a estrés nitrosativo
	2.4 Resistencia a drogas tripanocidas

	Capítulo 3. Regulación del transporte de prolina
	3.1 Actividad, expresión y localización del transportador de prolina a lo largo del crecimiento
	3.2 Evaluación del transporte en distintas condiciones

	Capítulo 4. Análogos de prolina
	4.1 Estructura de los análogos de prolina
	4.2 Inhibición del transporte de prolina
	4.3 Inhibición dosis-dependiente
	4.4 Concentración intracelular de prolina
	4.5 Efecto tripanocida
	4.6 Inhibición de otros transportes

	Discusión
	Propiedades del transportador de prolina TcAAAP069
	Prolina y estrés
	Regulación del transportador de prolina TcAAAP069
	Análogos de prolina

	Conclusiones
	Bibliografía
	Difusión de Resultados

	SAYE M Proline 2014 ByN
	Saye M Proline 2016 ByN
	Saye M Proline 2016-1
	Saye M Proline 2016-2
	Saye M Proline 2016-3
	Saye M Proline 2016-4
	Saye M Proline 2016-5
	Saye M Proline 2016-6
	Saye M Proline 2016-7
	Saye M Proline 2016-8


