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“Nada te turbe, nada te espante,
todo se pasa, Dios no se muda;
la paciencia todo lo alcanza;

quien a Dios tiene nada le falta:
solo Dios basta”

Santa Teresa de Avila

“Buscando mis amores,
iré por estos montes y riberas;
ni cogereé las flores,

ni temeré las fieras

v pasaré los fuertes y fronteras’

)

San Juan de La Cruz
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Resumen

T. cruzi posee un metabolismo energético que depende principalmente de glucosa como
fuente de carbono y energia. Gran parte de la via glicolitica en T. cruzi esta compartimentalizada
en el interior de los glicosomas, y la primera reaccion de la ruta corresponde a la transferencia de
un grupo fosforilo a la glucosa, catalizada por la HK. Empleando el sistema homologo
pTCcINDEX en T. cruzi, el objetivo fundamental de este trabajo fue la caracterizacion fenotipica
de los parésitos mutantes que sobre-expresan la enzima HK-(His)s, la optimizacion de la
expresion y la caracterizacion de la misma en términos bioquimicos. Los resultados indican que
la HK-(His)s puede ser sobre-expresada 8 veces mas respecto a la enzima natural, sin efectos
cuantificables sobre el crecimiento, consumo de glucosa, produccién de amonio o expresion de
las enzimas GlcK y G6PDH. La enzima fue purificada a homogeneidad en un solo paso
cromatografico por IMAC a partir de una fraccion enriquecida de glicosomas de los
epimastigotes recombinantes inducidos con 5ug/ml de tetraciclina. La HK-(His)e resulté ser mas
afin al anomero o de la D-glucosa (Km de 33uM y Vmax de 0.807U/mg) y fue capaz de fosforilar
D-glucosamina (Km de 863uM y Vmax de 1.27 U/mg), pero fue incapaz de fosforilar N-
Acetilglucosamina.

Palabras Claves: Epimastigotes, glicosoma, hexoquinasa, pTcINDEX, purificacién, sobre-
expresion, T. cruzi
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1 Introduccion

1.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es una condicion clinica causada por la infeccion con el protozoario
Trypanosoma cruzi, que es transmitido por algunas especies de insectos vectores reduvideos de la
subfamilia Triatominae (Teixeira et al., 2006; Rassi Jr et al., 2012). Fue descubierta hace mas de cien
afios por el médico brasilero Carlos Chagas, quien descubrié la enfermedad, un nuevo parasito, su
insecto vector y las principales manifestaciones clinicas agudas (Coura & Borges-Pereira, 2010).

Reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud como una de las 13 enfermedades
tropicales desatendidas a nivel mundial, la enfermedad de Chagas representa una importante afeccion
para la humanidad desde hace cientos de afios y continta siendo un problema relevante en términos
econémicos y sociales en muchos paises de Latinoamérica (Rassi et al., 2010). Es una enfermedad
endémica en Suramérica, Centroamérica y parte de Norteamérica, aunque se ha detectado su presencia
también en otros continentes. Durante el primer trimestre del afio 2016 se estimO que para entonces
existian cerca de 7 millones de personas infectadas a nivel mundial, y que el niUmero de personas en
riesgo de contraer la infeccion podria ser ain mayor (OMS, 2017).

En el cuadro clinico de esta enfermedad pueden reconocerse varias fases: una aguda, una
indeterminada y una cronica. La fase inicial o aguda de la infeccion con T. cruzi dura de 4-8 semanas y
es comunmente asintomética. Pueden presentarse, sin embargo, durante las dos primeras semanas
después de la invasion de los parésitos, e independientemente del mecanismo de transmision, sintomas
consistentes en fiebres prolongadas, hinchazén o recrecimiento de higado, bazo y nédulos linfaticos y
edemas subcutaneos localizados o generalizados. En la transmision mediada por el insecto vector,
usualmente hay signos de la entrada del parésito tales como el chagoma (en la piel) y el signo de
Romafia (en los ojos). EI método para el diagndstico durante esta etapa de la enfermedad incluye frotis
sanguineos y deteccion microscépica del parésito (Rassi Jr et al., 2012). En la mayoria de los pacientes
que han sido infectados con T. cruzi se desarrolla una respuesta inmune acompafiada de disminucion de
la parasitemia y desaparicion progresiva de los sintomas; etapa que se conoce como la fase
indeterminada de la infeccion, y se caracteriza por la presencia de anticuerpos contra el parasito en el
suero y la ausencia de manifestaciones clinicas (Hemmige et al., 2012). Décadas después del cuadro
inicial, cerca del 30% de los pacientes que entraron en fase indeterminada pueden desarrollar
complicaciones severas, progresando hacia la fase cronica. Las manifestaciones en estos casos se hacen
evidentes como padecimientos cardiacos o gastrointestinales, y el diagndstico, debido al bajo nimero
de parasitos en sangre, ademas de la exploracion clinica de los pacientes, depende usualmente de
técnicas como la inmunodeteccién y el PCR (Rassi Jr et al., 2012).

Hace algunas décadas se desarrollaron los dos unicos tratamientos farmacol6gicos disponibles
en la actualidad para combatir la enfermedad de Chagas. Se trata de los compuestos nitroheterociclicos
benznidazol y nifurtimox. Los efectos citotoxicos y genotdxicos asociados con estas sustancias estan
relacionados con sus estructuras quimicas, que resultan en la liberacion de radicales electrofilicos por
nitro-reduccion enzimatica y la toxicidad afecta tanto al parasito como a cualquier célula expuesta del
hospedador. De estos dos farmacos el mas empleado, debido a su mayor efectividad, es el benznidazol,
a pesar de los numerosos efectos secundarios adversos que acompafian a su administracion, tales como:
sarpullidos, eritrodermias, neuropatias periféricas y supresion de la médula 6sea (Hemmige et al.,
2012). Asi pues, y aun cuando se trata de las pocas drogas disponibles en el mercado mundial, el
tratamiento con las mismas ha tenido un éxito limitado en las distintas fases de la enfermedad (Teixeira
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et al., 2006); por lo que los estudios bioquimicos relacionados al metabolismo del parasito han cobrado
importancia en los ultimos afios para el descubrimiento de nuevos blancos quimioterapéuticos para el
disefio de nuevas drogas.

1.2 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un organismo protozoario parasitico, flagelado, perteneciente a la clase
Euglenozoa, al orden Kinetoplastida, a la familia Trypanosomatidae y al género Trypanosoma. Posee
un ciclo de vida digenético, con cuatro estadios diferentes repartidos entre el insecto vector y el
mamifero hospedador. En la sangre del mamifero hospedador, los tripomastigotes sanguineos de T.
cruzi constituyen una poblacion pleomorfica, consecuentemente, cuando el insecto reduvideo se
alimenta de la sangre de mamiferos infectados, se lleva una poblacion heterogénea de tripomastigotes
sanguineos y una menor proporcion de amastigotes. Una vez en el intestino medio del vector, y
dependiendo de la densidad celular, los tripomastigotes sanguineos se diferencian a epimastigotes, que
representan la forma replicativa en el vector (Tyler & Engman, 2001). Los epimastigotes alcanzan la
ampolla rectal del insecto y es alli donde una gran proporcién de los mismos se diferencia en
tripomastigotes metaciclicos infectivos no replicativos, que son excretados con las heces del insecto
junto a epimastigotes no diferenciados (Brener, 1973).

La infeccion de un mamifero ocurre generalmente cuando un insecto se alimenta, y al defecar,
tales deposiciones que contienen las formas metaciclicas contaminan las membranas mucosas o la
herida causada por el insecto. Los tripomastigotes metaciclicos son capaces de parasitar multiples
células nucleadas del mamifero, gracias a un mecanismo que permite el reclutamiento de lisosomas en
la cara interna del sitio de adhesion del parésito a la membrana celular. Esta fusion da lugar a una
vacuola parasitdfora, cuyo interior se acidifica y permite la liberacion de los parasitos hacia el citosol,
por activaciéon de una proteina tipo porina secretada por los mismos. En el citosol, los tripomastigotes
se diferencian en la forma replicativa amastigota, proliferan y forman un seudoquiste de alta densidad
celular que permite la diferenciacion y liberacion, al torrente sanguineo, de tripomastigotes capaces de
infectar nuevas células. Los tripomastigotes sanguineos, una vez ingeridos por un insecto triatomino al
alimentarse de la sangre de un mamifero infectado, completan el ciclo de vida del parasito (Tyler &
Engman, 2001).

1.3  Caracteristicas generales de los Tripanosomatidos

Los tripanosomatidos se distinguen de otros protozoarios flagelados por la presencia de una
Unica mitocondria, el mitocondridn, que se ramifica a lo largo de todo el cuerpo celular y que posee una
region especializada conocida como el kinetoplasto. EI ADN mitocondrial se localiza en este
kinetoplasto y corresponde a cerca del 20% o mas del ADN celular total (Cazzulo, 1992; Lopes et al.,
2010). EI ADN del kinetoplasto (KADN) estd compuesto de moléculas circulares topolégicamente
relajadas y entrelazadas que forman una gran red. Existen dos tipos de anillos de KADN, los
minicirculos y los maxicirculos. Usualmente hay miles de minicirculos, cuyo rango de tamafio oscila
entre 0.5 y 10 kb, y algunas docenas de maxicirculos, cuyo tamafio varia entre 20 y 40 kb. Los
maxicirculos son analogos al ADN mitocondrial de los eucariotas superiores y codifican dos ARNs
ribosémicos, numerosas subunidades de los complejos respiratorios y algunos ARNSs guias. Los
minicirculos, por otro lado, codifican ARNs guias que modifican los transcritos de los maxicirculos a
través de un mecanismo de edicion que inserta y/o elimina residuos de uridinas, generando asi ARN
mensajeros maduros con marcos de lectura abiertos que pueden ser traducidos a proteinas (Lopes et al.,
2010).



Otra peculiaridad de todos los miembros de la familia Trypanosomatidae tiene que ver con la
compartimentalizacion de las seis o siete primeras reacciones de la ruta glicolitica en el interior de los
glicosomas, organelas tipo peroxisomas especificas para el orden Kinetoplastida (Cazzulo, 1992;
Tielens & Van Hellemond, 1998; Michels et al., 2000; Michels et al., 2006). Ademas de las primeras
enzimas de la glicolisis, los glicosomas albergan enzimas para la ruta biosintética de las pirimidinas y
la ruta de recuperacion de purinas, asi como para la sintesis de éter lipidos y la p-oxidacion de acidos
grasos (Lopes et al., 2010; Michels et al., 2000). Los glicosomas mejor estudiados han sido los de T.
brucei, y se ha demostrado mediante analisis morfométricos que tales organelas, rodeadas por una capa
fosfolipidica de 6-7nm de espesor, son homogéneas en tamafio, con un didmetro promedio alrededor de
0.27um. No poseen un genoma propio y en general, a diferencia de otros microcuerpos y al menos en
la familia Trypanosomatidae, no contienen enzimas como oxidasas productoras de perdxido de
hidrégeno o catalasas (Opperdoes, 1987). La composicion de glicosomas varia entre los diferentes
estadios del ciclo de vida de los paréasitos (Bauer & Morris, 2017) y las proteinas presentes en la densa
matriz de los glicosomas estan codificadas por el genoma nuclear y son sintetizadas por ribosomas
libres en el citosol. Estas organelas adquieren sus proteinas de matriz mediante la importacion desde el
citosol, a través de rutas que dependen principalmente de dos secuencias de sefializacion especificas
para el peroxisoma (PTS, por las siglas en inglés Peroxisomal Targeting Signal) que son reconocidas
por receptores citosolicos especificos: las peroxinas (PEX). La mayor parte de las proteinas de la
matriz glicosomal posee una secuencia tipo PTS1 en el extremo carboxilo terminal, que esta constituida
de tres residuos aminoacidicos (SKL) o sus variantes conservativas y que son reconocidas por el
receptor PEX5. No obstante, existen proteinas, como por ejemplo la hexoquinasa, que poseen una
secuencia sefial diferente, conocida como PTS2, ubicada en el extremo amino terminal, que es una
sefal bipartita con la secuencia consenso [RK]-[LVI]-x5-[HQ]-[LA], reconocida por el receptor PEX7.
Los receptores citosolicos, una vez reconocen la secuencia sefial en las proteinas glicosomales, las
dirigen hacia el complejo receptor de la membrana del glicosoma, comprendido por las proteinas
PEX13 y PEX14, capaces de mediar la transiocacion de la proteina hacia la matriz de la organela
(Galland et al., 2007). Aunque es cierto que por lo general las proteinas destinadas a estas organelas
emplean las secuencias PTS para su correcta importacion, algunas de ellas, carentes de dichas
secuencias, pueden ingresar a la matriz glicosomal ayudadas por proteinas que si las poseen, evento
conocido como “piggybacking” (Opperdoes & Szikora, 2006; Galland et al., 2007).

Se piensa que la existencia de los glicosomas confiere a los miembros del grupo de los
tripanosomatidos cierta plasticidad metabdlica y esta hipdtesis se basa en (1) las grandes variaciones
del contenido enzimético presente entre los diferentes tripanosoméatidos e incluso dentro de la misma
especie al comparar los diferentes estadios del ciclo de vida; (2) la presencia de enzimas clave de
muchas rutas metabdlicas o parte de ellas en el interior de dichas organelas y (3) la rapidez y eficiencia
con la que glicosomas con cierto repertorio enziméatico pueden ser cambiados por una nueva poblacion
de glicosomas con repertorios diferentes cuando los parasitos pasan por eventos de diferenciacion
relacionados con el hospedador o con un compartimiento del mismo, que muchas veces se acompafia
de dréasticos cambios nutricionales (Haanstra et al., 2016).

Otro rasgo caracteristico de los tripanosomatidos es que estos poseen un mecanismo de
transcripcion inusual respecto a la mayoria de los organismos eucariotas que pone en evidencia su
caracter de eucariotas “primitivos”, y €s que sus genes no poseen regiones promotoras tipicas para la
ARN polimerasa Il, por lo que los ARNm se expresan como grandes unidades policistronicas de genes,
que a diferencia de los procariotas, usualmente no codifican proteinas con funciones relacionadas. La
maduracién de los ARN mensajeros nucleares ocurre entonces por dos eventos acoplados conocidos
como “‘trans-splicing” 0 trans-empalme y poliadenilacion. Durante el trans-splicing las unidades
policistronicas de ARNm son separadas en ARNm individuales y luego ocurre la adicion al extremo 5’
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de una secuencia lider o mini-exon de 39 nucleétidos que previamente ha sido modificada con una
estructura de capucha, mientras que en el extremo 3’ se adiciona una cola de poli-adeninas, para luego
ser exportados hacia el citoplasma y ser traducidos a proteinas (Vazquez, 2007; Lopes et al., 2010).

1.4  Metabolismo Intermediario

La mitocondria y los glicosomas, en conjunto con el espacio citoplasméatico juegan un papel
importante en muchas de las fases morfoldgicas de los tripanosomatidos, ya que los tres son
compartimientos ocupados por numerosas enzimas y metabolitos responsables de la ocurrencia de
diversas rutas metabolicas. Dado que estos protozoarios tienen un complejo ciclo de vida con diferentes
formas entre el insecto vector y el mamifero hospedador, deben poseer cierta plasticidad metabdlica,
otorgada por algunas de las caracteristicas singulares descritas con anterioridad, destacando entre ellas
la presencia de los glicosomas.

En cultivos axénicos, los epimastigotes de T.cruzi, asi como los estadios del invertebrado vector
de otras especies relacionadas, consumen glucosa como principal fuente de carbono y energia,
pudiendo también, dependiendo de ciertas condiciones ambientales, dirigir su metabolismo hacia el
consumo de aminodcidos, la principal fuente de energia presente en el insecto vector (Cazzulo, 1992;
Michels et al., 2006). No obstante, y a diferencia de otros organismos eucariotas, el metabolismo de la
glucosa en los tripanosomatidos no rinde como productos finales de la oxidacion CO; y agua. En lugar
de ello, la evidencia sugiere que ocurre una oxidacion parcial de la glucosa, liberdndose al medio
productos como acidos organicos caracteristicos de los procesos fermentativos, a saber: succinato,
acetato y alanina (Michels et al., 2006). A este proceso se le conoce como fermentacion aerobica,
mecanismo que permite el rapido cambio de la glicélisis aerdbica a glicolisis anaerdbica, sin un efecto
Pasteur evidente, y que se cree esta dado gracias a la compartimentalizacion de esta ruta en el interior
de los glicosomas (Cazzulo, 1992).

En la matriz glicosomal de los epimastigotes se encuentran las enzimas responsables de la
oxidacion de la glucosa hasta 1,3-bifosfoglicerato, y con ello la produccién neta de energia ocurre en el
citosol gracias a la reaccién catalizada por la piruvato quinasa (PYK). Cabe destacar que la regulacion
de las enzimas Hexoquinasa (HK) y Fosfofructoquinasa (PFK) en estos parasitos presenta marcadas
diferencias respecto a las de otros eucariotas al no estar reguladas por efectores alostéricos o
intermediarios de reaccion (Maugeri et al., 2011). Dentro de la organela, los balances energético
(ATP/ADP) y redox (NAD*/NADH) deben ser mantenidos, en vista de que no se han encontrado
evidencias experimentales que sugieran el posible ingreso de estos compuestos a través de la membrana
glicosomal. Para ello, la accion conjunta de enzimas como la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK) vy la piruvato fosfato diquinasa (PPDK) parece funcionar en el mantenimiento del balance
ATP/ADP, mientras que el balance NAD*/NADH podria ser mantenido por la malato deshidrogenasa
glicosomal y la fumarato reductasa dependiente de NADH glicosomal o por la lanzadera glicerol 3-
fosfato y la oxidasa alternativa en el mitocondrion (Bringaud et al., 2006; Michels et al., 2006).

Ademaés de las enzimas glicoliticas, se ha demostrado que los glicosomas albergan enzimas
responsables de la catélisis de otras rutas metabolicas, entre ellas, y como otra ruta de consumo de
glucosa, la rama oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato (PPP, por sus siglas en inglés Pentose
Phosphate Pathway). Dicha ruta posee dos roles principales que son la reduccién del NADP* a
NADPH, necesario para las rutas biosintéticas, y la proteccion de la célula contra el estrés oxidativo
causado por las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species),
asi como la produccién de ribulosa 5-fosfato, necesaria para la sintesis de acidos nucléicos. Se ha
demostrado que esta ruta es activa en la mayor parte de los estadios del ciclo de vida de muchas
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especies de tripanosomatidos, dirigiendo cerca del 10% de la glucosa metabolizada hacia esta via. No
obstante, en condiciones de baja concentracion de glucosa, la ruta de las PPP funciona para el
mantenimiento de la homeostasis celular de NADPH, al dirigir el metabolismo hacia la oxidacion de la
G6-P (Haanstra et al., 2016). A diferencia de la mayoria de los eucariotas, donde esta ruta ha sido
descrita con ubicacion citosolica, en los tripanosomatidos posee una ubicacion dual entre el citosol
(80%) vy los glicosomas (20%) (Maugeri & Cazzulo, 2004; Maugeri et al., 2011; Stincone et al., 2014).

1.5 Hexosas quinasas

La primera reaccion de la ruta glicolitica en todos los organimos eucariotas es catalizada por la
Hexoquinasa, responsable de la transferencia de un grupo fosforilo a la glucosa. Se clasifica dentro de
una de las dos familias de glucosas quinasas: la familia Hexoquinasa (HK), cuyos miembros se
subdividen en tres grupos: HK, Ay B. La familia HK se caracteriza por tener como donador del grupo
fosforilo al ATP, y los integrantes de los grupos que la conforman difieren entre si respecto a su peso
molecular (entre 100 y 60 kDa) y a la especificidad de sustrato. El grupo HK alberga las hexoquinasas
pertenecientes a organismos eucariotas, conocidas también como las ATP: bD-hexosa 6-
fosfotransferasas, mientras que los grupos A y B estan representados por enzimas pertenecientes a
bacterias Gram-negativas, cianobacterias, protistas amitocondriados y tripanosomatidos (grupo A) y
bacterias Gram-positivas y organismos crenarqueotas (grupo B), estos dos ultimos grupos
comprendidos por enzimas conocidas como glucoquinasas (GlcKs) capaces de fosforilar
exclusivamente p-glucosa y cuyo nombre formal es ATP: b-glucosa 6-fosfotransferasas (Kawai et al.,
2005; Caceres et al., 2007).

En T. cruzi la hexoquinasa (TcHK) tiene una masa molecular de 52kDa. Dicha enzima posee una
sefial de importacion glicosomal tipo PTS2, un punto isoeléctrico de alrededor de 9.7 (caracteristico de
las enzimas glicosomales) y una alta afinidad por la glucosa (Kv de 43uM). A diferencia de la
hexoquinasa de otros organismos, la TcHK no es regulada alostéricamente por su producto (glucosa 6-
fosfato (G6-P)) u otros efectores metabdlicos; en lugar de ello, su actividad parece estar modulada por
mecanismos histeréticos y algunos metabolitos como el pirofosfato inorganico (PPi) (Caceres et al.,
2003; Hudock et al., 2006; Sanz-Rodriguez et al., 2007; Acosta et al., 2014). Ademas, la TcHK, de
manera semejante a lo que ocurre con su homologa en T. brucei, posee una estructura oligomérica
compleja, pudiendo hallarse en forma de tetrameros de cerca de 200kDa o hexameros, lo que pudiese
también tener un efecto regulatorio sobre su actividad y pudiese ser consecuencia de la
compartimentalizacion dentro del glicosoma (Céceres et al., 2003; Chambers et al., 2008).

En el mamifero hospedador se ha demostrado la existencia de 4 isoenzimas hexoquinasas,
pertenecientes al grupo HK. Tres de ellas (I, 11, I1l) con una masa molecular de 100kDa, emplean
glucosa con elevada afinidad y son inhibidas por G6-P. La IV, de 50kDa, conocida como glucoquinasa
(GlcK), se diferencia de las anteriores por la alta especificidad y baja afinidad por la glucosa, asi como
también por no estar sometida a inhibicion por parte de los productos de la reaccién catalitica
(Sebastian et al., 1999; Céceres et al., 2003; Kawai et al., 2005). Estas isoenzimas tienen localizacion
citoplasmatica y son activas como mondémeros (Sebastian et al., 1999), en contraste con lo reportado
para la hexoquinasa de algunos tripanosomatidos, cuya ubicacién es glicosomal y la forma activa se
presenta como oligdbmero. Puede notarse asi que la TcHK posee similitudes con la enzima tipo IV de
mamiferos, respecto a la masa molecular y a la carencia de regulacion por G6-P, y al mismo tiempo
comparte caracteristicas con las enzimas tipo I, I1'y 111 en relacion a su afinidad por la glucosa (Céceres
et al., 2003). Estas diferencias permiten pensar en esta enzima como un posible blanco terapéutico para
el disefio de farmacos que funcionen para erradicar el parasito en pacientes infectados (Rivera et al.,
2009).



No obstante, T. cruzi posee una segunda enzima capaz de fosforilar glucosa. Estudios previos han
comprobado la existencia de una verdadera glucoquinasa (GlcK) activa en los glicosomas de los
parasitos, y que se encuentra mas estrechamente relacionada con las enzimas del grupo A de la familia
Hexoquinasa. Esta GlcK es de 43kDa de peso molecular, tiene una etiqueta de importacion glicosomal
tipo PTS-1 en su extremo C-terminal, estd presente en menor cantidad (9 veces menos) que la
hexoquinasa, tiene especificidad de sustrato exclusiva para la glucosa, con una selectividad moderada
para el anémero [ de la D-glucosa, pero con menor afinidad que la HK (Kuy de 1mM) y recibe el grupo
fosforilo del ATP con una Km de 0.36mM; ademas tampoco es inhibida por G6-P ni PPi (Caceres et al.,
2007), pero si por la D-glucosamina (D-GIcN) de forma competitiva mixta (Ki de 45uM para la
glucosa y 84.8uM para ATP) y no competitivamente por la D-N-Acetilglucosamina (D-GIcNAc) (Ki de
15uM y 39uM para la glucosa y ATP, respectivamente) (Mercado, 2010). El rol aparente de esta
enzima, debido a sus caracteristicas contrastantes con la HK, especialmente la baja afinidad por su
sutrato, se propone como el aporte de G6-P a procesos no catabdlicos como lo es la produccion de
glicoconjugados de la membrana plasmatica en especies de Leishmania, o hacia la ruta de las pentosas
fosfato, en condicidn de alta concentracion de glucosa y cuando la actividad de la HK esté regulada por
la concentracion de PPi (Caceres et al., 2007).

Ambas enzimas (HK y GlcK) se expresan en todos los estadios del paréasito, sin embargo, la GlcK
se expresa mucho menos en el amastigote, mientras que la HK se expresa de manera constante
(Gottberg, 2011). Adicionalmente, trabajos experimentales sobre-expresando la TcGIcK en
epimastigotes de T. cruzi con el sistema pTcINDEX, han demostrado que un exceso de la misma puede
ser inhibitorio para el crecimiento de los parasitos, “estancando” el flujo glicolitico, y se ha propuesto
que el papel de la GlcK quiza sea el de regular la actividad HK por fendmenos de oligomerizacion
(Ramirez, 2016). No obstante, ain no se ha dilucidado el rol preciso que cumple la GlcK en el
metabolismo energético del parésito.

1.6  Antecedentes

Céceres y colaboradores en 2003 clonaron, secuenciaron y expresaron el gen de la hexoquinasa de
T. cruzi empleando un sistema heterdlogo en E. coli. Una vez purificada la enzima, la caracterizaron
bioguimicamente midiendo sus constantes cinéticas, peso molecular, estado de oligomerizacién y punto
isoeléctrico, comparandolas con las constantes de la enzima natural purificada a partir de fracciones
enriquecidas con glicosomas del parasito obtenidos por centrifugacion diferencial. Encontraron
adicionalmente que, al igual que en otros tripanosomatidos, esta enzima no es regulada por sus
productos (ADP y G6-P) sino por pirofosfato inorganico (PPi).

En Trypanosoma brucei la enzima hexoquinasa de la forma sanguinea de este parasito fue sobre-
expresada y sub-expresada por Albert y colaboradores en el afio 2005, la primera mediante
introduccion de una copia ectopica dentro de un cassette con un promotor inducible por tetraciclina, y
la segunda estrategia mediante interferencia por ARN empleando un cassette cromosomal con un
promotor inducible por tetraciclina. En los resultados, al sobre-expresar la HK (20% maés que los
parasitos sin inducir) no se observo ningun efecto sobre: (1) la actividad de otras enzimas glicoliticas;
(2) el consumo de glucosa y (3) las tasas de crecimiento y consumo de oxigeno. También realizaron
experimentos de inhibicion de la expresion de la hexoquinasa por ARN de interferencia, obteniendo
que s6lo cuando la actividad HK caia méas del 50%, era posible observar un retardo en el crecimiento
de los parasitos. Ambos resultados confirmaron que la HK no ejerce control de flujo glicolitico y que el
parasito tiene un exceso de enzima que impide observar un mayor efecto fenotipico al ser manipulados
genéticamente.



Acosta y colegas (2014), empleando epimastigotes de T. cruzi, reportaron un comportamiento
histerético en mediciones cinéticas realizadas con la TcHK purificada y la fraccion rica en glicosomas,
sefialando que puede tratarse de un mecanismo regulatorio de la actividad enzimatica.

Finalmente, en el trabajo realizado por Valera en 2014, se describe con detalle el desarrollo de
una linea celular de epimastigotes recombinantes de T. cruzi cepa EP mediante la utilizacion del vector
de expresion homologa pTcINDEX con el que se consiguid sobre-expresar la hexoquinasa
recombinante de este mismo organismo con una etiqueta de expresion de 6 histidinas en su extremo C-
terminal. En el trabajo se estudié el efecto de dicha sobre-expresion sobre la morfologia, viabilidad y
localizacion sub-celular de la enzima en los parasitos inducidos. La expresion fue seguida por RT-PCR,
inmunodeteccidn por Western-Blot, inmunofluorescencia y actividad enzimatica, determinando que las
células transfectantes eran heterogéneas en cuando a los niveles de expresion de la enzima
recombinante, que no existian efectos sobre la viabilidad y morfologia de los cultivos inducidos y que
la enzima era sobre-expresada de forma activa y se localizaba correctamente en los glicosomas.



2 Hipotesis

Puesto que la hexoquinasa cumple un rol esencial en epimastigotes de Trypanosoma cruzi al
catalizar la primera reaccion de la ruta glicolitica, se esperaria que la sobre-expresion de esta enzima no
tuviese efectos deletéreos en el crecimiento de los mismos.

3 Objetivos
3.1 Objetivo General

Optimizar el sistema de expresion de la linea celular pTcINDEXHK para purificar la
hexoquinasa recombinante de Trypanosoma cruzi en condiciones nativas.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar las condiciones de induccion de cultivos de epimastigotes recombinantes
(pTcINDEXHK) de Trypanosoma cruzi en medio LIT.

e Cuantificar los niveles de expresién de la hexoquinasa recombinante (HK-(His)s) en
epimastigotes recombinantes crecidos en medio LIT mediante medicion de actividad enzimatica
y Western Blot.

e Estudiar el consumo de glucosa y aminoacidos en los cultivos de epimastigotes recombinantes
crecidos en medio LIT bajo dos condiciones: inducidos y sin inducir.

e Evaluar la localizacién sub-celular de la HK-(His)s sobre-expresada en los epimastigotes
recombinantes mediante Inmunofluorescencia.

e Purificar la HK-(His)s mediante una cromatografia de afinidad a metales (IMAC).

e Determinar las constantes cinéticas Km Y Vmax para los anémeros a-D-Glucosa y o/B-D-Glucosa,
asi como para las hexosaminas N-Acetilglucosamina y D-Glucosamina.

4 Justificacion

En vista de que la hexoquinasa de T. cruzi cataliza un importante paso de la ruta glicolitica en este
parasito, la sobreexpresion y purificacion de la enzima recombinante en un sistema homdlogo
permitiria no solo dilucidar aspectos metabdlicos de los parasitos recombinantes, sino también obtener
la suficiente cantidad de proteina que podria ser utilizada ulteriormente para realizar estudios
cristalogréficos y disefio de farmacos que pudieran emplearse para el tratamiento de la enfermedad.



5 Metodologia
5.1 Materiales
5.1.1 Parésitos

Se empled la linea celular de epimastigotes recombinantes de la cepa EP de Trypanosoma cruzi
(pTcINDEXHK), obtenidos por Valera en 2014. Como control se utilizaron epimastigotes de la cepa
EP de T. cruzi de genotipo silvestre (WT); ambas lineas celulares pertenecientes al Laboratorio de
Enzimologia de Pardsitos, donde son mantenidas en medio LIT, en agitacion constante a 28°C 0
criopreservados en medio LIT con dimetilsulféxido (DMSQ) o 50% de Glicerol a -80°C.

5.1.2 Medios de cultivo

Los parésitos fueron crecidos en medio de cultivo LIT (por sus siglas en inglés Liver Infusion
Tryptose) modificado para parasitos recombinantes conteniendo 0.5% p/v de extracto de levadura;
0.002% p/v de hemina previamente diluida en NaOH 0.1N; 5% v/v de extracto de higado de res; 5%
v/v de suero fetal bovino (endotoxinas <10 EU/ml) (Qualified, Invitrogen); 1.5 % p/v de triptosa; 0.4%
p/v de glucosa; 5.36 mM KCI; 35.7 mM Na,HPO4 y 154 mM NaCl. Suplementado con 0.006% de
estreptomicina y 0.01% de ampicilina. Al momento de la siembra de los parasitos recombinantes se
agregaron al medio de cultivo los antibi6ticos de seleccion higromicina (hyg) y neomicina (G418),
ambos a una concentracion de 500ug/ml. El crecimiento se mantuvo en este medio con agitacion
constante a 28°C.

5.2 Métodos
5.2.1 Curvas de crecimiento para los epimastigotes de T. cruzi

Las condiciones de crecimiento e induccién fueron determinadas segun el protocolo establecido por
Ramirez en 2016, mediante curvas de crecimiento comparativas tanto de los epimastigotes
recombinantes inducidos como de los no inducidos, partiendo de in6culos con el mismo nimero de
células (2,5x108élulas/ml). Las curvas fueron establecidas mediante el registro periodico (cada 24h) de
la absorbancia de los cultivos a 600nm en un espectrofotometro Eppendorf Biophotometer Plus y
conteo en camara de Neubauer del nimero de parasitos por mililitro hasta alcanzar la fase estacionaria.
Una vez alcanzada una densidad celular aproximada entre 5-10x10° células/ml, se indujo la produccion
de la enzima recombinante mediante la adicion al medio del antibidtico inductor Tetraciclina (tet,
Spg/ml). La induccidén se mantuvo hasta la fase estacionaria, afiadiendo cada 24h el inductor en la
misma concentracion.

Por cada punto registrado en las curvas de crecimiento se tomaron fracciones de 5ml, se recogieron
las células por centrifugacion durante 15min a maxima velocidad (Eppendorf Centrifuge 5424) y luego
de lavarlas con tampon normal (7OmM Tris-HCI pH 7.4; 140mM NaCl y 100mM KCI) tres veces,
resuspendiendo en 1ml, centrifugando y descartando el sobrenadante cada vez, se almacenaron a -80°C
para su procesamiento posterior. De cada fraccion se tomd 1ml del sobrenadante, correspondiente al
medio de cultivo, que fue almacenado a -20°C hasta su uso. Los datos obtenidos fueron representados
en graficas D.O.e00nm Y #Cé&lulas/ml en funcion del tiempo de crecimiento, promediando los resultados
obtenidos de tres experiencias independientes.
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5.2.2 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas en las muestras empleadas fue determinada mediante el método
de mini-Bradford Quick Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad) registrando la absorbancia de las
muestras diluidas y mezcladas con el reactivo a 595nm, empleando albumina de suero bovino como
estandar.

5.2.3 Anélisis por SDS-PAGE

La visualizacion de la proteina recombinante se llevd a cabo mezclando las fracciones obtenidas
durante las diferentes experiencias con tampon de carga (62mM Tris-Base; 2% (p/v) SDS; 10% (v/v)
Glicerol; 50mM DTT o 100mM 2-f mercaptoetanol y azul de Bromofenol, pH 6.8) e hirviendo durante
5min las muestras a cargar en geles de poliacrilamida al 12,5% segun el protocolo establecido
(Laemmli, 1970). Las proteinas separadas fueron tefiidas con azul de Coomassie o fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa para inmunodeteccion por Western Blot.

5.2.4 Cuantificacion de la expresion de la hexoquinasa en los parasitos recombinantes

5.2.4.1 Medicion de la Actividad Enzimatica

Como ponderacion cuantitativa de la expresion de la hexoquinasa recombinante se midié su
actividad por métodos espectrofotométricos, haciendo uso del sobrenadante del lisado de epimastigotes
recombinantes de T. cruzi no inducidos y en diferentes tiempos de induccion. Las muestras
correspondieron a los sedimentos celulares almacenados a -80°C recogidos en los puntos a lo largo de
las curvas de crecimiento, que una vez descongelados fueron mezclados con un tampdn de lisis
conteniendo 50mM de Tris-HCI; 0,1% Triton X-100 y 500mM de KCI, en presencia de una mezcla de
inhibidores de proteasas (10uM leupeptina; 50pugml™ de inhibidor de tripsina; 1mM benzamidina;
50uM fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF); 100uM tosil-L-lisina clorometil cetona; 0.2uM pepstatina;
1uM E-64; 1uM quemostatina y 1uM bestatina). Luego de resuspender los sedimentos en el tampon de
lisis, se afladié una mezcla de Nucleasas (Nuclease Mix, GE Healthcare) se incub6 durante 30min en
hielo, luego 15min a 37°C y 10min adicionales en hielo, para finalizar con una centrifugacion a
méaxima velocidad durante 15min (Eppendorf Centrifuge 5424) donde los sobrenadantes fueron
transferidos a tubos nuevos, mantenidos en hielo y empleados para los anélisis ulteriores.

El sistema empleado para la deteccion de la enzima recombinante permiti6 acoplar la reaccion de
fosforilacion de la glucosa a glucosa 6-fosfato (G6P) catalizada por la hexoquinasa, con la reduccion de
NADP* a NADPH catalizada por la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49), que
emplea como sustratos G6P y NADP*. La diferencia de absorbancia (AA) fue registrada a 340nm entre
los 0 y 600seg en un espectrofotdometro UV-visible de arreglo de diodos Hewlett Packard 8452A, en
cubetas de cuarzo de 1ml de capacidad, y la mezcla de reaccién fue de 100mM de tampén TEA pH
7.6; 2.5mM ATP; 2.5mM MgCl; 0.64mM NADP" y 5mM de glucosa en presencia de un volumen
determinado de homogenato y 0.57U de G6PDH (G6PDH de Leuconostoc mesenteroides, Sigma) todo
a temperatura ambiente. Los valores de AA registrados fueron convertidos a unidades de actividad
empleando la ley de Lambert-Beer y los datos fueron reunidos en un grafico de barras sefialando los
valores de actividad promedio de dos experimentos independientes versus el tiempo de crecimiento.
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Ademas de cuantificar la expresion de la enzima recombinante de los parasitos inducidos y los
no inducidos, se determind la actividad G6PDH en cada punto de la curva, con el fin de determinar si
su actividad era afectada por la sobre-expresion de la TcHK. La reaccion fue medida en direccion de la
oxidacion de la glucosa 6-fosfato (G6P), monitoreando espectrofotométricamente la reduccién del
NADP™ a 340nm, donde la diferencia de absorbancia (AA) fue medida entre los 0 y 240s. La mezcla de
reaccion fue de 100mM de tampon TEA, pH 7.6; 2.5mM MgCly; 0.64mM NADP* y 1mM de G6P en
presencia de un volumen que varié entre 5y 10ul de cada homogenato de parasitos. Los valores de AA
registrados fueron convertidos a unidades de actividad empleando la ley de Lambert-Beer y los datos
fueron reunidos en un grafico de barras sefialando los valores de actividad versus el tiempo de
crecimiento.

5.2.4.2 Western Blot Semicuantitativo

Una vez cuantificada la concentracién de proteinas de los homogenatos obtenidos seguin apartados
anteriores, fracciones de los mismos fueron separadas en base a su peso molecular en un gel de SDS-
PAGE al 12%, cargando una concentracion de 40ug totales de proteina por pozo. Las proteinas
separadas fueron electrotransferidas hacia membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciences)
empleando una unidad de transferencia Semi-dry (Amersham Biosciences) a 0.8 mA/cm? durante
90min, en tampon de transferencia (48mM Tris; 38mM glicina; 20% (v/v) metanol). Las membranas
fueron bloqueadas en solucion de bloqueo conteniendo 5% de leche descremada en PBS (80mM
Naz;HPOs; 20mM NaH2POs, pH 7.5 y 100mM NaCl) y 0.1% de Tween-20, durante toda la noche a 4°C.
Luego de bloqueadas fueron lavadas 5 veces agitando durante 5min en PBS con 0,1% de Tween-20
cada vez.

A partir de las muestras recogidas durante un ensayo piioto, correspondientes a un cultivo inducido
durante 72 h, se realiz6 una primera inmunodeteccion de la enzima recombinante y la nativa. Para ello
las muestras correspondientes a los cuatro tiempos post-induccién separadas en dos geles idénticos
fueron transferidas a dos membranas. Una de ellas fue incubada 1h a temperatura ambiente en agitacion
en solucién incubacion con 1% de leche descremada en PBS y el policlonal a-TcHK (1/1000)
producido en conejo. La incubacion con el anticuerpo secundario se realizd con a-lgG de conejo
acoplado a peroxidasa de rabano picante (1/5000) (Fab) en las mismas condiciones del anticuerpo
primario y el revelado se obtuvo con el sistema de deteccion ECL Plus Western Blotting Detection
System (GE Healthcare) segln las recomendaciones del fabricante. La otra membrana fue incubada en
las mismas condiciones con el monoclonal a-His-Tag (Promega) producido en ratén (1/3000) y con el
secundario a-1gG de raton (1/4000) (Sigma) acoplado a peroxidasa de rabano picante. El revelado y
procesamiento de las imagenes se llevo a cabo como lo descrito. Las membranas fueron escaneadas y
procesadas empleando el sistema ChemiDoc™ Imaging Systems de Bio-Rad.

Ensayos posteriores para la inmunodeteccion de la HK nativa y recombinante contemplaron la
incubacion de las membranas con el policlonal a-TcHK (1/1000), la incubacion con el anticuerpo
secundario y el revelado como se describié previamente. Luego las membranas fueron bloqueadas
nuevamente e incubadas con el policlonal a-TcGIlcK (1/1000) producido en conejo, lavadas e incubadas
con el a-lIgG de conejo acoplado a peroxidasa de rdbano picante (1/5000) y reveladas con el mismo
sistema.

Las membranas fueron sometidas entonces a un “stripping” al ser incubadas a 50°C con un tampon
compuesto de 100mM de 2-mercaptoetanol; 2% de SDS y 62,5mM de Tris-HCI a pH 6.7 durante

11



30min. Después de lavarlas 3 veces con tampon PBS en agitacion durante 5min cada vez, las mismas
fueron incubadas con el monoclonal a-His-Tag (Promega) producido en raton (1/1000) y con el
policlonal a-TcG6PDH producido en conejo (1/1000). El revelado se realizé de la misma forma
descrita empleando como anticuerpos secundarios a-IgG de raton (1/4000) (Sigma) y a-1gG de conejo
(1/5000) acoplados a peroxidasa de rabano picante. Las imagenes obtenidas fueron procesadas y
analizadas empleando las herramientas digitales ImageJ (NIH) e ImageLab (Bio-Rad) y los datos
obtenidos del anélisis fueron graficados en funcion del nimero de pixeles por area.

5.2.5 Determinacion de la concentracion de Glucosa y Amonio

El procedimiento seguido correspondio al realizado por Ramirez (2016) para la estimacién del
consumo de glucosa y produccion de amonio en cultivos de epimastigotes recombinantes de T. cruzi
cepa EP. Fueron empleados los sobrenadantes de medio de cultivo almacenados a -20°C recogidos de
los diferentes puntos de las curvas de crecimiento de los pardsitos recombinantes descritas con
anterioridad.

5.2.5.1 Determinacion de la concentracion de Glucosa

La glucosa fue cuantificada haciendo uso del kit de Glicemia enzimatica AA de la linea liquida
de Wiener Lab., de acuerdo con las recomendaciones de la casa comercial. El kit emplea un método
colorimétrico donde la glucosa oxidasa se encarga de catalizar la oxidacion de la glucosa presente en el
medio con la produccién concomitante de acido glucénico y peréxido de hidrogeno, siendo este Gltimo
oxidado por la peroxidasa. Los electrones son transferidos a un aceptor cromatico (rojo fenol), el cual
produce una coloracién de intensidad proporcional a la concentracion de glucosa, que fue medida
espectrofotométricamente a 505nm. Los calculos pertinentes fueron realizados obteniendo la cantidad
de glucosa en mg/dl, valores que fueron convertidos a unidades de milimolaridad (mM), normalizados
respecto al logaritmo del #células/ml y promediados entre dos ensayos independientes para ser
graficados en funcién del tiempo.

5.2.5.2 Determinacion de la concentracion de Amonio

La produccion de amonio debida al consumo y degradacién de aminoacidos fue determinada
espectrofotométricamente empleando un sistema de deteccion comercial Ammonia Assay Kit (Sigma)
segun las recomendaciones del fabricante. Dicho sistema hace uso de la reaccion catalizada por la
glutamato deshidrogenasa, donde la cantidad de NAD* producido a partir del NADH es proporcional a
la cantidad de amonio presente en el medio. Las muestras fueron diluidas previo a la cuantificacion y
una vez realizados los calculos respectivos se obtuvo la cantidad de amonio producido en mg/mi,
valores que fueron transformados a unidades de milimolaridad (mM), normalizados con el logaritmo
del #células/ml, promediados entre dos ensayos independientes y graficados en funcion del tiempo.

5.2.6 Localizacion sub-celular de la hexoquinasa recombinante (HK-(His)s) por Inmunofluorescencia

Con la finalidad de verificar la ubicacion sub-celular de la enzima sobre-expresada en los parasitos
recombinantes se realizé una inmunofluorescencia indirecta de las células inducidas durante 120h. En
primer lugar se delimitaron los pozos a sensibilizar sobre ld&minas de vidrio para microscopia (8mm de
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didmetro aproximadamente) con un lapiz punta de diamante. Dichas laminas fueron lavadas
exhaustivamente con detergente, fueron dejadas durante 15min en acido acético, luego 15min en
alcohol etilico y finalmente 15min en agua destilada. Se dejaron secar a temperatura ambiente y cada
pozo se sensibilizd con 10ul de 0,01% (p/v) de poli lisina, que fue dejada hasta secarse por completo.

Partiendo de un cultivo de epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTCINDEXHK sin inducir e
inducidos durante 120h y de un cultivo de epimastigotes de la cepa EP de T. cruzi de genotipo silvestre
(WT) con el mismo tiempo de crecimiento (168h), fueron tomadas fracciones de 1ml como base de
trabajo. Las celulas fueron recogidas por centrifugacion a 15000 rpm durante 10min (Eppendorf
centrifuge 5424) y el sedimento fue resuspendido en 1ml de tamp6n fosfato salino isosmético (PBSi:
39mM NaxHPO4; 10mM NaH2POs4; 274mM NaCl y 22mM KCI; pH 7.4). Las células fueron
nuevamente recogidas por centrifugacién a 3000 rpm durante 10min y este procedimiento de lavado
fue repetido 3 veces. Luego de cada uno de los lavados se verificé la integridad celular por observacion
directa al microscopio. Finalizado el dltimo lavado, las células se diluyeron (1/10) con PBSi con el fin
de evitar aglomerados celulares durante la fijacion. Una vez diluidas, estas fueron fijadas con solucién
de fijacion (PBSi con 4% de formaldehido) durante 3min (1:30min en agitacion suave y 1:30min de
centrifugacion a maxima velocidad). Inmediato a la incubacion con el formaldehido, las células fueron
lavadas tres veces centrifugando durante 5min a 3000 rpm y resuspendiendo en PBSi cada vez,
verificando la integridad celular en cada ocasion. Una vez completados los lavados, las células en
suspension fueron diluidas hasta obtener entre 5y 10 células por campo. A cada pozo sensibilizado se
agregd una gota de 10ul de células fijadas y diluidas y se dejo a temperatura ambiente hasta su
completa evaporacion. Los parasitos no adheridos a las laminas fueron eliminados mediante 5 lavados
consecutivos con el mismo tampon PBSi (aprox. 20ml) para luego ser bloqueados durante toda la
noche con 10pl de una solucion de bloqueo que contenia PBSi, 3% Albumina de Suero Bovino (BSA)
y 50mM NH4CI. Pasado el tiempo de bloqueo las ldminas se lavaron con tampon PBSi y cada pozo se
incub6 con 10pl de una solucion de permeabilizacion (PBSi y 0,1% Triton X-100) durante 20min;
dichos pozos fueron lavados para eliminar el detergente y seguidamente se incubaron con los
anticuerpos primarios en solucion de incubacién (PBSi y 3% BSA) durante 1h a 37°C en céamara
himeda.

En primer lugar se incubd con el monoclonal a-His-tag (Promega) producido en raton (1/40).
Pasado el tiempo de incubacion las laminas fueron lavadas con abundante tampén PBSi y se incubd
con el anticuerpo primario para la enzima marcadora, el policlonal a-TCHK producido en conejo, en la
misma dilucién que el anticuerpo anterior. Después de lavar y empleando la misma solucion, se incub6
con a-IgG de raton acoplado a FITC producido en cabra y a-1gG de conejo acoplado a Cy3 producido
en cabra, ambos a la misma dilucion (1/80); la incubacion se realizd también en camara himeda a 37°C
durante 1h. EI ADN de las células fijadas fue marcado entonces incubando los pozos durante 30min
con 10ul de una solucion de 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, 1/10 en PBSi) a 37°C en cémara
humeda; seguidamente las laminas fueron lavadas y dejadas en oscuridad. Las imagenes se obtuvieron
gracias a la visualizacion en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 89i y empleando 10ul
de PBS con 5% DABCO y 90% Glicerol para preservar la fluorescencia.

5.2.7 Purificacion de la HK-(His)s por cromatografia de afinidad a metales (His-Link, Promega)

Habiendo verificado la correcta ubicacion sub-celular de la HK-(His)s, se decidi6é proceder con el
protocolo de purificacion. Fueron realizadas dos experiencias correspondientes con un ensayo
preliminar de 300ml y un cultivo de 1L de la linea celular de epimastigotes recombinantes de T. cruzi
pTcINDEXHK cepa EP, crecidos en medio LIT suplementado con higromicina (Hyg) y neomicina
(G418) (500ug/ml), mantenidos en agitacion constante a 27°C e inducidos con 5ug/ml de tetraciclina
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durante 96h, afiadiendo el antibidtico inductor cada 24h una vez alcanzada la densidad celular adecuada
(entre 5-10x106 células/ml). Ambos cultivos, aunque en momentos diferentes, fueron procesados de la
misma manera: completado el tiempo de induccion y habiendo llegado el cultivo a una densidad éptica
correspondiente con la fase exponencial (D.O.@oonm= 2,354 (Eppendorf Biophotometer Plus)) se
obtuvo la fraccion rica en glicosomas mediante una centrifugacion diferencial. Para tal fin los parasitos
fueron sedimentados por centrifugaciébn a 17211g durante 15min a 4°C, el sobrenadante
correspondiente al medio de cultivo fue descartado, las células fueron resuspendidas en 100ml de
tampon A (25mM Tris-HCI, pH 7.4; 1M EDTA y 250mM de sacarosa) y sedimentadas nuevamente por
centrifugacion bajo las mismas condiciones (lavado). El sobrenadante fue descartado nuevamente y el
sedimento celular, resuspendido en 20ml de tamp6n B (10mM HEPES, pH 7.2; 250mM sacarosa;
25mM NaCl; 2mM Na;EDTA y 5mM ditiotreitol (DTT)) en presencia de un coctel de inhibidores de
proteasas (1/1000) (10uM leupeptina; 50ugml-1 de inhibidor de tripsina; 1ImM benzamidina; 50uM
fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF); 100uM tosil-L-lisina clorometil cetona; 0.2uM pepstatina; 1uM
E-64; 1uM quemostatina y 1uM bestatina) se mezcl6 con carburo de silicio en una relacion 1:1 (p/p
humedo). EI homogenato fue obtenido por abrasion con el carburo de silicio en un mortero de
porcelana mantenido en hielo, verificando la ruptura celular mediante observacién al microscopio hasta
obtener cerca del 90% de células rotas. Para eliminar el exceso de carburo de silicio, la mezcla
parcialmente homogenizada fue centrifugada a 500g por 1min a 4°C; el sedimento fue descartado y el
sobrenadante (homogenato) fue sometido a una ronda de centrifugacion a 3500g durante 10min a 4°C,
cuyo sedimento correspondié a las células enteras, la fraccion nuclear y la fraccion granular gruesa
(Celulas enteras + FN + FGG). El sobrenadante obtenido fue centrifugado nuevamente a 28710g
durante 20min a 4°C y el sobrenadante, correspondiente a la fraccion citosolica y microsomal, fue
descartado, mientras que el sedimento correspondiente a la fraccion rica en glicosomas (FRG) fue
almacenado a -80°C hasta su uso. Pequefios volumenes de todas las fracciones obtenidas fueron
separados para la medicion de la actividad HK de la misma forma descrita en apartados anteriores. La
latencia de los glicosomas fue determinada como el porcentaje de actividad obtenido a partir de la
relacion entre la actividad liberada luego de solubilizar la membrana glicosomal con un detergente y la
obtenida con los glicosomas sin solubilizar ((Actividad con detergente — Actividad sin
detergente)/Actividad con detergente x 100%).

La mitad del sedimento de glicosomas obtenido fue resuspendida en 8ml de tampon de
enzalamiento (40mM Tris-HCI, 500mM KCI a pH 7.8) en presencia del coctel de inhibidores de
proteasas (1/1000) y 0,1% de Triton X-100. Esta mezcla fue sometida a un pulso de sonicacion de
intensidad 7 durante 20s, para luego ser centrifugada durante 15min a 36599, y el sobrenadante
obtenido fue empleado para los ensayos posteriores.

Ya que el fin primordial de este experimento consistié en obtener la enzima en condiciones nativas,
la purificacion se realiz6 aprovechando la interaccion de la etiqueta de histidinas ubicada en el extremo
C-terminal de la enzima recombinante con los iones Ni presentes en una columna His-Link (Promega,
USA). Para ello, el sobrenadante correspondiente a la FRG obtenida fue cargado en una columna His-
Link equilibrada con el tampon de enlazamiento a pH 7.8. La mezcla de la FRG y la resina fue
incubada en agitacion durante 2h a temperatura ambiente. Posteriormente se colectd la fraccion
correspondiente a lo que no tuvo interaccién con la columna (Fraccion no enlazada) y se lavo la misma
con 20 volumenes de una solucion 10mM de imidazol en tampon de enlazamiento a pH 7.8 (L1).
Luego se lavd de nuevo con 20 volimenes de 25mM imidazol en tampon de enlazamiento (L2) y se
procedid a la elucion con 5 voliumenes de 50mM de imidazol en tampdn de enlazamiento al mismo pH.

En cada fraccion recogida fue medida la actividad especifica HK luego de cuantificar la
concentracion de proteinas de la misma forma descrita en apartados anteriores. La pureza de la enzima
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se evaluo mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE).

5.2.8 Determinacion de la Km Y Vmax para los anomeros a-Glucosa, o/B-Glucosa y uso de otros
amino-azUcares como sustratos

Esta determinaciéon permitid conocer la especificidad de sustrato de la HK-(His)e purificada y
activa, respecto a los andmeros de la D-glucosa (a-glucosa y a/B-glucosa) y la capacidad de esta
enzima de usar como sustrato a otros aminoazlcares como la D-glucosamina (GIcN) y la N-
acetilglucosamina (GIcNACc).

Para determinar la especificidad de la HK-(His)s respecto a los andémeros a-D-glucosa y B-D-
glucosa, la actividad hexoquinasa fue medida espectrofotométricamente a 340nm empleando el sistema
de deteccidon descrito con anterioridad, que usa G6PDH y mide la reduccién del NADP*. Ademas de la
a-D-glucosa, se empled una solucion 10mM de a-D-glucosa que fue calentada durante 10min a 60°C y
mantenida en hielo con el propoésito de desplazar el equilibrio anomérico hacia la formacion del
anomero B de la D-glucosa. Partiendo de dicha solucién se probaron diferentes concentraciones del
sustrato (desde 0,4 hasta 0,01mM), la mezcla de reaccion contenia tampon 100mM TEA pH 7.6; 5mM
MgCly; 2.5mM de ATP; 0.64mM NADP*; 0.57U de G6PDH (de Leuconostoc mesenteroides, Sigma) y
7.3ug de enzima recombinante purificada, correspondientes a 0.025U. Las constantes cinéticas Ku y
Vmax fueron determinadas mediante graficos de Lineweaver-Burk y diagramas de Hanes-Wolff. La
especificidad o preferencia de sustratos se determind por comparacion de los valores obtenidos bajo
estas dos condiciones.

Para los otros dos amino-azUcares se probd una concentracion inicial desde 1mM hasta 4mM para
la N-Acetilglucosamina y de 1mM de D-Glucosamina, a fin de evidenciar la capacidad de la enzima
recombinante de utilizarlas como sustratos ademas de la glucosa. Empleando una concentracion fija de
HK-(His)s, la actividad se registro mediante un sistema de deteccion de acoplamiento doble con las
enzimas piruvato quinasa (PYK) y lactato deshidrogenasa (LDH). En dicho sistema el ADP producto
de la reaccion de fosforilacion catalizada por la hexoquinasa (glucosa + ATP = G6P + ADP) es
empleado por la PYK para la defosforilacion del fosfoenol piruvato (PEP), rindiendo piruvato y ATP
(PEP + ADP - Piruvato + ATP). El piruvato, a su vez, es transformado a lactato por accion de la LDH
en presencia de NADH (piruvato + NADH - lactato + NAD"). Las reacciones se llevaron a cabo a
temperatura ambiente y la deteccidn espectrofotométrica se realizé a 340nm. La mezcla de reaccion fue
de 1ml compuesto de 100mM de tampon TEA pH 7.6; 5mM de MgCl»; 2.5mM ATP; 0,15mM NADH,
1mM PEP; 0.296U/ml de PYK y 0.372U/ml de LDH como enzimas acoplantes; 7.3ug de enzima
recombinante purificada, correspondientes a 0.025U vy diferentes concentraciones de sustratos a partir
de diluciones de una solucion de 10mM. Una vez se determind la capacidad de fosforilacion, la
concentracion de sustratos se varié entre 1.8mM y 0.1mM buscando obtener las respectivas constantes
cinéticas para los mismos de la forma ya descrita para este apartado.
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6 Resultados
6.1 Analisis fenotipico de los epimastigotes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP

En los ensayos previos de caracterizacion de esta linea celular realizados por Valera en 2014 se
determiné que los epimastigotes de T. cruzi pTcINDEXHK, inducidos y sin inducir, crecian igual que
los de genotipo silvestre, sin embargo, en vista de que esta linea celular no era un clon, fue necesario
repetir la evaluacién del crecimiento de los parésitos recombinantes (clones) bajo las condiciones de no
inducidos e inducidos. Para ello el crecimiento de la linea celular de epimastigotes recombinantes de T.
cruzi pTcINDEXHK cepa EP en medio liquido fue monitoreado hasta alcanzar la fase estacionaria. En
un ensayo preliminar o prueba piloto, se estudid el crecimiento de un cultivo para el cual fueron
registrados los valores de densidad Optica y densidad celular durante 144h con 72h de induccion, datos
que se recogen en la figura 1A y B, en los cuales se observa que los parasitos en este tiempo de
crecimiento alcanzaron la fase exponencial y no mostraron diferencias significativas en cuanto al
crecimiento entre los cultivos inducidos y sin inducir (Fig. 1A). Sin embargo, cuando el seguimiento de
los cultivos se hizo por conteo directo en camara de Neubauer, en el Gltimo tiempo, correspondiente a
las 144h de crecimiento o 72h post-induccion, se observo una diferencia en la masa celular alcanzada
por el cultivo no inducido que corresponde al doble del registrado para el cultivo inducido.

Se tomaron también fracciones del cultivo en los tiempos post-induccion y en los lisados obtenidos
se inmunodetectd por Western Blot la HK silvestre empleando un anticuerpo policlonal a-TcHK, vy la
HK recombinante empleando un anticuerpo monoclonal a-His-tag. En la figura 2 se observa que la
HK-(His)s se expresa en todos los tiempos post-induccion. No obstante, para determinar si la enzima
fue sobre-expresada de forma activa, los homogenatos obtenidos a partir de dicha prueba piloto fueron
empleados para cuantificar la actividad HK. La figura 3 muestra los valores de actividad especifica
registrados, donde puede observarse un incremento de la actividad HK en los dos tiempos medidos
(48h y 72h post-induccidn). En vista de que el sistema de medicién no permitié hacer distincion entre
el conjunto de las actividades hexoquinasa nativa (HK nativa), glucoquinasa (GIcK) y hexoquinasa
recombinante (HK-(His)e), fue necesario restar al valor de actividad obtenido para los parésitos
inducidos el valor de actividad “basal” de los parasitos no inducidos, obteniendo entonces el total de la
actividad HK sobre-expresada (Fig. 3B). Se observa que a las 144h se obtuvo cerca de 4 veces mas
actividad que a las 120h de crecimiento (2.4956 U/log#Células.ml™ vs 0.6198 U/log#Células.ml™).
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Figura 1. Curva de crecimiento de los epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP de la prueba piloto,
inducidos con 5Sug/ml de tetraciclina (circulos negros) y no inducidos (circulos blancos), crecidos en medio LIT con
500ug/ml de G418 e Hyg. (A) D.O. oonm) Vs Tiempo y (B) #Células/ml x10° vs Tiempo. La flecha amarilla sefiala el tiempo
cero (0h) de induccion.
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Figura 2. Inmunodeteccion por Western Blot de la HK nativa y recombinante empleando los anticuerpos a-TcHK y a-His-
Tag en los homogenatos obtenidos a partir de epimastigotes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP de la prueba piloto,
inducidos con 5u/ml de tetraciclina y crecidos en medio LIT durante 144h. Fueron cargados 40ug totales de proteina de
todos los tiempos post-induccién.
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Figura 3. (A) Actividad especifica Glucosas quinasas y (B) actividad especifica HK-(His)s registrada para dos tiempos post-
induccidn (48h y 72h) del cultivo de epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTCINDEXHK cepa EP de la prueba piloto,
no inducidos (barras grises) e inducidos con 5ug/ml de tetraciclina (barras negras).

Buscando corroborar si efectivamente la induccion de la HK afectaba de alguna manera el
crecimiento de los parésitos, al menos después de las 144h de crecimiento o 72h de induccion, se
realizaron curvas de crecimiento para las cuales se extendio el tiempo de cultivo hasta 192h, y los
registros tanto de la absorbancia como del nimero de parasitos fueron tomados por triplicado. Los
resultados obtenidos quedan sefialados en la figuras 4A y B, donde puede observarse que los
epimastigotes recombinantes crecidos en medio LIT alcanzan la fase estacionaria después de 192h de
crecimiento y que no existen diferencias evidentes en relacion a la absorbancia (Fig. 4A) o el nimero
de células (Fig. 4B) al comparar el crecimiento de los parasitos no inducidos o inducidos durante 144h.
Para evidenciar esto de forma cuantitativa se calcularon las tasas de crecimiento para ambas
condiciones respecto al numero de parasitos por mililitro de cultivo, obteniendo valores muy similares
entre los parasitos inducidos (1.93x10°células/ml.h) y no inducidos (1.95x10%¢élulas/ml.h).
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Figura 4. Curva de crecimiento de los epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP, inducidos con
Sug/ml de tetraciclina (circulos negros) y no inducidos (circulos blancos), crecidos en medio LIT con 500ug/ml de G418 e
Hyg durante 192h. La flecha amarilla sefiala el tiempo cero (0Oh) de induccion. El error estandar se representa sobre cada
punto en la gréfica y fue obtenido a partir de tres experimentos independientes. (A) D.O. oonm) VS Tiempo y (B)
#Células/ml x10° vs Tiempo.

Puesto que se corrobor6 que la sobre-expresion de la hexoquinasa no afecta el crecimiento de
los parasitos, se procedio a determinar cuantitativamente la expresion de la enzima recombinante y se
midié nuevamente la actividad enziméatica HK, esta vez a lo largo de toda la curva de crecimiento.
Ademas se midié también la actividad glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y se realiz6 una
deteccion seroldgica semicuantitativa por Western Blot, empleando anticuerpos monoclonales contra la
etiqueta de histidina en el extremo C-terminal de la proteina recombinante y policlonales contra la
hexoquinasa, glucoquinasa y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de T. cruzi, buscando evidenciar si la
sobre-expresion de la HK de alguna forma afectaba la expresion de enzimas metabdlicamente
relacionadas, cuyo sustrato es el producto de la reaccion catalizada por la HK (G6PDH) o es
compartido por la misma (GlcK).

La cinética de induccion seguida por actividad enzimatica, registrada para todos los puntos de
las curvas de crecimiento tanto de los parasitos no inducidos como de los inducidos durante 144h, se
muestra en la figura 5 como el promedio de dos ensayos independientes. Nuevamente se sefialan por
separado las actividades glucosas quinasas (Fig. 5A) y la actividad HK recombinante (Fig. 5B). Se
observa cerca de 8 veces mas actividad alrededor de las 144h de crecimiento, correspondientes con 96h
de induccién de la HK-(His)s.
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Figura 5. (A) Actividad especifica Glucosas quinasas y (B) actividad especifica HK-(His)s registrada para el cultivo de
epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP no inducidos (barras grises) e inducidos con 5ug/ml de
tetraciclina (barras negras) crecidos en medio LIT con 500ug/ml de G418 e Hyg durante 192h. El error estandar se
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representa sobre cada punto en la grafica y fue obtenido a partir de dos experimentos independientes. La flecha amarilla
indica el momento de la induccién (0h).

Los valores de actividad G6PDH registrados para los homogenatos obtenidos a partir de los
puntos de una de las curvas de crecimiento estan recogidos en la figura 6. La actividad para el punto
correspondiente a las 24h no pudo ser determinada por el limitado volumen de dicha muestra. Puede
observarse un aumento aparente de la actividad posterior a las 72h de crecimiento, en especial para los
parasitos no inducidos. No obstante, cuando los parasitos inducidos alcanzan la fase estacionaria la
expresion de esta enzima parece disminuir, observdndose menos de la mitad del valor de los parasitos
no inducidos para las 168h de crecimiento.
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Fig. 6. Actividad especifica Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) registrada para el cultivo de epimastigotes
recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP no inducidos (barras grises) e inducidos con 5ug/ml de tetraciclina

(barras negras) crecidos en medio LIT con 500pg/ml de G418 e Hyg durante 192h. La flecha amarilla indica el momento de
la induccion (Oh)

En adicidn a la cuantificacion de la expresion por medicion de la actividad especifica, la presencia
de la enzima recombinante fue constatada por inmunodeteccion en los lisados empleados para la
medicion de la actividad HK. Los anticuerpos empleados permitieron detectar la HK (nativa y
recombinante), GlcK y G6PDH. EI peso molecular de las enzimas detectadas pudo estimarse gracias al
empleo de marcadores de peso molecular pretefiidos que fueron transferidos a las membranas de
nitrocelulosa previo a la incubacion con los anticuerpos respectivos. En la figura 7 puede observarse un
aumento en la sefial de la banda sefialada como HK a medida que transcurren los tiempos post-
induccién. Una vez detectada la HK, dichas membranas fueron bloqueadas e incubadas para la
inmunodeteccién de la GlcK y posteriormente fueron sometidas a un “stripping” para inmunodetectar
la G6PDH. Las figuras 8 y 9 muestran los resultados obtenidos donde se observa que la expresion de la
GlcK y de la G6PDH permanecié constante, independientemente de la sobre-expresion de la HK
recombinante en los parasitos inducidos.
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Figura 7. Inmunodeteccion por Western Blot de la HK nativa y recombinante empleando los anticuerpos a-TcHK en los
homogenatos obtenidos a partir de epimastigotes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP inducidos con 5u/ml de tetraciclina (+)
y no inducidos (-) crecidos en medio LIT con 500pg/ml de G418 e¢ Hyg durante 192h. El momento de induccién
corresponde a las 48h para los parasitos inducidos. Se cargaron 40ug totales de proteinas por carril.
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TcHK y a-TcGlcK en los homogenatos obtenidos a partir de epimastigotes de T. cruzi pTCINDEXHK cepa EP inducidos
con 5u/ml de tetraciclina (+) y no inducidos (-) crecidos en medio LIT con 500pg/ml de G418 ¢ Hyg durante 192h. El
momento de induccién corresponde a las 48h para los parasitos inducidos. Se cargaron 40pg totales de proteinas por carril.
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Figura 9. Inmunodeteccion por Western Blot de la G6PDH y de la HK-(His)s, empleando los anticuerpos a-TcG6PDH vy a-
His-tag en los homogenatos obtenidos a partir de epimastigotes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP inducidos con 5u/ml de
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tetraciclina (+) y no inducidos (-) crecidos en medio LIT con 500ug/ml de G418 ¢ Hyg durante 192h. EI momento de
induccion corresponde a las 48h para los parasitos inducidos. Se cargaron 40ug totales de proteinas por carril.

Con el objeto de obtener datos semicuantitativos de los niveles de expresion de la HK-(His)e en
los parasitos inducidos respecto de los no inducidos, se analizaron las bandas observadas en la figura 8
respecto al numero de pixeles por area mediante los programas ImageJ (NIH) e ImageLab (Bio-Rad),
ya que la expresién de la GlcK permanecié constante durante el tiempo de crecimiento y sin importar la
condicion de sobre-expresion. Los datos densitométricos de HK fueron normalizados utilizando GlcK 'y
los resultados obtenidos fueron agrupados en la figura 10. Se observan diferencias entre los analisis de
densitometria arrojados por ambos programas con referencia al nimero de pixeles? para los tiempos
correspondientes a las 120h (Fig. 10A) y 144h (Fig. 10B) de crecimiento. Del mismo modo, los valores
obtenidos en dichos andlisis fueron comparados con respecto a las dos condiciones estudiadas y la
relacion entre éstas de acuerdo con los dos programas empleados, se graficO como se observa en la
figura 11. De acuerdo con estos resultados, la enzima recombinante es sobre-expresada tres veces mas
que la enzima nativa en los parasitos no inducidos, segun lo observado en la curva del andlisis realizado
empleando el programa ImagelLab. A pesar de los valores obtenidos para la relacion de expresion
empleando estos programas (cerca de 8 veces la expresion de la HK recombinante a las 144h, medida
por actividad enzimética, comparada con las 3 veces obtenidas por el programa ImageLab), existe una
correlacion casi perfecta entre los analisis cuantitativo y semicuantitativo de la expresion de la HK-
(His)e.
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Figura 10. Analisis semicuantitativo de la expresion de HK-(His) s en epimastigotes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP inducidos con
5ug/ml de tetraciclina y no inducidos crecidos en medio LIT con 500ug/ml de G418 e Hyg durante 192h, en base a las bandas obtenidas
por inmunodeteccién y respecto al nimero de pixeles? utilizando los programas ImageJ (A) e ImageLab (B). Los valores fueron
normalizados en relacion con la expresion de GlcK. La flecha indica el momento de induccion.
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Figura 11. Relacion de la expresién de HK-(His)s en epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP
inducidos con 5ug/ml de tetraciclina respecto a los no inducidos, luego del andlisis densitométrico con los programas
ImageJ (circulos blancos) e ImageLab (circulos negros). Los valores fueron normalizados con los de la expresion de GlcK.
La flecha amarilla indica el momento de la induccién.

6.1.1 Efecto de la sobreexpresion de la HK-(His)s en el consumo de glucosa y aminoacidos

Posteriormente se evalué en ambas condiciones de cultivo de la linea celular recombinante el
consumo de glucosa y aminoécidos. Las muestras empleadas correspondieron a los sobrenadantes de
medios de cultivo separados en cada punto de la curvas de crecimiento para los parasitos inducidos y
no inducidos, y los datos fueron normalizados respecto al nimero de parasitos totales para cada punto.
Los resultados muestran una disminucion de fa concentracion de glucosa en el tiempo inversamente
proporcional al numero de células en cultivo, que ademéas fue relativamente mas rapida para los
parasitos no inducidos (0.011+0.003mM de Glucosa/h) respecto a los inducidos (0.014+0.002mM de
Glucosa/h) (Fig. 12A y B); sin embargo, la glucosa es consumida por completo al mismo tiempo en
ambas condiciones. Las tasas de produccion de amonio son relativamente equivalentes entre ambas
condiciones de crecimiento, siendo la tasa calculada para los parasitos inducidos 0.017+0.0035mM
NHa/h y 0.015+0.005mM NHa/h para los no inducidos, y directamente proporcionales al nimero de
células por mililitro de cultivo.
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Figura 12. Consumo de Glucosa (circulos blancos), produccién de Amonio (circulos negros) y #Células/ml (tridngulos
negros) de un cultivo de epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP crecidos en medio LIT con
500ug/ml de G418 e Hyg durante 192h. (A) Parasitos inducidos con 5ug/ml de tetraciclina y (B) Parasitos no inducidos. El
error estandar se representa sobre cada punto en la gréafica y fue obtenido a partir de dos experimentos independientes. La
flecha amarilla indica el momento de la induccién (Oh).

6.1.2 Localizacion sub-celular de la hexoquinasa recombinante (HK-(His)s) por Inmunofluorescencia

Para finalizar con la caracterizacion fenotipica de la linea celular recombinante de T. cruzi
pTcINDEXHK, y partiendo del hecho de que la enzima fue sobre-expresada al menos 8 veces mas en
los parésitos inducidos que en los no inducidos, la siguiente interrogante tuvo que ver con la correcta
importacion de la misma hacia el interior de la matriz glicosomal. Para ello se llevé a cabo un
protocolo de inmunomicroscopia, mediante el cual fue posible aprovechar la etiqueta de expresion de
seis histidinas ubicada en el extremo C-terminal de la HK recombinante. La figura 14 recoge los
resultados obtenidos luego de incubar parasitos recombinantes fijados con formaldehido y
permeabilizados con Tritdén X-100, inducidos durante 120h (168h de crecimiento), con los anticuerpos
TcHK y a-His-tag, para marcar las proteinas nativa y recombinante respectivamente. Dicha incubacion
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se realizd tambien a epimastigotes recombinantes no inducidos y epimastigotes de genotipo silvestre
(WT) crecidos durante el mismo periodo de tiempo y bajo las mismas condiciones. El revelado se logro
incubando con el anticuerpo secundario acoplado a Cy3 que marco la enzima HK nativa en color rojo,
y el secundario acoplado a FITC que marcé la enzima recombinante en color verde. Una vez realizada
la fusion entre las imagenes puede notarse que el patron punteado de la enzima recombinante coincide
con el de la enzima marcadora, la HK nativa, por lo que se puede decir que la enzima co-localiza en el
glicosoma de los parasitos recombinantes. Se observa también la carencia de sefial HK-(His)s en los
parasitos no inducidos y los de genotipo silvestre, ambos incubados también con el anticuerpo a-His-
tag.

a-HK a-His-tag DAPI Merge

Inducidos

No Inducidos

WT

Figura 13. Localizacion sub-celular de la HK-(His)s en epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP
fijados con formaldehido y permeabilizados con Triton X-100, no inducidos e inducidos con 5pug/ml de tetraciclina después
de 120h de induccion o 168h de crecimiento en medio LIT con 500ug/ml de G418 ¢ Hyg. Los epimastigotes de T. cruzi
cepa EP (WT) se emplearon como control y fueron crecidos en las mismas condiciones.

6.2 Caracterizacion cinética de la enzima recombinante HK-(His)s

Con la intencion de conseguir altas cantidades de la enzima recombinante activa y pura se realizd la
centrifugacion diferencial de un homogenato obtenido a partir de un cultivo de parasitos inducidos
durante 96h (144h de crecimiento). Buscando estandarizar las condiciones tanto de la centrifugacion
como de la purificacion, se realizé un experimento preliminar empleando 300ml de cultivo y en base a
éste se tomd la decision de obtener una fraccion rica en glicosomas (FRG) a partir de un volumen
mayor, correspondiente a 1L de parasitos recombinantes. La fraccion rica en glicosomas obtenida a
partir de ambas centrifugaciones diferenciales fue solubilizada e incubada con una resina His-Link,
cuyos iones niquel (Ni) fueron capaces de interactuar con las histidinas en la etiqueta de expresion
ubicada en el extremo C-terminal de la enzima recombinante en cuestion. En cada paso de elucién de la
columna, la aparicion de la HK-(His)e fue seguida por medicion de su actividad especifica.



La FRG obtenida a partir de los parasitos recombinantes crecidos para el estudio preliminar (300ml
de cultivo) fue procesada con la finalidad de determinar la concentraciéon de imidazol a la cual podia
obtenerse la mayor cantidad de enzima pura, empleado para ello un gradiente de elucion que vario
desde 75mM hasta 600mM del compuesto. La tabla 1 retne los resultados de esta purificacion y agrupa
los datos relacionados con este gradiente de elucion; no obstante no incluye los valores referenciales de
actividad para el homogenato de paréasitos, ni la respectiva concentracion de proteinas, ya que éstos no
pudieron ser determinados durante el desarrollo experimental.

Tabla 1. Ensayo preliminar de purificacién de la HK-(His)s por cromatografia de afinidad a metales a partir de la fraccién
rica en glicosomas (FRG) de epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP crecidos durante 144h en
medio LIT con 500pg/ml de G418 e Hyg e inducidos durante 96h con Sug/ml de tetraciclina.

Actividad|Proteinas Actividad
Fraccion Volumen Total totales % .| especifica Fa.ct.or O.I?
(ml) (U)* (mg) Recuperacion (U/mg) Purificacién
Fraccion Rica en Glicosomas (FRG) 6 150 ** 100 ** -
Fraccion No Enlazada (FNE) 6 9,8 15,6 6,5 0,63 -
Lavado 1 (10mM imidazol) 12 16,9 0,3 11,3 52,2 82,9
Lavado 2 (50mM imidazol) 10 62 1,0 41,3 62,6 99,7
Eluido 1 (75mM imidazol) 5 2,3 0,2 1,5 11,7 18,6
Eluido 2 (100mM imidazol) 5 0,8 0,3 0,6 2,9 4,6
Eluido 3 (200mM imidazol) 5 0,4 0,02 0,2 16,4 26
Eluido 4 (400mM imidazol) 5 0,3 0,04 0,2 7,8 12,5
Eluido 5 (600mM imidazol) 5 0 0 0 0 0

* Una unidad se define como 1umol de NADP* reducido por minuto a 25°C.
** No Determinado

Es de notar, observando los valores representados en la tabla 1, que el mayor nimero de unidades
totales de enzima fue obtenido en los volumenes del lavado con 50mM de imidazol a pH 7.8, que
corresponde a poco mas de 40% de recuperacion de la enzima recombinante. Dichos resultados
concuerdan con lo que puede apreciarse en la figura 15, que representa el gel de acrilamida tefiido con
azul de Coomassie en el cual fueron cargados cada uno de los volumenes recogidos durante la elucion
de la HK-(His)s en el experimento preliminar. En esta figura el carril representado como el lavado con
50mM contiene una banda relativamente pura, mientras que solo pueden apreciarse bandas difusas y
muy tenues entre los 75mM y 100mM de imidazol.
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Figura 14. Purificacién de la HK-(His)s por cromatografia de afinidad a metales a partir de la fraccidn rica en glicosomas
(FRG) de epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP crecidos durante 144h en medio LIT con
500pg/ml de G418 ¢ Hyg e inducidos durante 96h con Spg/ml de tetraciclina (ensayo preliminar). Fraccién no enlazada
(FNE) y concentraciones crecientes de Imidazol. Fueron cargados 15ul de cada fraccion colectada. Los nimeros 1y 2
corresponden a los volimenes colectados escogidos para cargar en el gel. Gel al 12% de acrilamida, tefiido con azul de
Coomassie.

Habiendo estandarizado grosso modo la purificacion de la HK-(His)s, se convino en emplear un
mayor volumen de parésitos con el fin de obtener la suficiente cantidad de proteina que permitiese
realizar los estudios cinéticos pertinentes. Dicho cultivo fue tratado de la misma forma que como en la
experiencia previa, y la mitad de la FGR obtenida fue homogenizada para la purificacion. La latencia
para la hexoquinasa conseguida en este trabajo fue de 73%.

En relacion con el procedimiento de purificacion se modificaron los pasos de elucién de la enzima
de forma que pudiese obtenerse concentrada en un menor volumen y con mayor grado de pureza. Para
ello se realizaron dos lavados previos con 20 volumenes de 10mM y 25mM de imidazol y se busco
eluir la enzima con 5 volimenes de una solucion 50mM de imidazol. Al igual que durante la
experiencia anterior, la aparicion de la HK-(His)s fue seguida por registro de la actividad enzimatica y
cada fraccion obtenida durante el proceso fue mezclada con tampon de carga y separada por
electroforesis en geles de acrilamida en condiciones desnaturalizantes. La tabla 2 y la figura 16
muestran los resultados obtenidos durante esta segunda purificacion.

Tabla 2. Purificacion de la HK-(His)s por cromatografia de afinidad a metales a partir de la fraccion rica en glicosomas
(FRG) de epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP crecidos durante 144h en medio LIT con
500pg/ml de G418 e Hyg e inducidos durante 96h con 5ug/ml de tetraciclina.

v Actividad | Proteinas Actividad
L olumen % P Factor de
Fraccion (ml) Total totales Recuperacion especifica Purificacion
()* (mg) (U/mg)
Homogenato 20 154,3 510,0 100,0 0,3 *
Fraccion Rica en Glicosomas
(FRG) 8 164,0 167,2 100,0 1,0 3,3

Fraccion No Enlazada (FNE) 8 27,0 133,6 17,5 0,2 0,7
Lavado 1 (10mM Imidazol) 20 23,3 4,6 15,1 51 16,9
Lavado 2 (25mM Imidazol) 20 41,7 19,2 27,0 2,2 7,2
Eluido 1 (50mM Imidazol) 5 11,6 3,7 7,5 3,2 10,4

* Una unidad se define como 1umol de NADP* reducido por minuto a 25°C.
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Puede apreciarse que segun los valores de actividad registrados en la tabla 2, poco méas de 100
unidades de enzima fueron recuperadas a partir de la columna de purificacion His-Link, obteniéndose
la mayor cantidad de proteina eluida durante el segundo lavado con 25mM de imidazol (41.7 Ur7),
correspondiente a un 27% de recuperacién, con un rendimiento de purificacion de 19.2mg de HK a
partir de 510mg de proteinas totales del homogenato. Sin embargo se obtuvo importante nimero de
unidades de enzima tanto en la fraccién no enlazada como en ambos lavados. Por otra parte, los
mayores valores de actividad especifica fueron obtenidos para la fraccion medida del primer lavado
(10mM Imidazol), sefialando que en el mismo se obtuvo la enzima unas 17 veces mas pura, valor
seguido por el eluido con 50mM, con un factor de purificacion de 10.
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Figura 16. Purificacién de la HK-(His)s por cromatografia de afinidad a metales a partir de la fraccién rica en glicosomas
(FRG) de epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTcINDEXHK cepa EP crecidos durante 144h en medio LIT con
500pg/ml de G418 e Hyg e inducidos durante 96h con 5ug/ml de tetraciclina. Homogenato (H); fraccion rica en glicosomas
(FRG); fraccién no enlazada (FNE); lavado con 10mM Imidazol (Lavado 1); lavado con 25mM Imidazol (Lavado 2) y
elucion con 50mM de Imidazol (Eluido 1). Fueron cargados 15ul de cada fraccion colectada. Gel al 12% de acrilamida,
tefiido con azul de Coomassie.

En el gel de poliacrilamida presentado en la figura 16 fueron cargados volumenes de todas las
fracciones colectadas durante los pasos de purificacion, concretamente el homogenato, la fraccion rica
en glicosomas, la fraccion no enlazada, los lavados con 10mM y 25mM vy la fraccion eluida con 50mM
de imidazol luego de haberla concentrado por centrifugacién en un cono de concentracion. Puede
observarse, alrededor de los 50kDa, la aparicion de una banda pura en el carril del eluido con 50mM de
imidazol, banda que también puede apreciarse en los carriles del homogenato y la FRG.

6.2.1 Determinacion de las constantes Km y Vmax para los anémeros D-a-glucosa y D-a/B-glucosa

Una vez se comprobd la purificacion de una enzima recombinante activa, se inicid la tarea de
caracterizarla en términos cinéticos con el fin de comparar sus constantes con datos ya reportados de la
enzima natural; para ello se realizaron mediciones con diferentes concentraciones de glucosa, buscando
determinar las constantes Km Y Vmax de la enzima recombinante en relacion con este sustrato.

Inicialmente fue necesario estandarizar una concentracion o numero de unidades de enzima
purificada por cubeta para luego comenzar a realizar mediciones espectrofotométricas variando la
concentracion de glucosa desde 0.4 hasta 0.01mM. Como se describidé anteriormente, el sistema
empleado para la medicion de esta reaccion consistié en el acoplamiento con la G6PDH, midiendo la
reducciéon del NADP* a 340nm a lo largo de 600s de reaccién. Los datos obtenidos fueron graficados
en una curva de concentracion de glucosa versus velocidad registrada como micro moles (umoles) de
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sustrato consumido por minuto en relacion con la concentracion proteinas (U/mg). La siguiente figura
(Fig. 17) presenta el grafico de la curva en conjunto con los dos métodos de regraficacion empleados
para la determinacion de las constantes cinéticas para el anémero a de la D-Glucosa (Fig. 17B y C).
Puede observarse en la figura 17A que la enzima posee un comportamiento Michaeliano, describiendo
una hipérbola rectangular al graficar la velocidad contra la concentracion del sustrato. En las figuras
17B y C se ensefian los métodos de regraficaciéon utilizados para hallar el valor de los parametros
cinéticos, obteniendo una Ky de 33uM con el diagrama de Hanes-Wolff y de 42.5uM con el diagrama
de Lineweaver-Burk, hallando a su vez un valor de velocidad Vmax de 0.807U/mg y 0.871U/mg segln

cada diagrama, respectivamente.
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Figura 17. (A) Gréfico de Michaelis-Menten: velocidad (umol/min.mg) de la HK-(His)s purificada, en relacidon con la
concentracién de D-a-Glucosa (mM). (B) Diagrama de Hanes-Wolff (regraficacion) para la obtencidn de las constantes
cinéticas Km Y Vmax en relacion a la cinética para el andmero o de la D-Glucosa. (C) Diagrama de Lineweaver-Burk
(regraficacion) para la obtencion de las constantes cinéticas Km Y Vimax en relacion a la cinética para el anémero a de la D-

Glucosa.
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Seguidamente, utilizando las mismas condiciones de medicion, quiso estudiarse la “preferencia” de
la enzima por la glucosa en relacion a sus anémeros (D-o y D-B), para lo cual se sometio una solucion
de D-a-Glucosa a calentamiento durante 10min a 60°C y luego se mantuvo en hielo con la finalidad de
desplazar el equilibrio anomérico hacia la formacion de D-B-Glucosa, obteniendo asi una mezcla de o
(33%) y P (66%) glucosa, preponderando el anémero B. La figura 18 agrupa los resultados obtenidos
para esta cinética al emplear 9 concentraciones desde 0.01 hasta 0.4mM de dicha mezcla. En la figura
18A puede apreciarse un comportamiento Michaeliano para la enzima al graficar la velocidad de la
misma vs. concentracion de los anémeros, y de las figuras 18B y C se desprenden los resultados
conseguidos para las constantes, habiendo obtenido un valor de Ku para la mezcla de anémeros de
49uM y 74.33uM, con una Vmax de 0.32U/mg y 0.39U/mg segun los diagramas de Hanes-Wolff y
Lineweaver-Burk, respectivamente.
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Figura 18. (A) Gréfico de Michaelis-Menten: velocidad (umol/min.mg) de la HK-(His)s purificada, en relacion con la
concentracion de D-o/B-Glucosa (mM). (B) Diagrama de Hanes-Wolff (regraficacion) para la obtencion de las constantes
cinéticas Ky y Vmax en relacion a la cinética para la mezcla anomérica de o/f de la D-Glucosa. (C) Diagrama de Lineweaver-
Burk (regraficacion) para la obtencion de las constantes cinéticas Km y Vmax en relacion a la cinética para la mezcla
anomérica de o/f de la D-Glucosa.

Segun estos resultados, de acuerdo con el diagrama de Hanes-Wolff realizado en base a los datos
obtenidos a partir de las cinéticas para los andmeros de la glucosa, el valor de la constante Michaeliana
Kwm para la mezcla de anomeros de glucosa fue alrededor de 1.5 veces superior al obtenido para la D-a-
Glucosa, mientras que la velocidad méxima para el andmero a fue 2.5 veces superior a la del andmero
B (valores muy similares a los conseguidos al comparar las constantes obtenidas por el método de
Lineweaver-Burk).

6.2.2 Determinacion de la capacidad de uso de amino-azlcares como sustrato

El siguiente estudio realizado permitié determinar la capacidad de la HK recombinante purificada
para fosforilar otro tipo de azlcares, concretamente la hexosaminas N-Acetilglucosamina y D-
Glucosamina. Inicialmente se midi6 actividad HK con altas concentraciones de ambos azucares,
teniendo como resultado que esta enzima es capaz de fosforilar D-Glucosamina pero incapaz de
fosforilar N-Acetilglucosamina, habiendo probado 1mM, 2mM y 4mM de este Gltimo compuesto.

Asi pues, se estudio el comportamiento cinético de la enzima en relacion con la D-Glucosamina;
para ello se probaron 8 concentraciones del amino-azucar, variando desde 1.8mM hasta 0.1mM. En la
figura 19 se aprecian los resultados obtenidos para esta cinética, donde puede observarse un
comportamiento Michaeliano (Fig. 19A), evidente como una hipérbola rectangular. Asi mismo segun
los métodos de regraficacion utilizados, Hanes-Wolff (Fig. 19B) y Lineweaver-Burk (Fig. 19C), el
valor de las constantes relacionado con este sustrato correspondié a una Ky de 863uM y 500uM, con
una Vmax de 1.27U/mg y 0.938U/mg, respectivamente. Comparando el valor de la constante de afinidad
encontrado para el andmero D-a-glucosa con el de la D-Glucosamina, segun las constantes obtenidas
con el método de Hanes-Wolff, la hexoquinasa recombinante de T. cruzi posee una Ky 26.15 veces mas
alta para la D-Glucosamina que para la D-a-Glucosa. La velocidad maxima de esta enzima para la D-
Glucosamina fue 1.6 veces mayor, haciendo la comparacion entre este pardmetro para ambos sustratos.
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Figura 19. (A) Gréfico de Michaelis-Menten: velocidad (umol/min.mg) de la HK-(His)s purificada, en relacién con la
concentracién de D-Glucosamina (mM). (B) Diagrama de Hanes-Wolff (regraficacién) para la obtencion de las constantes
cinéticas Km Y Vimax en relacion a la cinética para la D-Glucosamina. (C) Diagrama de Lineweaver-Burk (regraficacion) para
la obtencién de las constantes cinéticas Km Y Vmax en relacién a la cinética para la D-Glucosamina.
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7 Discusion

Trypanosoma cruzi posee un ciclo de vida digenético con cuatro estadios morfol6gicos: los
tripomastigotes sanguineos y amastigotes intracelulares en el mamifero, y las formas tripomastigotas
metaciclicas y los epimastigotes en el insecto (Brener, 1973; Tyler & Engman, 2001; De Souza, 2002).
Por lo tanto durante su ciclo de vida el parasito consigue ambientes drasticamente distintos, a los cuales
se adapta a través de la diferenciacion celular y cambios en su metabolismo. Cuando se multiplica en el
insecto vector, donde los metabolitos preponderantes en su hemolinfa son aminoacidos como la L-
prolina, los epimastigotes utilizan mayoritariamente aminoacidos, aunque en cultivos axénicos éstos
consumen preferencialmente glucosa y sélo cuando ésta se agota en el medio de cultivo, los parasitos
cambian su metabolismo al consumo de aminodcidos, como paso previo a su diferenciacion a
tripomastigotes metaciclicos. De manera similar los otros estadios del ciclo de vida, no solo de T. cruzi,
sino de otros tripanosomatidos relacionados, utilizan la glucosa como fuente principal de carbono y
energia (Bringaud et al., 2006).

De modo que la glicdlisis, ruta catabdlica encargada de la oxidacion de la glucosa, juega un
papel muy importante en el metabolismo energético de T. cruzi, ya que no solo representa una via
productora de ATP sino también de precursores que sirven otras rutas biosintéticas, como la via de las
pentosas fosfato, que ademas contribuye a la formacion de NADPH (Maugeri & Cazzulo, 2004). El
primer paso de la ruta glicolitica es catalizado por la hexoquinasa (TcHK), esta enzima fosforila la
glucosa a expensas de ATP como molécula donadora del grupo fosforilo. Estudios previos se han
centrado en la caracterizacion bioquimica y molecular de la TcHK; entre los primeros reportes de sus
constantes cinéticas estan los publicados por Racagni y Machado en 1983, quienes a partir de la
fraccion granular fina obtenida por centrifugacion diferencial de epimastigotes de T.cruzi, realizaron las
mediciones cinéticas de la enzima en relacién con una amplia gama de sustratos. Un afio después, en
1984, Urbina y Crespo se dieron a la tarea de estudiar el comportamiento cinético de la TcHK
parcialmente purificada a partir de una fraccion enriquecida de glicosomas, determinando algunos
parametros cinéticos y reportando que su actividad no es regulada por su producto, la glucosa 6-fosfato,
ni por la D-fructosa 6-fosfato, D-fructosa 1,6-difosfato, D-glucosa 1,6-difosfato, fosfoenol piruvato, L-
malato o citrato. Mas adelante, Adroher y colaboradores en 1990, también estudiaron las propiedades
cinéticas de la TcHK pero a partir de extractos celulares de epimastigotes y tripomastigotes
metaciclicos, describiendo también parte del comportamiento metabolico del parésito durante el
crecimiento en medio de cultivo. Posteriormente, Céceres y colaboradores en 2003 reportaron el
clonaje, la secuenciacion y expresion del gen TcHK en un sistema heterélogo en E. coli, a partir del
cual la enzima recombinante fue purificada, aunque con bajo rendimiento. Adicionalmente purificaron
a homogeneidad la enzima natural a partir de epimastigotes de T. cruzi y compararon sus propiedades
cinéticas con las determinadas para la enzima recombinante. Sin embargo, este sistema de expresion
resultd ser muy ineficiente para la obtencién de cantidades de enzima activa que permitieran hacer
estudios mas exhaustivos, como ensayos de inhibicion con librerias de drogas, identificacion de otras
moléculas que pudieran regular su actividad y su interaccion con otras quinasas presentes en el
glicosoma como la glucoquinasa (GlcK) (Céceres et al., 2003).

Este trabajo se enfoco especificamente en la sobre-expresion de la enzima en epimastigotes de
la cepa EP de T. cruzi. Para ello se empleé la linea celular pTCINDEXHK, desarrollada por Valera en
el afo 2014, que porta un cassette de expresion (pTcINDEX) que incluye la secuencia del gen TcHK
(fusionado a una etiqueta de histidinas en el extremo 3”) en un sitio de expresion inducible bajo el
control de promotor de T7, regulado por el operador de tetraciclina. Esta linea celular también expresa
constitutivamente la ARN polimerasa del bacteriofago T7 y el represor de la tetraciclina a partir del
episoma pLEW (Taylor & Kelly, 2006; Taylor et al., 2011; Ramirez, 2016; Valera, 2014).
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La mencionada aproximacion experimental nos permitié sobre-expresar la HK-(His)s a partir
del cultivo de los epimastigotes recombinantes en una relacion de hasta 8 veces respecto a la enzima
natural, y ademas purificarla facilmente de una fraccion enriquecida de glicosomas a través de una
columna de afinidad a metales por elucidn con imidazol. A continuacion se presenta la discusion de los
resultados obtenidos en base a la caracterizacion fenotipica de los parasitos y a la caracterizacion
bioguimica de la enzima recombinante obtenida a partir de éstos.

7.1 Analisis fenotipico de los epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTCINDEXHK cepa EP

Los primeros experimentos contemplados en este proyecto correspondieron a ensayos
preliminares cuyo objetivo era el reconocimiento de algunas de las caracteristicas de los paréasitos en
cultivo. EIl hallazgo inicial fue que la sobre-expresion de la enzima no parecia ser deletérea para las
células y que éstas, después de 144h de crecimiento, aun no alcanzaban la fase estacionaria y lograban
expresar hasta 4 veces mas actividad HK, que de acuerdo con la inmunodeteccion por Western Blot,
correspondia con actividad recombinante (HK-(His)s) (ver Fig. 2 y 3).

Posteriormente, tres ensayos independientes demostraron fehacientemente que las tasas de
crecimiento, ademas de las de consumo de glucosa y aminoécidos, no se ven alteradas durante el
crecimiento de los parasitos, aun al sobre-expresar cerca de 8 veces mas la enzima recombinante. Es
interesante percatarse de que el comportamiento metabdlico de los epimastigotes recombinantes
inducidos y no inducidos, bajo las condiciones de cultivo aqui descritas, resulté equivalente al de los
epimastigotes de genotipo silvestre descrito por Adroher y colaboradores en 1990: en el seguimiento
del cultivo liquido a medida que los parasitos crecen y alcanzan la fase exponencial y estacionaria, los
niveles de glucosa disminuyen, contrario a lo que ocurre con la produccion de amonio, que aumenta a
medida que se agota la glucosa y cuyo maximo coincide con el pico de la fase estacionaria de los
epimastigotes y con la mayor cantidad de celulas metaciclicas diferenciadas. La produccién de amonio
es una medida indirecta del catabolismo de aminoacidos y este comportamiento ha sido revisado con
anterioridad en cultivos de T. cruzi (Cannata & Cazzulo, 1984; Cazzulo, 1992, 1994). Se piensa que
éste se activa cuando se agota la glucosa en el medio, momento que por lo general coincide con el
comienzo de la fase estacionaria en el crecimiento de los parasitos y que tiene que ver con la
metaciclogenesis (Barison et al., 2017). Diferentes autores han estudiado las enzimas responsables de
la transferencia de los grupos amino desde los aminoacidos hacia metabolitos intermediarios en T.
cruzi, como son la alanina amino transferasa (Duschak & Cazzulo, 1991), la aspartato amino
transferasa y la glutamato deshidrogenasa dependiente de -NAD" y de -NADP* (Cazzulo et al., 1977;
Duschak & Cazzulo, 1991), que aportan la evidencia necesaria para justificar la liberacion de amonio al
medio de cultivo (Adroher et al., 1990).

El comportamiento observado para las tasas de crecimiento y consumo de glucosa en los
parésitos recombinantes pTCINDEXHK inducidos y sin inducir, coincide con lo reportado por Alberty
colaboradores en 2005, quienes estudiaron el flujo glicolitico de T. brucei y transfectaron
tripomastigotes sanguineos con un vector que contenia una copia adicional del gen ThHK bajo el
control de un promotor inducible por tetraciclina. Al sobre-expresar la enzima obtuvieron 20% mas de
actividad HK en relacion con los parasitos no inducidos, pero no observaron diferencias cuantificables
respecto a la actividad de otras enzimas (Fosfofructoquinasa (PFK) o Enolasa (ENQO)), a la produccién
de piruvato, al consumo de oxigeno o a la tasa de crecimiento. Empleando ARN de interferencia, los
autores consiguieron disminuir los niveles de expresion de la TbHK, determinando que sélo después de
disminuir més de 50% de la actividad HK ocurria un efecto notable sobre la reduccion en el
crecimiento de los parasitos. Con estos resultados concluyeron que la HK en T. brucei se encuentra en
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exceso en los glicosomas pero no ejerce control en el flujo glicolitico o sobre el crecimiento en
condiciones normales.

Ahora bien, respecto a las tasas de consumo de glucosa, que aparentemente no se vieron
alteradas durante el crecimiento independientemente de la condicion de inducidos o sin inducir, segun
Visser y Heijnen en 2002, de acuerdo con los teoremas empleados para el analisis del control de flujo
metabolico, se asume que las velocidades o tasas de flujo de una ruta metabolica son proporcionales al
nivel o cantidad de enzima y que el control de la ruta esta distribuido entre las diferentes enzimas, lo
que reemplaza el concepto de paso limitante, de tal modo que las tasas o velocidades de reaccién son
funcién de los niveles de enzima, la concentracion de metabolitos y los niveles de componentes
extracelulares. La velocidad de cada paso es proporcional a la cantidad de enzima por lo que si se
incrementa en un factor igual a todas las enzimas en la ruta, la velocidad de las reacciones deberia
incrementar en ese mismo factor, lo que significa que el flujo general de la ruta incrementaria también
en cierto factor y las concentraciones de los metabolitos involucrados permanecerian intactos. Podria
suponerse que el incremento de una sola enzima, si ésta contribuye significativamente al control de
flujo, podria afectar de alguna manera el flujo de una ruta, bien sea en un pequefio factor o evidente
como la acumulacién de algin metabolito intermediario. No obstante, en este trabajo se observa que un
incremento de 8 veces la cantidad de HK no tiene efecto sobre el crecimiento de los parasitos, sobre sus
tasas de consumo de glucosa y aminoacidos, ni sobre la expresion de enzimas relacionadas como la
GlcK y la G6PDH (PPP), por lo que podria pensarse que existe algin mecanismo interno que regula la
actividad HK, bien se trate de una concentracion de ATP limitante dentro del glicosoma, la asociacién
con otra enzima de la matriz glicosomal que ejerza actividad regulatoria o mediante alguna
modificacion post-traduccional.

En el mismo orden de ideas, se ha determinado para la forma sanguinea de T. brucei que por
debajo de una concentracion de glucosa extracelular de 5mM, el control del flujo glicolitico es ejercido
casi en su totalidad por el transportador de glucosa de la membrana plasmatica (Ter Kuile &
Opperdoes, 1991; Bakker et al., 2000) y que por encima de esta concentraciéon, el control del flujo esta
distribuido bien sea entre el transporte de glucosa a través de la membrana glicosomal y la fosforilacion
de la glucosa por la hexoquinasa (Ter Kuile & Opperdoes, 1991) o entre cuatro enzimas particulares, a
saber: aldolasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), fosfoglicerato quinasa (PGK) y
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (Bakker et al., 1995; Bakker et al., 1999; Bakker et al., 2000). Estos
trabajos quitan protagonismo a las quinasas restantes en la ruta, es decir, a la hexoquinasa (HK), a la
fosfofructo quinasa (PFK) y a la piruvato quinasa (PYK), que a menos de ser fuertemente inhibidas
(93-97%), no ejercen control alguno sobre el flujo glicolitico (Bakker et al., 1999; Albert et al., 2005);
lo que las hace, segun los estudios de control de flujo metabdlico, enzimas poco Ilamativas como
blancos para el disefio de drogas. Una alternativa para corroborar si la sobre-expresion de la HK no
tiene ningun efecto en el metabolismo de los parésitos podria ser el seguimiento de alguna de las
enzimas anteriormente sefialadas, en particular la GAPDH, que ha sido etiquetada como una enzima
“cuello de botella” para la glicélisis en otros eucariotas (Shestov et al., 2014), incluida la forma
prociclica de T. brucei (Nufiez-Mujica, 2009).

Entonces surge la gran interrogante respecto al destino de la enzima sobre-expresada en la linea
celular recombinante de T. cruzi, ya que ésta, aparentemente en natural exceso dentro de los glicosomas
(Albert et al., 2005), al ser sobre-expresada no consigue aumentar la tasa de consumo de glucosa de los
parasitos en cuestion, ni modificar la expresion de la glucoquinasa o la glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa. Para continuar méas adelante es necesario establecer algo importante en relacion con
los resultados encontrados en este trabajo: (1) la HK-(His)s es sobre-expresada de forma activa, lo que
pudo evidenciarse con la cinética de induccion presentada como gréficos de actividad vs tiempo en las
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figuras 5A y B; (2) la enzima recombinante y la enzima natural son inmunodetectadas por Western
Blot, por lo que se observa un aumento en la sefial de la banda de aproximadamente 50kDa a medida
que transcurren los tiempos de induccidn, y (3) la HK-(His)s es correctamente importada hacia el
interior de los glicosomas, de acuerdo con la inmunofluorescencia indirecta donde logré marcarse la
enzima recombinante y se evidencid el patron caracteristico de los glicosomas perfectamente
comparable con el de la enzima marcadora.

Dirigiendo la atencion hacia la inmunodeteccién por Western Blot de la enzima natural y
recombinante, es menester sefialar lo que parece ser un aumento en la degradacion de la enzima
recombinante, dado que se observa la aparicion de bandas de menor peso molecular a medida que
transcurren los tiempos post-induccion en los parasitos inducidos y en menor medida en los no
inducidos. Puede especularse que la HK sufra alguna clase de modificacion post-traduccional que
module su actividad y que ésta se exprese en mayor cantidad que la cuantificada por medicion de la
actividad especifica, pero ocurra degradaciéon durante el crecimiento. Sin embargo, tal degradacién
puede corresponder a un evento controlado, y es que la misma se observa en los tiempos
correspondientes con la fase estacionaria. Previamente ha sido descrito para la piruvato fosfato
diguinasa (PPDK), la enzima auxiliar glicosomal mas abundante que trabaja para la sintesis de ATP a
partir de fosfoenol piruvato (PEP), pirofosfato inorganico (PPi) y ADP, que la enzima es fosforilada en
la Tyr-481 durante la fase estacionaria y que posteriormente sufre un corte proteolitico que conlleva a
su inactivacion (Gonzalez-Marcano et al., 2014). De hecho, se encontr6 que la HK puede ser
fosforilada in vitro por la proteina quinasa A (PKA), cuya secuencia primaria contiene una secuencia
de importacion glicosomal tipo PTS-1. Asi que esta modificacion post-traduccional podria conllevar a
la degradacion controlada de la TcHK, lo cual esté relacionado con el cambio hacia un metabolismo de
consumo de amino&cidos (Bao et al., 2008).

En muchas especies de tripanosomatidos han sido descritas enzimas pertenecientes a rutas
autofagicas (Brennand et al., 2011; Brennand et al., 2012), que juegan un papel especial durante la
diferenciacion de las formas del ciclo vital de los parasitos al contribuir con la degradaciéon de
organelas (conocida como pexofagia en el caso de los glicosomas) y con el reciclaje de proteinas dentro
de la célula. La pexofagia da paso a nuevos glicosomas dotados de un nuevo conjunto enzimatico, lo
que puede indicar que existen mecanismos de induccidn-represion metabdlica de las enzimas
glicoliticas que modulan la expresion de las enzimas entre los distintos estadios (Adroher et al., 1990;
Michels et al., 2006; Ebikeme et al., 2008). Una vez que los glicosomas son degradados, nuevas
organelas pueden surgir y proliferar mediante el crecimiento y divisién de glicosomas pre-existentes y
también a través de la biogénesis de novo a partir del reticulo endoplasmatico. Se ha reportado en T.
brucei que la contribucion de cada mecanismo es influenciada por la disponibilidad de glucosa (Bauer
& Morris, 2017). Estas observaciones podrian explicar la aparicion de las bandas de menor peso
molecular de la TcHK, cuya intensidad incrementa en los mayores tiempos pos-induccién (fase
estacionaria), que pudiesen ser consecuencia de la metaciclogénesis y por ende de la remodelacion de
los glicosomas.

Ademas de la inmunodeteccion de la TcHK, se inmunodetectaron la GlcK, como una banda de
aproximadamente 40kDa (Caceres et al., 2007), y la G6PDH como una banda de mas o menos 60kDa
(Igoillo-Esteve & Cazzulo, 2006) en todos los tiempos de crecimiento de los parasitos inducidos y no
inducidos. El grosor aparentemente constante de las bandas observadas indica que la expresion de estas
enzimas se mantuvo constante a lo largo del crecimiento y sin distincion de la condicion de induccion.
La actividad G6PDH fue registrada para todos los puntos de la curva de crecimiento, sin embargo, los
resultados no son concluyentes dado que se trata de valores obtenidos a partir de un Gnico experimento.
A pesar de ello, la actividad de esta enzima parece aumentar un poco cuando los pardsitos se
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encuentran en fase exponencial, especialmente en los parasitos no inducidos, pero sin una clara
diferencia entre los inducidos y no inducidos; este fendmeno se asemeja al observado en la linea celular
recombinante de T. cruzi capaz de sobre-expresar GIcK empleados por Ramirez en 2016.

Retomando las afirmaciones anteriores podemos continuar diciendo que es bien sabido por
diferentes métodos que la hexoquinasa de T. cruzi se localiza dentro del glicosoma (Racagni et al.,
1983; Urbina & Crespo, 1984; Adroher et al., 1990; Caceres et al., 2003). Dos hechos ponen de
manifiesto que la HK-(His)e sobre-expresada durante este estudio fue correctamente importada hacia la
luz glicosomal: (1) los parasitos no dejaron de crecer en comparacion con el cultivo no inducido y (2)
la inmunofluorescencia indirecta sefiala su presencia en compartimientos esféricos bien definidos en el
citosol de los parasitos, con ausencia de sefial tanto en las células no inducidas como en las de genotipo
silvestre de la cepa EP de T. cruzi.

En promastigotes de Leishmania donovani, a comienzos del 2010, se logro estudiar el efecto de
la expresion de la HK con la secuencia de importacion PTS-2 truncada (AHK-GFP), fusionada con la
proteina fluorescente verde (GFP, del inglés Green Fluorescent Protein) sobre el crecimiento de los
parasitos, y se comparo con la sobre-expresion del gen nativo de L. donovani también fusionado con la
GFP. El andlisis del crecimiento se realizd en relacion a la cantidad de glucosa y se determind que ésta
tenia un efecto toxico dosis-dependiente en las células que expresaban AHK-GFP al compararla con los
parésitos que expresaban la HK-GFP. Se observo que los parasitos con la AHK-GFP fallaban en la co-
localizacion dentro de los glicosomas en comparacién con los que expresaban la HK-GFP y que
poseian niveles superiores de glucosa 6-fosfato (G6-P) en el tiempo. Ya que en el citosol la
concentracion de ATP no es un factor limite, la enzima AHK fue capaz de fosforilar grandes cantidades
de glucosa, lo que resulté en una mayor toxicidad, ya que a mayor concentracién de G6-P mayor turgor
por osmolaridad en la célula, lo que se tradujo en un efecto negativo sobre el crecimiento (Kumar et al.,
2010). En el caso concreto de T. cruzi, ya que la enzima fue expresada con una etiqueta de expresion en
su extremo C-terminal con el fin de no interferir con el fendmeno de importacion, y que los parasitos
recombinantes inducidos arrojaron una sefial al ser incubados con el anticuerpo a-His-tag, se concluye
que la HK-(His)s fue correctamente importada hacia la luz glicosomal.

7.2 Caracterizacion cinética de la enzima recombinante (HK-(His)s)
7.2.1 Purificacion por cromatografia de afinidad a metales

Con el ensayo de la inmunofluorescencia pudo confirmarse la correcta importacion de la HK-
(His)e al interior de los glicosomas y se dio por terminada la caracterizacion fenotipica de los
epimastigotes recombinantes de T. cruzi pTCINDEXHK cepa EP. Seguidamente, la HK-(His)s pudo ser
purificada a partir de una fraccion enriquecida de glicosomas, obtenida por centrifugacion diferencial
de los epimastigotes luego de 96h de induccion. Tal y como se realizo al principio de este trabajo fue
necesario hacer una evaluacién preliminar del experimento, en aras de estandarizar grosso modo la
purificacién de la enzima. Los resultados obtenidos tras dicha evaluacién permitieron determinar que la
HK-(His)s podia ser purificada exitosamente a través de una columna de afinidad a metales y por
desplazamiento competitivo con 50mM de imidazol a pH 7.8, en un solo paso de purificacion. El
empleo de 50mM de imidazol para la elucion de la hexoquinasa recombinante de T. cruzi ha sido
reportado con anterioridad al sobre-expresarla en E. coli (Caceres et al., 2003), por lo que este hallazgo
confirmé aquellos resultados y permitio la subsecuente toma de decisiones en cuanto a la purificacion
final.
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Habiendo determinado las condiciones de purificacion se realizé otra centrifugacion diferencial,
pero esta vez la liberacion de la actividad HK fue seguida a lo largo del procedimiento experimental,
hallandose un 73% de latencia, valor que se encuentra en el rango reportado por diferentes autores para
la misma enzima (Kiaira & Njogu, 1983; Urbina & Crespo, 1984; Taylor & Gutteridge, 1987; Sanz-
Rodriiguez, et al., 2007). La purificacion contemplo dos lavados previos a la elucion con dos
concentraciones inferiores a 50mM de imidazol, con la intencion de obtener la proteina mas pura que lo
observado en el gel de la primera purificacion, donde se aprecian bandas de mayor peso molecular que
acompafian a la proteina recombinante purificada (ver figura 14). Si bien el procedimiento
experimental fue seguido buscando mantener las condiciones de la purificacién inicial, la enzima fall6
en unirse a la resina tan eficientemente como la primera vez que se ensayd, obteniéndose gran cantidad
de unidades en ambos lavados (de 10mM y 25mM de imidazol), con el mayor rendimiento de
purificacién en el lavado con 10mM y la mayor cantidad de unidades en el lavado con 25mM de
imidazol.

Vale la pena mencionar que luego de esta segunda purificacion constatamos que la solucién
tampon empleada para el equilibrado de la columna y para la elucion de la proteina se encontraba a un
pH mayor que el registrado (9.1 en vez de 7.8), debido a una falla en el instrumento de medicion. Se ha
determinado que un rango de pH demasiado alcalino favorece la union de otros grupos funcionales
aminoacidicos gque se desprotonan, disminuyendo la selectividad de la columna hacia los polipéptidos
de histidina (Cheung et al., 2012); en concreto, los aminoacidos cuyas cadenas laterales pueden
participar en esta interaccién con la columna a un pH mayor que 9 son Cys, Glu y Asp. El hecho de que
estos aminodcidos hayan estado desprotonados y en interaccion con la columna pudo haberse traducido
en una menor cantidad de proteina etiquetada unida a la columna, siendo liberada en parte con la
fraccion no enlazada y desplazdndose facilmente con pequefias concentraciones de imidazol como la de
los lavados. Afortunadamente este error experimental no parece haber sido perjudicial para la
continuacién del trabajo, dado que, como muchas enzimas glicosomales, la hexoquinasa de T. cruzi
posee un punto isoeléctrico calculado de airededor de 9.67 (Caceres et al., 2003) por lo que no seria
descabellado afirmar que su actividad no se vio comprometida durante la purificacion. El exceso de la
proteina debido a la sobre-expresion dentro de las organelas separadas fue tal que permitié obtenerla
con una pureza relativamente alta (ver Fig. 16) a pesar del pH.

7.2.2 Determinacion de las constantes Ky Y Vimax

Una vez obtuvimos la enzima pura nos dimos a la tarea de caracterizarla en funcion de sus
constantes cinéticas Ky Yy Vmax para los anomeros o y una mezcla de o/p de la D-Glucosa, buscando no
solo reportar dichos valores, sino también dilucidar ciertos aspectos relacionados con el catabolismo de
este carbohidrato en el interior de los glicosomas de T. cruzi. Para la determinacién de las constantes,
luego de haber adquirido los datos para las curvas de velocidad vs concentracion de sustrato y haber
comprobado que la enzima tiene un comportamiento Michaeliano, empleamos dos métodos de re-
graficacion, a saber: los dobles reciprocos de Lineweaver-Burk y el método de Hannes-Wolff. Segun
Copeland (2000), el método grafico de Hannes-Wolff tiene un porcentaje de desviacion respecto a los
valores reales de las constantes de 1.33% y 0.97% para la Kuv y la Vmax, respectivamente, mientras que
el método de los dobles reciprocos de Lineweaver-Burk, al emplear todos los datos de una curva
experimental, se desvia 36.92% y 20.72% de los valores reales de la Kv y la Vmax. Basandonos en esta
informacion, el andlisis se efectuard empleando los valores de las constantes obtenidas para cada
sustrato por el método de Hannes-Wolff.

Las investigaciones relacionadas con la caracterizacion cinética de la TcHK sefialan una Kwu
para la glucosa que oscila entre 35uM y 90uM. A continuacién una tabla resumen donde se presentan
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las constantes halladas por los diferentes autores y la relacion de éstas con la aqui reportada. Puede
observarse que la constante descrita por Adroher y colaboradores para la enzima de los epimastigotes
se asemeja a la obtenida en este estudio, sin embargo, el Unico reporte de la velocidad maxima es el de
Urbina y colaboradores, cuyo valor representa la mitad del obtenido por nosotros. A pesar de lo
anterior, destacaremos el hecho de que todas las constantes descritas hasta la fecha han sido calculadas
en base al método de los dobles reciprocos de Lineweaver-Burk, asi que si comparamos el valor de la
Kwm afirmada por Caceres en 2003 (43uM) con el hallado con el mismo método por nosotros (42.5uM),
encontraremos mucha mayor similitud entre ambos.

Tabla 3. Resumen de las constantes cinéticas Km y Vmax de la TcHK para la a-D-Glucosa reportadas hasta el presente.

Enzima Constante Cinética Relacion Referencia
Kv (M) | Vmax (U/mg) Km

90 - 2,7 Racagni et al., 1983

40 0,44 1,2 Urbina et al., 1984

Natural 35,4 - 1,1 Adroher et al., 1990

46,3* - 1,4 Adroher et al., 1990

43 - 1,3 Caéceres et al., 2003

Recombinante 60 - 1,8 Caceres et al., 2003
33 0,807 - Parada, 2018

*De tripomastigotes metaciclicos

Dado que el sistema de expresion que empleamos en el desarrollo del trabajo aqui presentado
proporciona a la enzima en cuestion todas las condiciones necesarias para su correcta traduccion,
plegamiento e importacion, podria decirse que las constantes evaluadas estan muy cerca de los valores
reales, tomando en cuenta que la etiqueta de expresién podria infiuir de alguna manera en el
comportamiento cinético de la TcHK, aunque como lo muestran los resultados no parece tener ningun
efecto.

Ahora bien, de acuerdo con lo expuesto en la seccion anterior de resultados, la TcHK aqui
purificada aparentemente posee cierta preferencia en cuanto a la especie anomerica de su sustrato. En
efecto, la constante de afinidad para la mezcla a/pB-D-glucosa que encontramos es 1.5 veces mayor que
la hallada para la a-D-glucosa, pero la velocidad maxima es mayor para éste Gltimo andémero. Estos
resultados coinciden perfectamente con lo demostrado para las hexoquinasas de mamiferos y levaduras
(Salas et al., 1965; Bailey et al., 1968; Sener et al., 1985) y concuerdan con la observacion realizada
por Cordeiro y colabradores en 2007, que, estudiando la estructura cristalina de la glucoquinasa,
evidenciaron algunos factores estructurales determinantes para la especificidad anomérica de las
enzimas fosforiladoras de hexosas.

Esta diferencia de afinidad no se observa unicamente para la hexoquinasa, l10s mismos autores
citados han indicado también que la glucoquinasa posee mayor afinidad por el anomero B de la glucosa
y fueron éstos (Cordeiro y sus colaboradores en 2007) los que especularon acerca del mecanismo
subyacente a la discriminacion anomeérica de estas dos enzimas, exponiendo que la HK de T. cruzi
posee una secuencia de tres aminoécidos altamente conservados, que forma parte de la secuencia
distintiva de las hexoquinasas de diferentes organismos; estos tres aminoacidos no se encuentran en la
cadena peptidica de la GlcK y por cristalografia se observa que la configuracion del anémero  posee
caracteristicas que le impiden unirse favorablemente a la enzima, por lo que la HK resulta ser mas afin
al anémero o. Del mismo modo, la TcGlcK al no poseer tales residuos es incapaz de hacer el
reconocimiento del anémero o, lo que la hace mas afin al anomero p.
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7.2.3 Determinacion de la capacidad de fosforilacion de hexosaminas

Ademas de evaluar las constantes cinéticas respecto a la glucosa y sus andmeros, tambien
quisimos indagar en la capacidad de fosforilacion de hexosaminas de la TcHK purificada, ya que
diversos autores se han dado a la tarea de estudiar el metabolismo de las hexosaminas de diferentes
especies de tripanosomatidos y han determinado que la hexoquinasa puede jugar un papel especial en el
metabolismo de las mismas para la produccion de intermediarios de glicosilacion de proteinas (Katzin
& Colli, 1983; Buscaglia et al., 2004; Mendonca et al., 2005; Buscaglia et al., 2006; Turnock &
Ferguson, 2007; Nadereret, 2008; Ebikeme et al., 2008; Nakayasu et al., 2009; Alves et al., 2017), ya
que asi como es cierto para la mayoria de los organismos eucariotas, los tripanosomatidos poseen una
superficie celular o cubierta rica en glicoconjugados, algunos de los cuales juegan un importante papel
en la supervivencia e infectividad de estos protozoarios (Mendonca et al., 2005; Turnock & Ferguson,
2007).

En este trabajo demostramos que la TcHK recombinante es incapaz de fosforilar N-
Acetilglucosamina, aun empleando altas concentraciones de sustrato, pero fosforila D-Glucosamina
con una Ky de 863uM y 1.27U/mg de Vmax. Racagni y Machado (1983) probaron también este sustrato
con la TcHK nativa purificada a partir de formas epimastigotas, obteniendo una Ky de 600uM, sin
determinacion de la velocidad maxima.

Turnock y Ferguson (2007) determinaron que la composicién de los azucares nucleotidos es
diferente entre las especies de tripanosomatidos y que incluso varia de acuerdo al estadio del ciclo vital.
Comprobaron mediante un método de cromatografia liquida-ionizacién por electro-spray-
espectrometria de masas en tanda, que muchas de las glicoproteinas de T. cruzi, T. brucei y L. major,
poseen en su repertorio glucosidico azucares como UDP-Glucosa, UDP-Galactofuranosa, GDP-
Manosa, UDP-N-Acetilglucosamina y GDP-Fucosa. Entonces, la HK aparentemente juega un papel
importante también para la produccion de estos conjugados o sus intermediarios y los autores presentan
dos posibles rutas de rescate de GDP-Manosa y UDP-N-Acetilglucosamina que involucran la
fosforilacion de Manosa y de Glucosamina por la hexoquinasa, ademas de la fosforilacion de la glucosa
(circulos azules, Fig. 20).

Ara/(Fuc)
23

32 Ara-2 Ara1P/(Fucip) 2% GDP-Ara/(GDP-Fuc)

4 5
P/ GIcNAC6P = GICNAC1P = UDP-GIcNAC

8 9
M1P —; GDP-Man
12 “10
(GDP-4-keto-6-deoxy-Man) 1, GDP-Fuc

Gal 18 Gal1p
13 14 .17 15 z
G1P — UDP-Glc = UDP-Galp <= UDP-Galf T.brucei

—*T.cruz_/’
E(UDP-4-keto~6-deoxy-Glc)1—9>UDP-Rha —L.major
20

(UDP-GIcUA) 2L UDP-Xyl

Figura 20. Resumen de las rutas de biosintesis de los aztcares-nucledtidos en los parasitos tripanosomatidos. Los azlcares-
nucle6tidos empleados para la biosintesis de glicoconjugados se encuentran en la sangre. Los intermediarios biosintéticos de
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los azicares-nucle6tidos estan entre paréntesis. Las rutas de rescate estan en letras mayusculas. Los nimeros se refieren a
las enzimas y a los genes conocidos o candidatos: 1 hexoquinasa, 2 glucosa 6-fosfato isomerasa, 3 glucosamina-fructosa-6-
fosfato aminotransferasa, 4 glucosamina-fosfato N-acetiltransferasa, 5 fosfoacetilglucosamina mutasa, 6 UDP-N-
acetilglucosamina pirofosforilasa, 7 fosfomanosa isomerasa, 8 fosfomanomutasa, 9 manosal-fosfato guaniltransferasa, 10
GDP-manosa-4,6-deshidratasa, 11 GDP-L-fucosa sintetasa, 12 fosfoglucomutasa, 13 UTP-glucosa-1-fosfato
uridiltransferasa, 14 UDP-galactosa4-epimerasa, 15 UDP-galactopiranosa mutasa, 16 galactoquinasa, 17 UTP-hexosa-1-
fosfato uridiltransferasa o UDP-glucosa hexosal-1fosfato uridiltransferasa, 18 UDP-glucosa 4,6-deshidratasa, 19 UDP-4-
ceto-6-deoxiglucosa reductasa, 20 UDP-glucosa-6-deshidrogenasa, 21 UDP-glucuronato descarboxilasa, 22 ruta
desconocida, 23 fucosa (arabinosa) quinasa, 24 arabinosa-1-fosfato guaniltransferasa. El color de las flechas y el subrayado
indica la presencia de la enzima correspondiente y el azlcar-nucleotido en T. brucei ( ), T. cruzi (verde) y L. major
(rojo). Tomado de Turnock y Ferguson, 2007. Los circulos azules indican las reacciones catalizadas por la hexoquinasa.

¢Hexoquinasa o Glucoquinasa?

Dentro de los glicosomas de T. cruzi, como se ha destacado anteriormente, se encuentran dos
enzimas capaces de catalizar la transferencia de un grupo fosforilo al carbono 6 de la D-glucosa a
expensas de ATP: la hexoquinasa y la glucoquinasa. La presencia de estas dos enzimas en el interior de
estas organelas representa un tema controversial dado que no ha sido esclarecida la funcién particular
de la glucoquinasa, también presente en algunas especies de Leishmania y ausente en la contraparte
africana del paréasito, T. brucei. Ambas enzimas poseen caracteristicas fisicas y bioquimicas diferentes,
bien sea en cuanto al peso molecular, especificidad y afinidad por su sustrato y metabolitos
reguladores, por lo que uno podria suponer que debe existir alguna razén metabdlicamente relevante
que explique tales diferencias. Algunas de ellas podrian sustentarse en los hechos siguientes: (1) la
TcGlcK se encuentra en menor proporcion que la TcHK (9 veces menos, aproximadamente); (2) la
TcHK tiene una constante de afinidad 30 veces menor por la glucosa que la TcGlcK, presentando una
selectividad moderada por el anomero a de la D-glucosa, mientras que la TcGIcK parece ser
moderadamente mas selectiva hacia el anomero B; (3) la TcHK es capaz de fosforilar distintas hexosas,
entre ellas algunas hexosaminas; la TcGlcK, por el contrario, es especifica para la D-glucosa y es
inhibida por N-Acetilglucosamina y D-Glucosamina.

Podria asegurarse que la HK y GlcK de T. cruzi no se encuentran en competencia por su
sustrato, dado que la tasa de anomerizacion espontanea de la glucosa es muy baja a pH fisiologico y ya
que existen enzimas especificas para mediar la anomerizacion de la glucosa (las mutarotasas) (Salas et
al., 1965; Cordeiro et al., 2007) (aunque aun no hay reportes especificos para T. cruzi); ademas de la
gran diferencia en cuanto a la afinidad por la glucosa. Salas y compafiia en 1965, establecieron que la
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) de levaduras es especifica para el anomero B de la glucosa
6-fosfato, el producto de la reaccion catalizada por la HK/GIcK. Si la funcion de la GlcK en T. cruzi es
la de dirigir G6-P hacia la via de las pentosas fosfato, una buena evidencia de ello seria su afinidad por
el anomero B, suponiendo que la G6PDH de estos parasitos posea las mismas caracteristicas que las de
las levaduras.

Los resultados obtenidos sobre las constantes cinéticas de la TcHK para las hexosaminas
demuestran que la enzima no es importante sélo para la ruta glicolitica, sino que también es esencial
para mantener las rutas de sintesis de novo de azlcares nucleétidos a partir de la UDP-Glucosa, y
también para la sintesis de la UDP-N-Acetil-glucosamina. Todos estos azucares nucleétidos son los
sustratos para la glicosilacion de proteinas de superficie, las cuales constituyen el glicocalix del
parasito, que cumple funciones en la proteccion e infectividad celular. Ya que las hexosaminas aqui
probadas son inhibidores de la actividad TcGIcK, es probable que la funcion de las dos enzimas
analogas no se encuentre solapada, destacando la participacion de la HK en diferentes rutas de interés
metabdlico para los parasitos (ver Fig. 21). No obstante, estudios posteriores con las enzimas HK y
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GlcK de T. cruzi podrian aportar valiosa informacion, si se buscase determinar si la GlcK ejerce algin
efecto inhibitorio in vitro sobre la HK o viceversa.

Glucosa

Glucosa

ATP

HK ADP UDP
RbosasP Glucosa 6-P ~ ~ GDP-

ﬂ azlcares

Glicolisis
\ J

Figura 21. Esquema resumen de los diferentes destinos del producto de la reaccién catalizada por la TcHK (glucosa 6-
fosfato) en los glicosomas de los epimastigotes. Se muestra la participacion de la enzima tanto en la ruta glicolitica para la
sintesis de ATP e intermediarios de procesos biosintéticos, como en la contribucién de la via de las pentosas fosfato (PPP)
para la produccion de NADPH y componentes de acidos nucélicos, y en la sintesis de novo de diferentes azlcares
nucle6tidos que forman parte del glucocalix de los parasitos.
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8 Conclusiones

— Empleando el sistema de expresion homdloga pTcINDEX en Trypanosoma cruzi para
inducir la sobre-expresion de la TcHK, puede obtenerse hasta 8 veces més en relacion
con la enzima nativa.

— La sobre-expresion de la TcHK en los epimastigotes recombinantes pTCINDEXHK de la
cepa EP de T. cruzi no produce efectos cuantificables sobre el crecimiento, el consumo
de glucosa, la produccion de amonio o la expresion de las enzimas GlcK y G6PDH.

— La TcHK recombinante sobre-expresada en los parasitos mutantes co-localiza con la
enzima nativa en el interior de los glicosomas de los parasitos inducidos durante 96h.

— La HK-(His)s de T. cruzi expresada con el sistema homologo pTcINDEX en los
epimastigotes mutantes es purificada en un solo paso por cromatografia de afinidad a
metales mediante desplazamiento competitivo con 50mM de imidazol.

— La HK recombinante es mas afin al anomero a de la D-glucosa que al anomero 3, pero
la velocidad méxima alcanzada por la enzima es menor para éste tltimo.

— La TcHK sobre-expresada es incapaz de fosforilar N-Acetilglucosamina, pero fosforila
D-Glucosamina con una constante de afinidad 26 veces superior a la del anomero o de la
D-glucosa.
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