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quinasas presentes en T. cruzi: TCAUK1, TcAUK2
y TCAUK3. Al ser proteinas reguladoras del ciclo
celular, sus niveles de expresién estan sujetos a
modificaciones post-transcripcionales y post-
traduccionales que garantizan una fina
regulacion. Mediante andlisis por western blot, de
extractos proteicos de T. cruzi en sus tres
estadios (epimastigote, amastigote y
tripomastigote), hemos observado que los pesos
moleculares obtenidos difieren de los tedricos,
presentando en algunos casos doble banda. Para
evaluar si estas proteinas podrian ser blanco de
SUMOilacion, inicialmente  evaluamos la
presencia de sitios consenso para esta
modificacion mediante andlisis con el software
(SUMOPIot™ Analysis Program), encontrando un
posible motivo conservado en TcAUK1, tres en
TcAUK2 y dos en TcAUKS3, todos ellos con alto
“score”. Es interesante destacar que en todos los
casos se observdo que uno de los sitios de
SUMOilacién se ubicaba en el sitio activo de la
enzima. Esta modificacion, exclusiva de
organismos eucariotas, provoca cambios en la
localizacion subcelular, en la estabilidad vy
actividad de las proteinas, modificacion en las
interacciones entre proteinas y se encuentran
relacionadas a la regulacion de la transcripcion y
a la degradacion de proteinas. Para avanzar con
este estudio, en colaboracion con la Dra. Vanina
Alvarez (Universidad de San Martin)
transformamos las distintas Aurora quinasas, en
un sistema de SUMQOilacion in vivo generado en
bacterias que expresan la maquinaria enzimatica
de T. brucei. Luego de inducir la expresion de las
distintas proteinas, se prepararon extractos
proteicos que fueron luego analizados por
western blot.
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Las glutarredoxinas (Grx) son pequefias proteinas
vinculadas al metabolismo redox y a la
homeostasis del hierro intracelular. Trypanosoma
cruzi es el parasito protozoario que causa la
enfermedad de Chagas. En este trabajo, se
presentan las propiedades funcionales 'y
estructurales de una Grx monotiolica de T. cruzi,
La proteina recombinante fue capaz de catalizar
la reduccién in vitro de GSSG usando T(SH)2
como donante de electrones. Por otra parte, se
observd que la proteina recombinante fue capaz
de coordinar clister de hierro-azufre (ISC)
mediante un ensayo de reconstitucioén in vitro. Los
espectros de absorcién resultantes revelaron dos
picos caracteristicos de complejos de Grx-ISC.
Ademas, el perfil obtenido mediante
cromatografia de filtracion por geles indicé que el
complejo de Grx-ISC estd formado por una
especie dimérica de Grx. Por otra parte, se
empled un ensayo de complementacion funcional
basado en el rescate de fenotipos de levaduras
mutantes para Grxs. Los experimentos de
complementacion demostraron que el fenotipo de
las mutantes de delecién en grx5 y grx4 pudieron
ser rescatados por complementacién con la Grx
heterdloga, suprimiendo parcialmente la
sensibilidad de las células a oxidantes ex6genos.
Estos resultados sugieren que la Grx en estudio
puede tener funciones importantes en el
metabolismo redox y en la biogénesis de ISC en
T. cruzi, Financiado por: ANCyT (PICT2013-0253,
PICT2014-2103 y PICT2014-3256).
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Las prohibitinas (PHB) 1 y 2 son proteinas
conservadas, pertenecientes a la superfamilia
SPFH (Stomatins, Prohibitins, Flotillins, HfIK/C),
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con un dominio comun PHB. En eucariotas
superiores ésta familia esta involucrada en
eventos como: la  proliferacién  celular,
envejecimiento, apoptosis y el mantenimiento de
la integridad mitocondrial. La familia de las
prohibitinas, también puede actuar como
chaperonas mitocondriales o jugar un papel en la
biogénesis mitocondrial. Dentro del grupo de los
tripanosomatidos, se comprob6 su presencia en
diferentes especies de Leishmania y en
Trypanosoma brucei. En Leishmania donovani, se
determind que las prohibitinas juegan un papel
importante en la interaccion hulesped-parasito,
favoreciendo la infeccion del mismo. En cambio,
en Trypanosoma brucei, se las encontré en las
mitocondrias formando un complejo de proteinas,
gue participaria en el correcto plegamiento de las
enzimas de la cadena respiratoria, actuando
como chaperona / holdasa. Hasta el momento no
hay estudios realizados en Trypanosoma cruzi. La
comparacion de las secuencias aminoacidicas de
estas proteinas con la de eucariotas superiores,
revelan un nivel de identidad entre 53 y 39% para
la PHB1; y entre el 50 y el 34% para la PHB2. En
los tripanosomatidos, estas proteinas se
encuentran mas conservadas, compartiendo
valores de identidad hasta el 93%, sugiriendo un
papel importante. Partiendo de extractos de
proteinas totales de epimastigotas y
amastigotas/tripomastigotas sanguineos, a través
de un Western blot se comprobd la presencia de
las proteinas de estudio en estos estadios.
Ademas, se realizé un rastreo de la presencia de
los genes PHB1 y PHB2 por PCR en 7 cepas
diferentes de T. cruzi, pertenecientes a distintos
DTUs. Solo en la cepa CL-Brener estos genes se
encuentran asignados a cromosomas, la primera
se encuentra en el cromosoma 25 y la segunda
en el cromosoma 38. En el presente trabajo,
también se describe la clonacion de expresion de
los genes de estudio, partiendo de cDNA de
epimastigotes de la cepa PAN4 (DTU I) en el
vector pTREX-TAPtag-GW, la transfeccién vy
sobreexpresion de los mismos en las cepas DM28
(DTU I) y CL Brener (DTU VI).
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La familia de proteinas de superficie TCTASV de T.
cruzi, esta compuesta por aproximadamente 40
miembros. No posee ortblogos en otros
organismos y esta conservada en diferentes
linajes de T. cruzi, De acuerdo a la longitud,
secuencia y motivos de la region central de las
proteinas se definen 4 subfamilias: TcTASV-A, B,
C y W. Realizando mineria de datos de expresion
(RNAseq y protedmica) y secuencias disponibles
en bases de datos, intentamos identificar
secuencias 6 motivos que podrian estar
determinando las diferencias en el patrén de
expresion entre estadios de T. cruzi, Analizando
los datos de RNAseq de la cepa Y (Tcll;) (Li et al,
2016) observamos que en este linaje los MRNAs
de TcTASVs de todas las subfamilias también
estan sobrerrepresentados en el estadio
tripomastigote (T) respecto del amastigote (A).
Los transcriptos pueden ser agrupados de
acuerdo a su nivel de sobre-expresion: HiHi
sobre-expresados mas de 20 veces (genes
TcTASV-A, B y C), y HiLow sobre-expresados
hasta 4 veces (en éste grupo s6lo encontramos 2
genes TcTASV-A). En relacion con datos de
prote6bmica, se identificaron por primera vez
péptidos de genes TcTASVs sobre-expresados en
tripomastigotes sanguineos, que no habian sido
identificados en tripomastigotes de cultivo ni otros
estadios (Brunoro et al, 2014). Los patrones y
niveles de expresién pueden estar determinados
al menos en parte por las secuencias de los
3'UTRs. El andlisis de estas regiones mostré dos
grupos principales: uno (G1) dentro del cual
segregaron los genes HiHi y otro (G2) en el cual
segregaron los genes HiLow y un gen identificado
por proteémica. Cada grupo presentd alta
identidad de secuencias en los 3'UTR (90%) pero
entre grupos (G1 vs G2) la similitud fue de ~20%.
Llamativamente todos los genes del G2
pertenecen a la subfamilia TcTASV-A. Esto
sugiere fuertemente que las diferencias en el
3'UTR podrian explicar el patron de expresion
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