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Resumen

Toxoplasma gondii, apicomplejo protozoario unicelular, agente causal de la toxoplasmosis,
infecta animales y humanos causando graves problemas de salud. Si es transmitido durante el
embarazo puede causar toxoplasmosis congénita o pérdida fetal. En Uruguay, mas del 50% de
las mujeres embarazadas son portadoras cronicas del parasito; también es prevalente en ovinos.

Las mitocondrias son organelos importantes para el funcionamiento de las células eucariotas.
Los genomas mitocondriales de los apicomplejos son particularmente divergentes en su
estructura genémicay contenido génico. Dado que la mitocondria en apicomplejos es diferente
de las mitocondrias en los hospederos que infectan, es un blanco validado para las drogas anti-
apicomplejos. Estudiar el genoma mitocondrial y los mecanismos de generacion de
variabilidad en apicomplejos es importante para entender la biologia de estos organismos y
para el desarrollo de tratamientos efectivos contra ellos. Sin embargo, existen limitaciones
técnicas para su estudio a nivel gendmico fundamentalmente relacionadas a la obtencion de
escasas cantidades del organelo, y por tanto de su genoma.

En el trabajo se plante6é desarrollar herramientas para enriquecer el material genético
mitocondrial de T. gondii y posibilitar dicho estudio. Para ello se plante6 como primer objetivo
generar una linea reportera que permitiera el aislamiento de la mitocondria. Se comenzé con
una nucleofeccion de la linea parasitaria ME49 con un plasmido de expresion de una proteina
mitocondrial fluorescente, que permite una rapida identificacion de la mitocondria bajo un
microscopio de epifluorescencia. Se infiere que la nucleofeccion fue exitosa por la resistencia
al antibi6tico administrado, pero no se observo fluorescencia en el citémetro de flujo; no se
logro obtener la linea de T. gondii de mitocondrias fluorescentes.

Por otro lado, se planted optimizar un protocolo de enriquecimiento de mitocondrias por
fraccionamiento subcelular. Primero se evalu¢ la utilidad de una linea celular de T. gondii con
ensayos analiticos de biologia molecular. Esta linea se someti6 al protocolo de purificacion de
mitocondrias con el objetivo de optimizarlo para evaluar la variabilidad genética de cuatro
poblaciones clonales. Se obtuvieron fracciones subcelulares, de las cuales se identificaron
aquellas enriquecidas en mitocondrias mediante ensayos de Western blot. De las fracciones
enriquecidas, se purifico el ADN mitocondrial y se comprobo6 su enriquecimiento relativo
respecto al ADN nuclear con una PCR semicuantitativa. Mediante una secuenciacion por ONT
se realizo un analisis preliminar de secuencias de genoma mitocondrial y se confirmé el
enriquecimiento de material genémico mitocondrial.



Gracias al desarrollo de este proyecto, ahora se cuenta con herramientas importantes para el
estudio del ADN mitocondrial en T. gondii, lo que abrira puertas para el entendimiento de la
estructura y variabilidad del genoma mitocondrial en este parasito y futuro desarrollo de drogas
anti-apicomplejos cuyo blanco farmacologico sea este organelo.
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Abreviaturas

% ml/v - porcentaje masa sobre volumen, gramos por cada 100 mililitros.
°C - Grados Celsius

A - amperes

ADN - Acido desoxirribonucleico

BLAST - Alineamiento de secuencias de tipo local (del inglés: Basic Local Alignment Search
Tool)

BSA - seroalbimina bovina (del inglés: Bovine serum albumin)
CAT - cloranfenicol acetiltransferasa

CO:2 - Dioxido de carbono

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol

DHS5a - bacterias E. coli quimiocompetentes

DMEM - Medio Eagle modificado de Dulbecco (del inglés: Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)

DMSO - dimetilsulfoxido

EDTA - acido etilendiaminotetraacético (del inglés: ethylenediaminetetraacetic acid)
EGTA - acido de etileno glicol tetraacético (del inglés: ethylene glycol-bis-tetraacetic acid)
H2Bz - variante z de la histona candnica H2B

HA - hemaglutinina

HDF - fibroblastos dérmicos humanos (del inglés: human dermal fibroblasts)

HEPES - &cido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfonico (del inglés: (4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid)

IMC1 - complejo interno de membrana 1 (del inglés: inner membrane complex 1)



KOH - hidréxido de potasio

LB - caldo de lisogenia (del inglés: lisogenia broth)

mg - miligramos

ml - mililitros

mM - milimolar

NGS - secuenciacion de nueva generacion (del inglés: next generation sequencing)
nm - nanémetros

ON - durante la noche (del inglés: overnight)

ONT - Oxford Nanopore Technologies

pb - par de bases

PBS - solucion amortiguadora fosfato salina (del inglés: phosphate-buffered saline)
PCR - reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés: polymerase chain reaction)
ssh - protocolo de red de capsula segura (del inglés: secure shell)

TAE - Tris-acetato-EDTA

TES - &cido N-tris(hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfénico

UP - ultrapura

Vero - linea celular epitelial de rifion del mono verde africano (del esperanto: verda reno)
ul - microlitros

wm - micrometros
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1. Introduccion
1.1. Apicomplejos

Los apicomplejos son un grupo diverso de protozoarios unicelulares pertenecientes al phylum
Apicomplexa. Estos organismos son parasitos intracelulares obligados caracterizados por la
presencia de un elemento evolutivamente Unico: el complejo apical, un grupo de organelos en
la extremidad apical de la célula especializados en la invasion y manipulacion de células
hospederas (1).

Este grupo de parasitos es responsable de algunas de las enfermedades mundiales mas
importantes para la salud humana y animal. Se destacan las especies de Plasmodium,
responsables de la enfermedad de la malaria que presenta 200 millones de nuevos casos al afio
en el mundo, siendo P. falciparum la especie mas letal (2). Por otro lado, la neosporosis,
causada por el parasito Neospora caninum, es la principal causa de abortos en bovinos de todo
el mundo (3). En Uruguay, el porcentaje de rebafios infectados por este parasito aumentd de
69% en 2006 a 96% en 2020 (4, 5). Siendo el pais uno de los principales productores carnicos
a nivel global, se esperan pérdidas econdmicas a manos de neosporosis afio tras afio, aunque la
cifra asociada no se ha estimado aun (3). Toxoplasma gondii, el agente causal de la
toxoplasmosis, posee la capacidad de infectar crénicamente a vertebrados de sangre caliente.
Con una elevada transmisibilidad, se estima que un tercio de la poblacién mundial esta
infectada con T. gondii (6, 7).

1.1.1. Toxoplasma gondii y toxoplasmosis

La infeccion por T. gondii es prevalente en el mundo gracias a su amplia variedad de
organismos hospederos, desde humanos a animales domésticos, silvestres y de producciéon. Es
un patdgeno altamente oportunista y se reactiva en pacientes inmunodeprimidos,
manifestandose a través de graves problemas de salud como encefalitis agudas, calcificaciones
cerebrales, coriorretinitis, y ceguera (8). Ademas, el parasito tiene la capacidad de atravesar la
barrera placentaria durante el embarazo e infectar al feto, causandole malformaciones, ceguera
0 hasta pérdida fetal (6, 8). Se estima que aproximadamente un tercio de los nifios infectados
por transmision vertical prenatal desarrollardn una discapacidad visual en su vida (7). En
Uruguay, la prevalencia de toxoplasmosis en embarazadas es de poco mas del 50% (9). A nivel
global, la incidencia de toxoplasmosis congénita es de 190.000 casos anuales, con la mayoria
de los casos perteneciendo a América del Sur (10). En la produccién animal, T. gondii ha sido
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identificado como el agente causal de la toxoplasmosis ovina, enfermedad a la que en Uruguay
se le atribuye hasta el 58% de las prefieces perdidas por causas infecciosas en ovinos (11).

El ciclo de vida heteroxeno de T. gondii implica una secuencia de eventos que se llevan a cabo
en diferentes tipos de hospedadores (Figura 1). La reproduccion sexual se da Unicamente en
miembros de la familia Felidae—como lo es el gato doméstico—por ser los hospederos
definitivos. La reproduccién asexual se desarrolla en hospedadores intermediarios: distintos
mamiferos y aves como lo son las gallinas, los ovinos, y los humanos (7, 12).

Infeccion Desprendimiento

oral de ooquistes Infecci6n oral por
quistes en tejido u
ooquistes

Ciclo sexual (en intestino de felinos)

/’ g\ Ooquiste ‘

C iclo |
asexual
F ilizacion
Quiste de tejido S Ooquiste
— ‘/ SR upuruladn
Sporozoitc
/ paras llntomw
®. |
- Y N
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congénita

[/

pred qm'\uc?
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Ciclo asexual (en mamiferos/aves)

Figura 1. Ciclo reproductivo de T. gondii. Adaptado de Lourido (2019) “Toxoplasma gondii” (13).

La fase sexual del ciclo comienza cuando un felino ingiere tejidos de animales infectados con
quistes tisulares de T. gondii. El parasito se encuentra en una forma denominada bradizoito por
su lenta multiplicacion dentro de los quistes tisulares (la palabra brady proviene del griego y
significa lentitud) (14). En su pasaje por el intestino delgado, los bradizoitos son liberados del
quiste y proceden a infectar y reproducirse asexualmente en las células epiteliales intestinales.
Entonces, los parésitos se diferencian en dos tipos de células sexuales: los microgametos,
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asociados a lo que conocemos como gametos masculinos; y los macrogametos, asociados a los
gametos femeninos. Las dos clases de gametos se fusionan para dar lugar a cigotos diploides,
que eventualmente formaran ooquistes, una estructura resistente en el ambiente de paredes
gruesas. En esta etapa, los ooquistes son no esporulados, es decir, los gametos no dieron lugar
a la maduracion de los parasitos contenidos en el ooquiste. Los ooquistes se desprenden del
felino en las heces y, fuera del hospedador, se da lugar a la esporulacion, el proceso de
maduracion del ooquiste que puede tomar entre uno y cinco dias. A partir de este proceso se
obtienen ocho parasitos haploides e infectivos denominados esporozoitos (7, 12, 15-17).
Debido a su resiliencia, los ooquistes son capaces de sobrevivir y retener su capacidad infectiva
por hasta un afio, contaminando agua, suelo y hortalizas (18). Los hospedadores intermediarios
se ven expuestos a los ooquistes por condiciones sanitarias inadecuadas o pobres practicas de
higiene; la ingesta del mismo desencadena el inicio del ciclo asexual (19).

Con la infeccion del hospedador intermediario se da lugar a la fase asexual del ciclo
reproductivo de T. gondii. De esta fase se distinguen dos etapas en las que la velocidad de
crecimiento varia: infeccion crénica e infeccion aguda (17). La pared del ooquiste esporulado
ingerido se disuelve en el intestino delgado y libera los esporozoitos, que penetran el epitelio
intestinal y se diferencian a la forma activa y proliferativa de T. gondii designada taquizoito
por su rapida multiplicacion (la palabra tachos proviene del griego y significa rapido) (14). En
esta etapa de infeccidn aguda, los taquizoitos se replican con velocidad mediante endodiogenia
dentro de las células en estructuras especializadas llamadas vacuolas parasitoforas (20). Una
vez maduros y liberados de la célula, los taquizoitos se diseminan por el sistema vascular hasta
lograr invadir la totalidad de los 6rganos en 6-10 dias, incluyendo el cerebro (21). Es en la
infeccion aguda que se puede dar la transmision congénita, cuando los taquizoitos cruzan la
placenta e infectan al feto (18). Los taquizoitos se diferencian a bradizoitos con la presion del
sistema inmune del hospedero intermediario para formar quistes mayormente en tejidos como
el cerebro, el corazon y los 0jos, asi sobreviviendo indefinidamente en el organismo en una
etapa de infeccién cronica (17, 22). La ingesta de estos tejidos que contienen quistes, como
puede ser consumir carne infectada cruda o de mala coccion, provoca, en otros hospederos
intermediarios, el reinicio del ciclo asexual del parasito con la conversion de los bradizoitos a
taquizoitos en el intestino delgado. En el hospedero definitivo, implica la complecion y reinicio
del ciclo de vida de T. gondii (23, 24).

En la investigacion, es comun el mantenimiento de los parasitos in vitro en monocapas de
celulas de mamiferos como las células Vero por su practicidad y bajo costo en comparacion
con utilizar animales. Por este método se obtienen taquizoitos de rapida reproduccién que

infectan las células vecinas hasta destruir la monocapa por completo (Figura 2).
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Figura 2. Placa de lisis de la linea Rieske-HA de Toxoplasma gondii en cultivo con células Vero.

Los taquizoitos tienen forma de medialuna de tamafo aproximado 2 x 6 um, con un extremo
anterior puntiagudo y un extremo posterior redondeado (Figura 3) (19). Poseen estructuras
especializadas y organelos que desempefian roles criticos en su ciclo de vida y metabolismo,
como lo es el complejo apical, un grupo de estructuras esenciales para la movilidad y la
adherencia e invasion del taquizoito a las células hospederas (25). También presentan un
organelo denominado apicoplasto, adquirido como cloroplasto por endosimbiosis secundaria
con un alga roja fotosintética previo a la divergencia de los dinoflagelados y los apicomplejos
(26). Ademés, los taquizoitos contienen los organelos eucariotas universales: reticulo
endoplasmaético, complejo de Golgi, mitocondria, centrosoma y nucleo (23).
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Figura 3. Componentes y estructura del taquizoito. Adaptado de Delgado et al. (2022) “The
Apicomplexan Parasite Toxoplasma gondii” (27).

1.1.2. Genoma mitocondrial

Las mitocondrias son organelos esenciales en la mayoria de los eucariotas con una historia
evolutiva que se remonta a 1.5 mil millones de afios. La teoria prevalente plantea que a través
de eventos de endosimbiosis entre una eucariota ancestral y una bacteria parpura no del azufre
fotosintética se dio origen a la maquinaria metabolica presente en las mitocondrias en la
actualidad (28).

En Apicomplejos como Plasmodium y T. gondii, la mitocondria desempefia un papel esencial
en la generacion de energia y el metabolismo celular en todos los ciclos de vida estudiados,
aunque su estructura y organizacién del genoma difiere en cada uno. EI genoma mitocondrial
en estos parasitos codifica Unicamente tres genes que forman parte de la cadena de transporte
de electrones: citocromo ¢ oxidasa subunidad I (coxl), citocromo b (cob), y citocromo ¢ oxidasa
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subunidad 11 (coxIIl) (29). En Plasmodium, el ADN mitocondrial contiene la secuencia
codificante consecutiva para los tres genes. Por otro lado, T. gondii exhibe una estructura
altamente fragmentada y compacta. Su secuencia consta de 21 bloques dispersos, con tamafios
entre 40 y 1050 pares de bases, que codifican para proteinas y ARN ribosomal mitocondrial.
Sin embargo, ninguno de estos bloques codifica una proteina 0 ARNr completo; multiples
bloques se ensamblan en configuraciones no aleatorias para formar genes funcionales y ARNr
(Figura 4) (30-32).

Toxoplasma gondii

<] T

Plasmodium falciparum

cytochrome c oxidase lll cytochrome c oxidase | cytochrome b
(coxlll) (coxl) (cob)

Figura 4. Organizacion del ADN mitocondrial en Toxoplasma gondii y Plasmodium falciparum.
Cada flecha de color representa una secuencia codificante para uno de los tres genes mitocondriales.
Extraido de Usey y Huet (2022) “Parasite powerhouse: A review of the Toxoplasma gondii
mitochondrion” (30).

Siendo la cadena de transporte de electrones esencial para la proliferacion de los apicomplejos,
y contando con que las proteinas mitocondriales presentan divergencia respecto a las presentes
en los hospederos que infectan, la mitocondria se considera un objetivo atractivo para el
desarrollo de farmacos (33). En particular, coxIll ha sido identificado como un objetivo clave.
Atovacuona, un farmaco utilizado en la profilaxis y tratamiento de la malaria y la
toxoplasmosis, actla al unirse al complejo citocromo bcl de la cadena de transporte de
electrones, bloqueando la oxidacion de Coenzima Q y provocando la disminucion del potencial
de membrana mitocondrial y la inhibicion de la fosforilacién oxidativa (34—36). Sin embargo,
la r4pida evolucion de la resistencia a la atovacuona, asociada a mutaciones en el gen coxlll,
ha planteado desafios significativos en el tratamiento (37). A pesar de esto, estudios recientes
han demostrado que la combinacion de atovacuona con otros farmacos que ataquen el mismo
componente de coxIll son Utiles para evitar la resistencia (2).
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El hecho de gue la mitocondria sea un blanco validado para drogas, junto con la resistencia a
los farmacos como atovacuona, resalta la importancia de poder abordar en detalle el genoma
mitocondrial de los apicomplejos. La investigacién en este campo promete revelar nuevas
estrategias terapéuticas y para el control de enfermedades parasitarias, asi como prever y
dilucidar los mecanismos de generacion de resistencia.

Sin embargo, la caracterizacion del genoma mitocondrial en T. gondii ha sido complicada por
su complejidad estructural y por la presencia de fragmentos de secuencias de ADN
mitocondrial integrados en el genoma nuclear del parasito, conocidos como fragmentos de
secuencias nucleares de origen mitocondrial (NUMTS). Estos fragmentos pueden interferir con
los métodos de aislamiento y secuenciacion del ADN mitocondrial, asi como con los enfoques
de ensamblaje in silico del genoma (30).

1.2. Secuenciacion de nueva generacion

Desde sus origenes, la tecnologia de lectura de secuencias de ADN ha experimentado una
rapida evolucién hacia lo que desde hace 20 afios se conoce como secuenciacion de nueva
generacion (NGS, por sus siglas en inglés: next generation sequencing). En contraste con el
método tradicional de secuenciacion de Sanger, basado en la elongacién terminal de cadenas
de ADN, los métodos de NGS constituyen diversas estrategias que convergen en la
secuenciacion masiva de millones de fragmentos en simultaneo por cada corrida, permitiendo
el andlisis de genomas completos con una rapidez y asequibilidad comparativamente mucho
mayores (38, 39).

Las primeras plataformas de NGS denominadas ‘segunda generacién’, como por ejemplo
[llumina y lon Torrent, varian en su estrategia y en términos generales constan de
fragmentacion de ADN, reparacion de los extremos del ADN, ligacion de adaptadores, fijacién
a la superficie y amplificacion in situ (40). El factor en comdn entre estas tecnologias es la
lectura de reads de largos Unicamente entre 35-800 pb, apodados por este motivo tecnologias
de short-reads. Estos reads luego son ensamblados computacionalmente para reconstruir la
secuencia de ADN. Por su tamafio, se consideran tecnologias precisas con bajas tasas de error,
aunque presentan dificultades al momento de ensamblar regiones gendmicas repetitivas o
estructuralmente complejas (41).

Recientemente, el desarrollo de plataformas de ‘tercera generacion’ de secuenciacion ofrecen
nuevos alcances que superan las limitaciones de las generaciones anteriores (38). Con
tecnologias de Pacific Biosciences y Oxford Nanopore (ONT) se alcanzan reads de largos
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rondando 10 kb con metodologia de deteccion de secuencia por sintesis o por cambios de
voltaje, sin necesidad de amplificacion ni de fragmentacion del ADN y en un menor tiempo
(42). Aunque el margen de error para reads largos puede ser mayor si se compara con métodos
de reads cortos, los NGS de tercera generacion permiten una mayor profundidad de
secuenciacion y permite identificar estructuras complejas y/o con grandes cantidades de
variantes (40, 43, 44).

1.3. Justificacion del proyecto

En este proyecto se propone la optimizacion de protocolos de enriquecimiento para la
obtencidn de fracciones mitocondriales de poblaciones clonales de T. gondii, la purificacion de
su ADN y su secuenciacion por tecnologias de tercera generacion. El proyecto propuesto surge
de la necesidad de abordar la brecha critica de la comprension del genoma mitocondrial de T.
gondii, el parésito causante de una enfermedad con gran incidencia en el mundo y en nuestro
pais. Dado que este genoma es un blanco validado para el desarrollo de drogas, y que la
resistencia a los farmacos antiparasitarios representa un desafio significativo en el tratamiento
de la toxoplasmosis, el estudio de la variabilidad genética a nivel de la mitocondria se vuelve
crucial. La obtencion de ADN mitocondrial a partir de poblaciones clonales del parésito
habilita la posibilidad de examinar esta diversidad genéticay compararla con la de poblaciones
policlonales, algo que no se ha estudiado hasta el momento.

La aplicacion de herramientas biotecnoldgicas para el enriquecimiento y la secuenciacion del
genoma mitocondrial de T. gondii permitirda una exploracion méas detallada de las
caracteristicas genéticas y evolutivas de este organismo. Ademas, el acceso a reads largos
proporcionadas por tecnologias como ONT ofrece una ventaja significativa sobre los métodos
de secuenciacion de reads cortos, como Illumina, al permitir la resolucion de los bloques que
se encuentran repetidos y fragmentados en el genoma mitocondrial, mejorando asi la calidad y
la completitud de los datos obtenidos. Esta investigacion promete impulsar avances
significativos en la comprension del genoma mitocondrial y en el disefio de estrategias
terapéuticas mas precisas, lo que podria tener un impacto considerable en el tratamiento de la
toxoplasmosis tanto a nivel local como global.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Optimizar herramientas mediante manipulacion genética y enfogques bioquimicos que permitan
la obtencion de fracciones enriquecidas en mitocondrias de Toxoplasma. gondii, con el fin de
mejorar la obtencién de ADN mitocondrial y su secuenciacion por ONT.

2.2. Objetivos especificos
- Generar una cepa transgénica que exprese una proteina mitocondrial fluorescente.

- Optimizar un protocolo de purificacién de mitocondrias por fraccionamiento subcelular
determinando las fracciones enriquecidas en mitocondrias.

- Purificar ADN mitocondrial y determinar su enriquecimiento relativo en fracciones
subcelulares.

- Secuenciar por ONT y llevar a cabo un analisis preliminar de secuencias de genoma
mitocondrial.

- Determinar preliminarmente la variabilidad intra-poblacional en el genoma
mitocondrial secuenciando y analizando el genoma mitocondrial de poblaciones
clonales.

20



3. Metodologia

3.1. Cultivo celular

El mantenimiento de las diversas cepas de T. gondii utilizadas en este trabajo se llevo a cabo
en la linea celular Vero, que se cultivd en botellas con filtro con medio DMEM de Gibco a
37°C en una atmasfera controlada de 5% CO2 y humedad saturada. EI medio se suplementd
cada 500 ml del mismo con 50 ml de suero fetal bovino (10%), 5 ml de penicilina y
estreptomicina y 5 ml de L-glutamina. La cantidad de DMEM en la botella depende de la
superficie de la misma: en una botella T-25 se utiliz6 5 ml de DMEM, para una botella T-75
se utiliz6 12 ml, en una T-175 se utiliz6 30 ml, y en una T-500 se utiliz6 100 ml.

Al obtener una confluencia del 100%, es necesario realizar un pasaje celular para asegurar la
viabilidad de la misma, de lo contrario es posible que las células pierdan adherencia a la botella.
Para el pasaje, se retir6 el DMEM, se lavé la botella con cantidad necesaria de PBS 1X acorde
al tamafio de la botella (e.g. 4 ml de PBS 1X para una botella T-25), y se colocé una cantidad
de tripsina al 0,25% acorde al tamafio de la botella (e.g. 300 pl de tripsina para una botella T-
25). La botella se incubd a 37°C durante 2-5 minutos o hasta asegurar el desprendimiento total
de la monocapa. Se neutralizé la accion de la tripsina con 1,7 ml de DMEM, y se resuspendid
varias veces para asegurar la homogeneidad de las células suspendidas. Con el volumen
resultante se asegurd el pasaje en la misma botella con opcion a expandir la cantidad de
botellas, o suplementar otros cultivos preexistentes con células Vero, o descartar el remanente.

3.1.1. Descongelado y criopreservacion de cepas de T. gondii

Por cada cepa a utilizar se retird el criovial del congelador a -80°C y se deposité en agua
destilada a 37°C. Una vez liquido, se retird el contenido (aprox. 1 ml) y se coloc6 en células
Vero previamente llevadas a confluencia en una botella T-25. A las 24 horas se cambio el
medio de cultivo por 5 ml de DMEM fresco. En los casos en que, al momento de cambiar el
medio de cultivo, se observé al microscopio baja cantidad de células infectadas, el medio se
centrifugo a 400 xg durante 5 minutos, se descarté el sobrenadante y se resuspendio el pellet
en 5 ml de DMEM que se colocé en la T-25.

Para preservar las cepas de trabajo de T. gondii, se retir6 el medio de cultivo de la botellay se
rastrilld exhaustivamente para asegurar el completo desprendimiento de la monocapa. Se
adicion6 una mezcla de DMEM con 10% DMSO, y se colocé la totalidad en crioviales, 1 ml

por criovial. Los crioviales fueron rotulados con el nombre de la cepa, la fecha de congelado,
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el operador, y el nmero de criovial sobre el total de congelados. Se los coloco en el recipiente
de congelacion Mr. Frosty™ de Thermo Scientific™ el cual permite un congelamiento
progresivo de 1°C por minuto, el cual se deposito en el congelador a -80°C. Transcurridas 24
horas, los crioviales se almacenaron permanentemente en cajones rotulados, facilitando la
posterior busqueda.

3.1.2. Infeccién y pasaje de T. gondii

La manutencion de cada cepa de T. gondii se logro infectando una botella con Vero confluentes
al 70-90%. EIl volumen para la infeccién depende de la densidad parasitaria de origen; para
manutencion se infectd con entre 50 — 300 pl. Una vez que los parasitos infectaron y lisaron la
totalidad de las Vero, se infectd una nueva botella con Vero: a cada uno de estos ciclos se les
Ilamo pasajes.

3.1.3. Cepas de trabajo

En el laboratorio se cont6 con diferentes cepas de T. gondii para trabajar. Dos de ellas estan
etiquetadas en la mitocondria: la linea Rieske-HA, proveniente del laboratorio liderado por la
Dra. Lilach Sheiner en la Universidad de Glasgow, marcada en una subunidad proteica de
coxlll; y la linea TgmS35-HA, proveniente del mismo laboratorio, marcada en una subunidad
proteica mitoribosomal. La linea ME49, considerada una linea modelo por ser extensamente
estudiada, altamente patogénica y de facil manejo, también se obtuvo del laboratorio de la
Universidad de Glasgow.

3.1.4. Generacion de poblaciones clonales

Para obtener poblaciones clonales de la linea Rieske-HA de T. gondii, se utilizo el método de
dilucion limite. Se comenzé sembrando HDF con DMEM en una placa de 96 pocillos. Se
empled una linea celular distinta a las Vero para asegurar la viabilidad de las células al alcanzar
el 100% de confluencia de la monocapa. Una vez alcanzada, se sembraron tres concentraciones
diferentes en la placa: la primera concentracion de 30 parasitos/ml (1,5 parésitos por pocillo)
se sembro en 48 pocillos, la segunda concentracion de 100 paréasitos/ml (5 parasitos por pocillo)
se sembr6 en 24 pocillos, y la tercera concentracion de 200 parasitos/ml (10 parasitos por
pocillo) se sembré en 24 pocillos. La placa se incubo dentro de la estufa a 37°C y atmosfera
controlada a 5% de CO2 durante una semana, asegurando que no fuera removida para evitar el
movimiento del medio de cultivo. En el microscopio se marcaron todos los pocillos que
contenian una sola placa de lisis y se incub0 la placa una semana mas. Luego, de los pocillos
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marcados se eligieron los 4 clones mas proliferadores y se escalaron a una placa de 24 pocillos
con células Vero. Una vez que se observo la lisis total de los pocillos en dicha placa, se escald
a una botella T-25 con células Vero.

3.1.5. Escalado de produccion de parasitos

Se comenz6 con una T-25 infectada con la cepa elegida para ser escalada. Cuando la lisis fue
total en la botella, se infectd, con todo el volumen, una nueva botella T-75 con células Vero en
100% de confluencia. Para escalar a una T-175, se necesitd nuevamente la lisis total o
practicamente total de las VVero. Para esto, se esper0 entre 3-5 dias, dependiendo de la densidad
parasitaria. Cuando se produjo la lisis, se escal6 a una T-175 con Vero en 100% de confluencia.
De la misma manera, se escal6 infectando una botella T-500 con Vero en 100% de confluencia.
Notese que fue posible escalar a botellas con Vero con confluencia menor al 100%, o escalar
sin haber logrado la totalidad de la lisis de Vero, pero esto demostré afectar la densidad
parasitaria final.

T-500

T-175

T-75

Figura 5. Representacion grafica del escalado; de izquierda a derecha: T-25, T-75, T-175, T-500.
3.1.6. Tratamiento de contaminacion con micoplasma

En cultivos contaminados con micoplasma, se realiz6 un cambio de medio y se adiciond el
antibiotico sparfloxacina utilizando 34 pl por cada ml de DMEM de un stock a una
concentracion de 2 mg/ml en DMSO. Este antibidtico ha demostrado ser efectivo en el
tratamiento de apicomplejos infectados con micoplasma (45). Con cada pasaje, el cultivo se
tratd hasta llegar a 4 pasajes, luego de los cuales el cultivo no presentd rastros significativos de
micoplasma en el analisis por PCR.
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3.2. Generacion de linea transgénica fluorescente = ME49-
pTub_HSP60_RFP_SagCATSag

3.2.1. Transformacién del plasmido pTub_HSP60 RFP_SagCATSagen
bacterias DHSa

Se comenzo purificando el plasmido pTub_HSP60_RFP_SagCATSag almacenado en papel de
filtro proveniente del laboratorio liderado por la Dra. Sheila Nardelli (Instituto Carlos Chagas-
FIOCRUZ). Se incub6 un pequefio trozo del papel en un tubo de 1,5 ml con 1 ml de agua
ultrapura durante 5 minutos a 37°C para permitir que el plasmido difunda. Con una alicuota de
25 ul de bacterias DHS5a en hielo, se adicion6 un volumen de plasmido previamente colocado
en hielo equivalente al 10% de volumen de bacterias para cuidar la presion osmética y se
mezclo con la punta. Se incubd en hielo durante 5-15 minutos y se procedio a realizar un shock
térmico durante 30 segundos a 42°C. Luego, se incub6 con 500 ml de LB a 37°C en agitacion
durante 1 hora. Se realizd una centrifugacion de 1 minuto a 4000 xg y se descartd el
sobrenadante, dejando un poco de volumen para permitir el pipeteo. EI volumen restante se
resuspendio y plaqued en placas de Petri con LB selectivo con ampicilina, y se incubo en estufa
a 37°C durante 24 horas.

Entre mecheros, se trasvasé 100 ml de LB a un frasco conico y se adiciond 100 pl de ampicilina
(1000X). De las placas de Petri, se escogio una colonia para escalar; se toco la colonia con una
punta y se mezclé dentro del frasco conico. El frasco se cubrid con algodon y papel y se llevo
al agitador a 37°C ON. Posteriormente, se trasvasé el medio a dos tubos de 50 ml y se
centrifug6 10 minutos a 4000 xg, luego de la cual se descartd el sobrenadante.

3.2.2. Purificacion con Maxiprep

La purificacién del plasmido se llevo a cabo utilizando el kit PureLink™ HiPure Plasmid Filter
Maxiprep kit de Thermo Scientific™ y siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
se adiciond 30 ml de buffer de equilibracion a la columna de filtracion y se dejé drenar por
gravedad. Se adicion6 10 ml de buffer de resuspension al pellet celular y se homogeneizé la
suspension sacudiendo suavemente el tubo. Luego, se agregd 10 ml de buffer de lisis y se
mezclé invirtiendo suavemente el tubo, incubando la solucion homogénea durante 5 minutos.
Se afiadié 10 ml de buffer de precipitado e inmediatamente se mezclé invirtiendo el tubo. El
lisado precipitado se transfirié a la columna'y se dejo filtrar por gravedad. Se lavé la columna
con 50 ml de buffer de lavado y se descarto6 el percolado. Para eluir el plasmido, se colocé un
tubo de 50 ml debajo de la columna, se completd la columna con 15 ml de buffer de elucién y
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se dejo drenar por gravedad. La precipitacion del material genético se llevé a cabo agregando
10,5 ml de isopropanol al eluido, mezclando y centrifugando a 12.000 xg durante 30 minutos
a 4°C. Al pellet sin sobrenadante se le adicion6 5 ml de etanol 70% y se centrifugd a 12.000
xg durante 5 minutos a 4°C. Finalmente, una vez removido el sobrenadante, se dejo secar el
pellet durante 10 minutos y se agrego6 200 ul de buffer TE.

El plasmido se llevd al espectrofotdmetro NanoDrop™ 1000 de Thermo Scientific para
cuantificar. Se colocd primeramente 1 pl de buffer TE como blanco y luego se midi6 el

contenido genético resultante de la purificacion con 1 pl del precipitado.

3.2.3. Digestion del plasmido pTub_HSP60_ RFP_SagCATSag

Para poder comparar la integridad del plasmido al ADN, se digiri6 el plasmido
pTub_HSP60_RFP_SagCATSag para obtener al mismo linealizado. Primero se observo el
mapa de la secuencia del plasmido con el programa ApE (A plasmid Editor) para escoger una
enzima segun el sitio de corte (Anexo 1). Se escogid la enzima Notl por tener un sitio de corte
que no sobrelapa con el vector de interés, pero no cortar ninguna secuencia sensible presente
en el plasmido y por ser una enzima que se encuentra disponible en el laboratorio: Notl-HF
(High Fidelity) de New England Biolabs. En un tubo de 1,5 ml, se colocaron 5 pl de plasmido
de concentracion 2752 ng/ml, 2 ul de buffer rCutSmart™ de New England Biolabs, 2 ul de
enzima Notl-HF y 11 ul de agua ultrapura. El total del volumen resultante se incubd a 37°C
por 2 horas y se procedid con la precipitacion, guardando antes 1 pl para un gel verificador de
la digestion. Se agregd 180 ul de agua ultrapura, 400 pl de etanol 100% y 20 ul de acetato de
sodio 3M y pH 5. El plasmido lineal precipitado se almaceno a -20°C; al momento de su

utilizacion se centrifugd a 12000 xg durante 5 minutos y se adicion6 100 pl de etanol 70%.

3.24. Nucleofeccion de la cepa ME49 con
pTub HSP60 RFP_SagCATSag circulary lineal

La nucleofeccion se lleva a cabo en el 4D-Nucleofector™ de Lonza, con los materiales y
reactivos correspondientes al kit P3 Primary Cell 4-D Nucleofector™ X Kit L. Se partio de un
cultivo de parasitos tanto extracelulares como intracelulares de la cepa ME49. Se rastrillo la
botella para desligar las células de la superficie, y se rompi6 las células usando una jeringa de
26 G de 1 ml, jeringueando tantas veces como por ml haya en el medio. En un tubo estéril, se
coloco un filtro de 3 pm y se pasé el medio por el mismo para filtrar los restos celulares. Del
medio resultante, se tomd 10 pl para contar en camaras descartables Fast-Read® 102 de
Biosigma. Para una nucleofeccion exitosa se necesita 1x107 parasitos por ml; en caso de tener
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menos, se centrifuga y resuspende en el volumen necesario para concentrar. Se centrifugé para
remover el medio de cultivo y se resuspendio en 80 pl de buffer P3 originario del kit comercial.
Por otro lado, en un tubo de 1,5 ml se mezcld 20 ul de buffer P3 con 2 pl de plasmido circular
o lineal, se afiadio la resuspension de parasitos y se mezclé para asegurar la integracion de los
componentes. Los 100 pl resultantes se colocaron dentro de la ranura de la nucleocubeta, la
cual se cerrd y se le dio suaves golpes para asegurar la ausencia de aire debajo de la ranura. La
nucleocubeta se coloco en el equipo, el cual se program6 con pulso de codigo EA-100. El pulso
se corrio dos veces para asegurar una nucleofeccién efectiva. EI volumen total se retird y se
incubo durante 24 horas con Vero de confluencia 70-80%. Posteriormente, se agregd 1 ul de
cloranfenicol a 34 mg/ml cada 5 ml de DMEM para promover la seleccién de los parasitos
transfectados, ya que el plasmido escogido posee resistencia al antibidtico. El proceso de
seleccién debi6 atravesar como minimo 5 pasajes para asegurar la seleccion.

3.25. Citometria de flujo y sorting de los parasitos ME49-
pTub_HSP60 RFP_SagCATSag circulary lineal

Una vez que los parasitos se encuentran seleccionados, se procedid a realizar un analisis por
citometria de flujo y posterior cell sorting en el BD FACSAria™ Fusion de BD Biosciences
para obtener poblaciones parasitarias fluorescentes enriquecidas. Se partié de cultivos de los
paréasitos ME49-pTub_HSP60_RFP_SagCATSag circular, ME49-
pTub_HSP60_RFP_SagCATSag lineal, y ME49 como control. Al estar en condiciones intra 'y
extracelulares, se debid rastrillar, jeringuear y filtrar los cultivos. Se infect6 botellas con Vero
con los parasitos ME49-pTub_HSP60_RFP_SagCATSag lineal y circular para continuar con
la linea parental previa al sorting. Los sobrenadantes con parasitos se colectaron en tubos con
tapa a presion de fondo redondo de 8 ml, compatibles con los soportes del sorter. La
manipulacion y manejo del citdmetro de flujo y sorter se llevo a cabo por Paula Céspedes, la
técnica responsable del equipo.

3.3. Evaluacion de la linea de trabajo de T. gondii para la purificacion de
mitocondrias

Para poder llevar a cabo el protocolo de purificacion y analizar su rendimiento, se debe trabajar
con una de las lineas con proteinas mitocondriales etiquetadas. Para poder escoger entre ambas,
se sometieron a pruebas de Inmunofluorescencia Indirecta y Western Blot para confirmar la
presencia del HA tag en las proteinas de interés y confirmar su correcta expresion.
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3.3.1. Inmunofluorescencia indirecta

Para la Inmunofluorescencia Indirecta, se colocaron cubreobjetos circulares en dos pocillos de
una placa de 6 pocillos, en los cuales se agregé 1 ml de DMEM con Vero. Transcurridas 24
horas, los pocillos se infectaron con 10-20 ul de Rieske-HA y TgmS35-HA respectivamente y
a las 24 horas se observo para confirmar la presencia de parasitos intracelulares en el cultivo.
Se retir6 el medio de cultivo, se lavo con 1 ml de PBS 1X y se fijé con 1 ml de metanol al
100% previamente enfriado en hielo. Pasados 5 minutos, se retiro el metanol y se lavo con 1
ml de PBS 1X. Para evitar las interacciones no especificas, se bloqueé con BSA 3% en PBS
1X durante 10 minutos. Retirada la solucién de bloqueo, se diluyeron los anticuerpos primarios
en solucion de blogqueo: se coincubo durante 1 hora a temperatura ambiente Rabbit anti-H2Bz
(cedido por la Dra. Laura Vanagas, del INTECH-Chascomus) en una dilucion 1:1000 para
localizar la membrana y Rabbit anti-HA (Cell Signaling, Cat #3724S) en una dilucion 1:200
para localizar la proteina mitocondrial correspondiente. Se realizaron 5 lavados de 5 minutos
cada uno con 1 ml de PBS 1X para remover uniones inespecificas. Luego, se coincubaron los
anticuerpos secundarios diluidos en solucion de bloqueo durante 1 hora y protegidos de la luz:
se utilizaron los anticuerpos Goat anti-Rabbit AlexaFluor 488 (Invitrogen) y Goat anti-Mouse
AlexaFluor 594 (Invitrogen) . Finalizada la incubacion, se realizaron 5 lavados de 5 minutos
cada uno con 1 ml de PBS 1Xy se retiraron los cubreobjetos cuidadosamente con una pinza 'y
aguja. Cada cubreobjetos se coloco boca abajo en un portaobjetos con una gota de medio de
montaje Fluoroshield™ with DAPI de Sigma-Aldrich. EI DAPI en el medio de montaje asegura
la tincion del ADN por su propiedad de union a regiones ricas en adenina y timina del ADN.
Cada cubre se observo al microscopio de epifluorescencia (Olympus) utilizando un objetivo de
100x y aceite de inmersion.

3.3.2. Western blot

Para el analisis por Western Blot, se comenzo elaborando un gel SDS-Page al 12% para la
desnaturalizacion y separacion de las proteinas a analizar. Se prepararon las soluciones de
stacking y resolving segun las cantidades que figuran en la Tabla 1. Los agentes polimerizantes
TEMED y APS debieron ser adicionados justo antes de colocar las soluciones en el molde de
vidrio para evitar la polimerizacion precoz.

Tabla 1. Receta de los componentes para la elaboracién del gel SDS-Page 12% de 1 mm de espesor.

Compuesto Resolving Stacking
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Acrilamida 30% 6 ml 1,98 ml

Tris 1M pH 8,6 1,89 ml
Tris 1,5M pH 8.8 3,75 ml

SDS 10% m/v 150 ul 150 ul
Agua UP 5,02 ml 10,89 ml
EEME)D (adicionado 7.5 ul 15 ul
APS 10% m/v (adicionado 75 ul 75 ul
altimo)

A pellets de muestras de TgmS35-HA, Rieske-HA vy control negativo (cepa de T. gondii sin
marcar) se les adicion6 50 ul de agua 'y 150 ul de buffer de carga 4X. El buffer de carga contiene
buffer de lisis para degradar las muestras. Se agujeraron las tapas de los tubos con una aguja y
se hirvieron las muestras 5 minutos a 100°C en el termobloque.

Se utilizé el sistema electroforético vertical de Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra System, que se
ensambl6 con buffer de corrida 1X. Se procedio a cargar 20 pl de las muestras por pocillo y 5
ul del marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder de Thermo
Scientific™, La composicion del buffer de corrida, junto con la de los demas buffers y
soluciones del protocolo, se encuentran en el Anexo 2. La fuente se configur6 a 70 V hasta que
el frente de corrida llegue al resolving, donde se aument6 a 120 V. La corrida se detuvo antes
de que el frente de corrida se salga del gel.

Posterior a la corrida, se ensamblé el sandwich de transferencia hidratado con buffer de
transferencia y con la membrana dentro, asegurando la ausencia de burbujas. El gel se coloco
sobre la membrana, se cerr6 el sdndwich y se ubicé en la cuba. Para mantener el frio, se
adicionaron bolsas de gel dentro de la cuba, que se situ6 dentro de una heladera de Telgopor
para asegurar el frio. La fuente se configur6 a 100 V y se dejé transferir por una hora. Luego,
se tifiio la membrana con rojo Ponceau para verificar la calidad de la transferencia y se lavo la
tincion con sucesivos lavados de agua tibia hasta notar la decoloracion de la membrana. Se
bloqued con la solucion de bloqueo PBS 1X con 5% de leche durante 1 hora en el agitador y
se hicieron 3 lavados de 15 minutos con solucion de lavado. Despues, se corto la membrana a
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la altura de 25 kDa. Esta fraccidn con proteinas de 25 KDa o0 mas, se incub6 ON a 4°C con el
anticuerpo primario Rabbit anti-HA, a una dilucién 1:1000.La fraccion con proteinas menores
a 25 kDa se incub6 con el anticuerpo primario Rabbit anti-H2Bz en una dilucién 1:2000. La
incubacion con Rabbit anti-H2Bz se emplea como control, ya que marca las histonas nucleares.
Subsiguientemente, se hicieron 3 lavados de 15 minutos con solucion de lavado y se procedid
a incubar las dos fracciones durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario Goat anti-Rabbit HRP en una dilucion 1:10000. La membrana se lavo 3 veces con
solucion de lavado durante 15 minutos y se procedié a visualizar la membrana en el Amersham
ImageQuant ™ 800.

3.4. Purificacién de mitocondrias por fraccionamiento subcelular

El protocolo de purificacion de mitocondrias de T. gondii se optimizé siguiendo el propuesto
por el laboratorio liderado por la Dra. Lilach Sheiner de la Universidad de Glasgow (33).

3.4.1. Preparacion de buffers

Para este protocolo, se utilizaron los buffers previamente establecidos por el protocolo
anteriormente mencionado. La composicion de cada buffer se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion de buffers para el protocolo de enriquecimiento de mitocondrias

Buffer Componente

Buffer de lisis 50 mM HEPES-KOH ph 7,4

210 mM D-manitol

70 mM sacarosa

1 mM EGTA

5>mM EDTA

10 mM KCI

1 mM DTT (adicionado el dia del experimento)
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1 tableta cOmplete™ Protease Inhibitor * (cada
50 ml) (adicionado el dia del experimento)

Buffer de gradiente 2X 0,6 M D-manitol

20 mM TES-KOH pH 7,5

0,2% m/v BSA

Buffer de resuspension y 20 mM HEPES-KOH pH 7,4
almacenamiento

2mM EDTA

250 mM sacarosa

Buffer de lavado 0,3 M sacarosa

10 mM TES-KOH pH 7,5

Solucién de lavado PBS 1X

0,05% Tween

* Roche

3.4.2. Cosecha

Se partié de dos botellas T-500 infectadas con Rieske y en lisis casi total de la monocapa de
Vero. Se recolectd el sobrenadante en tubos de 50 ml, se tripsinizé con 15 ml de tripsina 0,25%
por botellay luego de 5 minutos se neutralizé la tripsina con 15 ml de DMEM, recolectando la
totalidad del medio liquido en tubos de 50 ml. Se realiz6é un lavado con 20 ml de PBS 1X para
colectar los parasitos que permanecieran en las botellas. Todo sobrenadante colectado se
disgrego con una jeringa de 26G y se filtro con un tamafo de poro de 3 um para remover la
mayor cantidad posible de detrito celular. Los tubos con medio se centrifugaron a 1500 xg
durante 15 minutos a 4°C y se descarto el sobrenadante. De este paso en adelante, los parasitos
permanecieron en hielo en todo momento. Se resuspendieron los pellets en 5 ml de PBS 1X 'y
se combinaron en un solo tubo de 50 ml. Se centrifugd nuevamente a 1500 xg por 15 minutos
a 4°C y se descartd el sobrenadante. El pellet resultante se peso y se resuspendié en 20 ml de
PBS 1X. Se extrajo una alicuota para hacer un recuento en una dilucion 1:100. Se colocaron

10 pl en una camara descartable Fast-Read® 102 de Biosigma, se cont6 y se calculé el nmero
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de parésitos totales. Se repitié la centrifugacion a 1500 xg durante 15 minutos a 4°C y se
descartd el sobrenadante. Luego se resuspendid en buffer de lisis respetando una relacion de 1
x 10° parésitos por cada ml de buffer de lisis.

3.4.3. Ruptura por descompresion de nitrdgeno

El aparato de descompresion de nitrogeno (de ahora en mas cavitador) se ensambl6 de manera
que el recipiente permanezca sumergido en hielo en todo momento. Los parasitos se colocaron
dentro del cavitador y se incubaron durante 15 minutos a una presion de 2500 Psi, equivalente
a 17200 kPa. Luego, se coloco un tubo de 50 ml a la salida del cavitador y se liberd la presion
lentamente y con cautela. Se destinaron 10 ul del lisado para contar los parasitos una camara
descartable Fast-Read® 102 de Biosigmay calcular el porcentaje de lisis mientras que el lisado
se centrifug6 a 1500 xg durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante, que contiene las
mitocondrias, se trasvasé a un tubo de 50 ml y se mantuvo en hielo. El pellet se resuspendio en
buffer de lisis fresco y se colocd nuevamente en el cavitador para repetir el proceso dos veces
mas, o hasta alcanzar un porcentaje de lisis de 95%. El pellet del Gltimo paso de centrifugacion
se almacend a -20°C para su posterior analisis. El tubo conteniendo sobrenadante se centrifugd
a 1500 xg durante 15 minutos a 4°C; en caso de observar pellet, se adiciond al pellet del ultimo
paso de centrifugacion.

3.4.4. Centrifugacion diferencial

El sobrenadante se colocd en un tubo JA25.50 de polialomero apto para altas velocidades
preenfriado, y se centrifugd a 16000 xg durante 30-60 minutos a 4°C. El pellet resultante se
resuspendio en 0,5 de buffer de lavado, o en caso de necesitar parar el protocolo, en buffer de
resuspension y almacenamiento.

3.4.5. Gradiente de Percoll

Se prepararon soluciones de Percoll al 18, 23 'y 40% con el buffer de gradiente 2X. Se ensambld
la gradiente por duplicado en tubos aptos para ultracentrifuga (poner nombre del tubo y
especificaciones) con 4 ml de la solucién al 40% en la base, 3 ml de la solucion al 23% en el
medio, y 4 ml de la solucion al 18% por encima. La muestra se coloco en un unico tubo, y se
nivelo el peso de los tubos con una sensibilidad de 0,0001 g. Se colocaron los tubos en el rotor
SW41 Ti Swinging-Bucket de Beckman Coulter, y se centrifugaron en la ultracentrifuga
Optima XPN-100 de Beckman Coulter a 18000 rpm (aprox. 40000 xg) durante 30 minutos a
4°C, con freno en nivel 8.
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Con cuidado, se retird el tubo con la muestra en el gradiente de Percoll y se pipetearon
fracciones de 600 pl desde la parte superior del tubo a 20 tubos de 1,5 ml. Se adicion6 buffer
de lavado a completar el volumen de cada tubo y se lavé dos veces a 18000 xg durante 20
minutos a 4°C, o hasta obtener un pellet s6lido y definido. Las fracciones se resuspendieron en
80 ul de buffer de lavado y se almacenaron a -20°C para su posterior analisis.

3.4.6. Andlisis de las fracciones

Las fracciones se sometieron a un analisis por Western Blot para identificar aquellas con mayor
proporcion de ADN mitocondrial en relacion con el ADN gendmico. Se utilizé como input el
pellet resultante del cavitador, y como control positivo a un pellet tomado de un cultivo de
parasitos frescos. A ambos pellets se les adicioné 80 pl de buffer de lavado, y a todas las
muestras sometidas se les agregd 150 pl de buffer de carga. En un gel de poliacrilamida 12%
de 1 mm de espesor, se cargd 20 pl de cada muestra y 5 pl del marcador de peso molecular
PageRuler™ Prestained Protein Ladder de Thermo Scientific™, y se corrié a 80 A. Una vez
que se obtuvo la resolucidn deseada, se detuvo la corrida y se procedié a transferir el gel a una
membrana de nitrocelulosa ON en camara fria. Se bloque6é la membrana con solucién de
bloqueo durante 1 hora en el agitador, y se lavd tres veces con solucion de lavado por 15
minutos. Se incub6 la membrana con el anticuerpo primario Rabbit anti-HA en una dilucién
1:1000 durante una hora. Posteriormente, se repitieron los tres lavados de 15 minutos y se
incubd con el anticuerpo secundario Goat anti-Rabbit conjugado con HRP en una dilucion
1:10000 durante una hora. Se lavé tres veces y se visualizé la membrana en el ImageQuant 800
(Amersham).

La membrana se volvié a incubar con el anticuerpo primario anti-H2Bz en una dilucion 1:2000;
previo a esto se bloqued durante 1 hora en el agitador y se lavd tres veces por 15 minutos.
Luego de la incubacion con el anticuerpo primario, se repitio el proceso de lavado y se incubd
con el anticuerpo secundario Goat anti-Rabbit conjugado con HRP en una dilucién 1:10000
durante una hora. Previo al revelado se lavo la membrana tres veces durante 15 minutos.

Para poder estimar de manera semi-cuantitativa los resultados por Western blot, se cuantificd
la intensidad Optica de las bandas correspondientes a la sefial anti-HA y anti-H2Bz con la
herramienta ImageJ (version 1.53) para obtener una relacion entre las sefiales (46). Con el
programa se define la region de interés y mediante la herramienta rectangular se enmarca la
banda mas grande de la region. Este marco se utiliza para tomar la media del ‘valor gris’ de
cada banda. Los datos se exportan a una planilla de trabajo para ser procesados y obtener un
ratio para la cuantificacion.
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3.4.7. Obtencién y Analisis del ADN obtenido por fraccionamiento
subcelular

Las fracciones que se observaron con una mayor proporcion de contenido proteico
mitocondrial en relacion con el contenido gendmico fueron seleccionadas para una purificacion
de ADN y posterior analisis por PCR de los genes mitocondriales. También se selecciond una
fraccion que presentara bajo contenido proteico, como control. La purificacion se llevo a cabo
utilizando el kit Quick-DNA™ Miniprep Plus kit de Zymo Research y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, al volumen de 60 pl de cada fraccion se adiciond 60
ul de BioFluid & Cell Buffer y 6 ul de Proteinasa K; en caso de tener un volumen mayor o
menor se ajustaron proporcionalmente las cantidades. El contenido se mezclo y se incubo a
55°C durante 10 minutos. A la muestra digerida se agreg6é 1 volumen de Genomic Binding
Buffer y se mezclo, para luego, transferir la mezcla a una columna Zymo-Spin™ con un tubo
de recoleccién y centrifugar a 12000 xg durante 1 minuto. El tubo de recoleccién se cambio
por uno nuevo y se agreg6 a la columna 400 pul de DNA Pre-Wash Buffer para volver a
centrifugar a 12000 xg por 1 minuto. El tubo de recoleccion se vacio, se adicion6 700 pl de g-
DNA Wash Buffer a la columna y se centrifugd a 12000 xg por 1 minuto. Este paso se repitid
con 200 ul de g-DNA Wash Buffer, y se descartd el tubo de recoleccion posterior al
centrifugado. Se afiadi6 60 pl de agua UP en la columna, se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente, y se colocé la columna en un tubo de 1,5 ml para centrifugar a maxima
velocidad por 1 minuto y asi eluir el ADN. Se cuantifico el ADN obtenido en el
espectofotometro NanoDrop™ 1000 de Thermo Scientific.

En caso que se obtengan concentraciones de ADN muy bajas y no sea posible alcanzar la
concentraciéon ideal para la secuenciacion de 400 ng en 7,5 pl, se realizd6 un paso de
precipitacion de ADN. Primero se juntd el volumen de ADN de las fracciones en un solo tubo
de 1,5 ml. Se adicion0 al tubo 2 volumenes de etanol absoluto y 0,1 volimenes de acetato de
sodio, y se incub6 2 horas a -20°C. Luego se centrifugd a maxima velocidad por 15 minutos a
4°Cy se retir6 el sobrenadante. El pellet de ADN se lavo con 1 ml de etanol 70% y se centrifugd
a maxima velocidad por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se retir6 el
sobrenadante, se dejé secar el pellet por 5-20 minutos a temperatura ambiente, y se adicionaron
20 pl de agua UP. Se cuantifico el ADN obtenido en el espectofotémetro NanoDrop™ 1000
de Thermo Scientific.

El ADN purificado se llevd al andlisis por PCR semi-cuantitativa para determinar el
enriquecimiento relativo del ADN mitocondrial. Se utilizaron primers que amplifican los tres
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genes mitocondriales de T. gondii: coxl, coxlll, y cob, cuyas secuencias se encuentran
detalladas en la Tabla 3. Como control del contenido de ADN gendmico, se utilizaron primers
de ADN nuclear cocl y coc2. Como control positivo se utilizé un pellet de parésitos.

Tabla 3. Secuencias de primers Fw y Rv para la amplificacién de los genes mitocondriales

Primer Secuencia

primer forward: 5> ATG ATT GCT GTA CAC CAC CAC ¥’

o primer reverse: 5° GAG ATA GAA TGT AAC GTG GATC 3’
primer forward: 5> TGT CTT TTA TCG GTG TGC TCT 3’
i primer reverse: 5> GTA TAA GCA TAG AAC CAA TCC GG 3’
primer forward: 5 ACA CTT TTA GCT GTC TTA AGC AG 3’
coxlIll

primer reverse: 5> AAT AGA ACC AAT TGA ACA CCATG 3

Los componentes para cada muestra de la PCR se detallan en la Tabla 4. La cantidad de ADN
molde a ser utilizada se calcul6 segun la concentracién de cada fraccion, sin poner un volumen

mayor a 8 pl. Se utilizé la configuracion de ciclado detallada en la Tabla 5

Tabla 4. Componentes de la PCR semi-cuantitativa

Componente Cantidad
MangoMix™™* 10 ul
ADN molde 150 ng
Primer Fw 1 ul
Primer Rv 1 ul
Agua UP A completar 20 pl
* Bioline
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Tabla 5. Programa de PCR

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion incial 94°C 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Annealing 50°C* 30 segundos 30
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 5 minutos 1

* La temperatura de annealing de los primers control se sete6 a 55°C.

Una vez amplificado el ADN se visualizé mediante un gel de agarosa-TAE 1% m/v, donde se
sembraron 10 pl de muestra en cada pocillo y 7 pl de marcador de peso molecular GeneRuler
1 kb Plus. A partir de los resultados obtenidos se escogen las fracciones con mayor
enriquecimiento relativo para proceder con la secuenciacién

3.5. Secuenciacion

Para la generacion de la libreria, se siguieron las especificaciones del kit ONT (SQK-NBD
114.24). En tubos de 0,2 ml se coloco 7,5 ml de ADN (a una concentracion maxima de 400 ng)
y se adiciond por cada muestra 2,5 ml una secuencia de barcode distinta, que contiene su propio
mix de fragmentacion. Se mezclo por flicking, evitando el pipeteo, y se bajo con un spin de 10
segundos para ser posteriormente incubado a 30°C por 1 minuto y 80°C por 1 minuto. Los
tubos se retiraron y dejaron en hielo 5-10 minutos para enfriarlos. En un tubo de 1,5 ml, se
juntaron las muestras colocando 10 pl cada una y se agregd 1 pl de Rapid Adapter (RAP). El
tubo se incubd 5 minutos a temperatura ambiente y se llevo al hielo hasta su carga en la flow
cell.

La secuenciacion de la libreria se llevé a cabo utilizando las flow cells (Flowcell R9.4),
siguiendo el protocolo propuesto por ONT, en el equipo GridlON. El basecalling se realiz6 con
el software MinKNOW™ de ONT. Los datos fueron extraidos mediante ssh del servidor del
secuenciador.
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4. Resultados y Discusién

4.1. Generacion de linea transgénica fluorescente  ME49-
pTub HSP60 RFP_SagCATSag

4.1.1. Citometria de flujo

Con el objetivo de evaluar la generacion de lineas transgénicas fluorescentes de inserto
linealizado y no linealizado para un posterior enriquecimiento por sorting, las lineas se
sometieron a citometria de flujo para confirmar que los parésitos seleccionados con antibi6tico
también presentan fluorescencia roja a nivel de la mitocondria. La estrategia de gating y los
resultados por cada linea se visualizan en las figuras 6 y 7. Como blanco para el andlisis, se
tomaron parésitos de la linea ME49 wild type (Anexo 3).

A) B)

Specimen _001-lineal +DAP!

Specimen _001-lineal +DAP

0
FSC-A

Specimen _001-lineal +DAPI

Muerte

2 0 . S
a5 Dapa " "

E) Tube: lineal +DAPI
Population #Events %Parent %Total
W 2 Events 32.791 suux| 100.0
[] Toxo totales 16.292 497 497
[l Singuletes 15,674 96.2 478
[0 Muerte 6.891 440 210
[ Vivos 8.494 542 259
B mCherry + 14 0.2 00
RBei 7616 486 232

Figura 6. Estrategia de gating y resultados del andlisis por citometria de flujo de la linea ME49-
pTub_HSP60_RFP_SagCATSag lineal. A) Dot plot de side scatter (SSC-A) y forward scatter (FSC-
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A) para ordenar por complejidad y poder seleccionar los parasitos y excluir restos celulares. B) Dot plot
de forward scatter de altura (FSC-H) y forward scatter de area (FSC-A) para seleccionar Unicamente
singuletes. C) Dot plot de SSC-A y DAPI-A para seleccionar lo que corresponde a parasitos vivos, en
rojo. D) Dot plot de SSC-A y fluorescencia roja, para seleccionar los parasitos vivos que presentan
fluorescencia roja (etiquetados como mCherry +). E) Resultados porcentuales y numéricos de cada
gating aplicado.

Cada poblacion de parasitos transfectados se separd en funciéon de complejidad y tamafio,
eliminando restos celulares y dobletes. Se utilizé el agente intercalante DAPI como marcador
de viabilidad para poder separar entre parasitos vivos y muertos, y finalmente se excitd a una
longitud de onda de 595 nm y se detecto la emision de fluorescencia a 617 nm para poder
dilucidar entre los parasitos con mitocondria fluorescente roja.

En la figura 6A, se observa una pronunciada presencia de detrito celular en la muestra pese a
contar con pasos de jeringueo Yy filtracion previo al andlisis. La informacion en 6E comprueba
que aproximadamente el 50% de la muestra se estimo como restos celulares, una cifra elevada
para los estandares que se acostumbra manejar. Por mas que sea posible el analisis gracias a la
estrategia de gating, partir de una muestra con tanto detrito puede tener repercusiones en el
resto del analisis. Es posible que los filtros de 3 um utilizados no se hayan encontrado en las
mejores condiciones al momento de filtrar, lo que incidiria en la presencia de contaminantes,
0 que los restos celulares detectados fueran menores a este tamario.

El dot plot de la figura 6C presenta una viabilidad del 54,2% de los parasitos analizados. Una
posible explicacion que justifique tanta presencia de parasitos muertos es que los mismos
acabaran de atravesar un arduo proceso de seleccion con el antibiotico cloranfenicol y
comenzaron a proliferar nuevamente no muchos dias antes del andlisis de citometria de flujo,
por lo que la numerosa presencia de parasitos muertos en el medio de cultivo podria ser normal.
Asi mismo, lo detectado podria corresponder a restos de célula hospedera.

La figura 6D ilustra como, a pesar de tener méas de 8000 parasitos vivos que sobrevivieron a la
seleccion con cloranfenicol, la cantidad de estos, que presenta fluorescencia roja es
practicamente nula. EI hecho que hayan perdurado a través de numerosas rondas de seleccion,
permite pensar que la nucleofeccion fue exitosa en la insercion de la resistencia a cloranfenicol,
pero que no se haya insertado la fluorescencia. Alternativamente, podria considerarse que la
expresion constitutiva de una proteina fluorescente puede resultar deleterea para los paréasitos,
por lo que podrian “silenciar” la expresion de la HSP60 RFP por medio de mecanismos
epigenéticos incorporando de todas maneras el gen de resistencia. También es posible que los
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parasitos hayan incorporado por si solos la resistencia a cloranfenicol (desarrollando resistencia
espontanea).

Con tan escasa cantidad de parasitos que presentan fluorescencia, se optd por no continuar con

el sorting, ya que es posible que no se obtenga un enriquecimiento si se parte de cantidades
semejantemente bajas.

A)

Specimen 001-NO lineal + DAP|

Specimen 001-NO lineal + DAP|

10 10° 102 10° .
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DAPI-A e PE-Texas Red-A

E) Tube: NO lineal + DAPI
Population #Events %Parent %Total
B A Events 24 501 suus| 1000
[[] Toxo totales 16.498 673 673
[l Singuletes 15,982 969 652
[ Muerte 3,726 233 152
3 Vivos 11,906 745 486
Bl mCherry + 6 0.1 0.0
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Figura 7. Estrategia de gating y resultados del analisis por citometria de flujo de la linea ME49-
pTub_HSP60_RFP_SagCATSag circular. A) Dot plot de side scatter (SSC-A) y forward scatter
(FSC-A) para ordenar por complejidad y poder seleccionar los parasitos y excluir restos celulares. B)
Dot plot de forward scatter de altura (FSC-H) y forward scatter de area (FSC-A) para seleccionar
Unicamente singuletes. C) Dot plot de SSC-A y DAPI-A para seleccionar lo que corresponde a parasitos
vivos, en rojo. D) Dot plot de SSC-A y fluorescencia roja, para seleccionar los parésitos vivos que
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presentan fluorescencia roja (etiquetados como mCherry +). E) Resultados porcentuales y numéricos
de cada gating aplicado.

Para la linea transfectada con un plasmido circular (Figura 7), se obtuvieron resultados
similares a los de la linea transfectada con un plasmido lineal (Figura 6), salvo leves diferencias
numeéricas. Notablemente, partiendo de la misma cantidad de T. gondii totales, se obtuvo una
mayor cantidad de parasitos vivos con la linea de pldsmido circular, aunque la cantidad de
pardsitos que presentan fluorescencia es menor. Por esta razén, se sacan las mismas
conclusiones que las declaradas anteriormente: o solo se dio la insercion de la resistencia a
cloranfenicol, o los parasitos desarrollaron esta resistencia de manera espontanea.

Lamentablemente, y a pesar de reiterados intentos, no fue posible generar una linea
fluorescente de T. gondii utilizando tanto plasmido circular como plasmido linealizado, ni
diferenciar si existe algun beneficio al utilizar uno de estos plasmidos sobre el otro en la
nucleofeccion.

4.2. Evaluacion de la linea de trabajo de T. gondii para la purificacion de
mitocondrias

4.2.1. Inmunofluorescencia indirecta

Como primer paso de evaluacion para escoger la linea de trabajo de T. gondii, se llevo a cabo
una inmunofluorescencia con las lineas Rieske-HA y TgmS35-HA. Este ensayo permite
verificar la presencia del tag de HA en cada linea por su fluorescencia observada en el
microscopio de epifluorescencia (Olympus) y poder comparar la especificidad de unién del
anticuerpo primario en cada caso. En la figura 8, se observan los resultados para la
inmunofluorescencia indirecta de la linea celular Rieske-HA.

DAPI a-HA a-H2Bz Merge

Figura 8. Visualizacion del ensayo de inmunofluorescencia indirecta en Rieske-HA. En azul, el
tinte DAPI indicando ADN nuclear; en rojo, el tag de HA indicando las mitocondrias; en verde, el
nacleo marcado por el anticuerpo anti-H2Bz.
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La figura 8 no solo confirma la presencia del tag de HA en la linea Rieske, sino que también
demuestra que el anticuerpo primario Rabbit anti-HA se conjug6 especificamente con él. Se
distingue la ubicacién de la proteina mitocondrial Rieske en rojo, permitiéndonos apreciar la
forma de lazo de la mitocondria en la periferia del parasito, tal como describe la literatura (47).
El anticuerpo anti-H2Bz y el tinte DAPI fueron empleados para localizar el nucleo y el material
genético, respectivamente. El uso de un anticuerpo que marca una estructura conocida, nos
permite corroborar que la inmunofluorescencia indirecta fue realizada correctamente. Cabe
destacar que la imagen de la inmunofluorescencia indirecta realizada con la linea TgmS35-HA
no fue incluida en el trabajo por la baja sefial observada en la misma, donde se dificulta
distinguir la mitocondria, implicando que la unién del anticuerpo primario al tag de HA no fue
buena o que el nivel de expresion de la proteina es demasiado baja para su deteccion por IFI.
Esto a su vez sugiere que para los propdsitos de esta tesis, la linea celular Rieske-HA, es méas
apropiada.

4.2.2. \Western Blot

La inmunofluorescencia indirecta sugiere que la linea celular Rieske-HA presenta mejor sefial.
Sin embargo, dado que la deteccion de la proteina mitocondrial de interés por Western blot es
un paso importante para el protocolo de purificacion, es imperativo evaluar y escoger aquella
linea de T. gondii cuya proteina mitocondrial etiquetada garantice un analisis claro y sencillo.
Por este motivo, se evaluaron ambas lineas frente a un Western blot, como se observa en la
figura 9. La membrana se incubo con dos anticuerpos primarios distintos: uno para la deteccion
de las proteinas etiquetadas con HA, las cuales tenian un peso molecular conocido mayor a 25
kDa, y uno para la deteccién de la proteina nuclear H2Bz como control positivo, con un peso
molecular de 17 kDa.
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Figura 9. Western blot de las proteinas mitocondriales TgmS35-HA y Rieske-HA. En el primer
carril se observa el marcador de peso molecular PageRuler™ de Thermo Scientific™, con los pesos
moleculares correspondientes a la izquierda. El segundo carril corresponde a la linea de T. gondii
TgmS35-HA,; el tercero, a la linea Rieske-HA. En el cuarto carril se utiliz6 como control negativo la
linea SAG2A.

El resultado del Western blot realizado presentd una banda en los carriles 2-4 a la altura
aproximada de 15 kDa que representa el control positivo de una proteina nuclear, por lo que se
confirmo que la transferencia de proteinas a la membrana fue exitosa. En la fraccién de la
membrana incubada con anticuerpo primario Rabbit anti-HA se observd una banda de
aproximadamente 50 kDa en un Unico carril, el carril 3 correspondiente a la linea Rieske-HA.
Esto demostr6 que, con los anticuerpos utilizados a disposicion en el laboratorio, la proteina
Rieske-HA fue facilmente detectable y que las condiciones experimentales fueron correctas
para su deteccidn. Por otro lado, el carril 2 correspondiente a la linea TgmS35-HA no presento
ninguna banda de conjugacion con HA. Este resultado puede implicar que el protocolo
propuesto no fue el optimo para la conjugacion del anticuerpo utilizado con la proteina
TgmS35-HA, que la transferencia exitosa de esta proteina a la membrana requiere de
condiciones bioquimicas diferentes, o que los niveles de expresion de esta proteina no son
suficientes para detectarla por WB. Cabe resaltar que es posible que la deteccion de dicha
proteina sea posible intercambiando el anticuerpo primario por otro o ajustando las
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concentraciones utilizadas. Por otro lado, este resultado también podria implicar que el nivel
de expresion de la proteina TgmS35 es demasiado bajo para permitir su deteccidon por Western
blot, bajo las condiciones de analisis utilizadas.

Al momento de escoger la linea celular, no solo se consideraron los resultados de la
inmunofluorescencia indirecta y del Western blot, sino que también se tuvo en cuenta la
velocidad de multiplicacion como parametro objetivo. Esto se debe a que una alta tasa de
replicacion simplifica el escalado de los parasitos. Esta evaluacion se realizd observando
diariamente el crecimiento de cada linea en su respectiva botella. Durante esta evaluacion la
linea TgmS35-HA se destacd con una multiplicacion altamente superior a la de Rieske-HA,
quien presentd una multiplicacién sumamente lenta. De hecho, este lento crecimiento fue
Ilamativo, lo que derivo en la hipétesis de una posible contaminacion. A través de una PCR
especifica se confirmé que la linea Rieske-HA estaba contaminada con micoplasma, lo cual
interferia con sus capacidades de reproduccion. Visto que la linea Rieske-HA posee una
proteina mitocondrial cuya deteccion resultd exitosa tanto por inmunofluorescencia indirecta
como por Western blot, se opté por continuar utilizando esta linea no sin antes realizar un
tratamiento contra micoplasma para optimizar la capacidad reproductiva de los parasitos.

4.3. Optimizacion del protocolo de purificacion de mitocondrias por
fraccionamiento subcelular y determinacion de su enriquecimiento relativo.

Como se mencion0 anteriormente, el protocolo para obtener fracciones enriquecidas en
mitocondrias se adaptd del optimizado por el laboratorio de la Universidad de Glasgow a cargo
de Lilach Sheiner (33). Este protocolo, detallado en la seccion 3.4., consta de colectar los
parasitos frescos (es decir, pardsitos que lisaron ese mismo dia), romper su membrana
disolviendo grandes cantidades de nitrogeno a una presion alta, que al ser liberada
repentinamente, genera que el nitrogeno escape en forma de burbujas en expansion que causan
la liberacion del contenido celular. Por Gltimo, se debe separar el detrito celular mediante un
gradiente de Percoll que permita recolectar la fraccion que contiene mitocondrias. Este
protocolo fue realizado varias veces. En una primera instancia fue realizado a partir de una
poblacion heterogénea de la linea Rieske-HA con el objetivo de optimizar el protocolo. Una
vez optimizado el protocolo, se realizo la purificacion mitocondrial a un total de cuatro
poblaciones clonales de la misma linea, para de esta forma poder determinar la variabilidad
intra-poblacional del genoma mitocondrial.

El gradiente de Percoll sometida a una ultracentrifugacion permitié separar el lisado de muestra
entre las fases de 18%, 23% y 40% de Percoll, como lo muestra la figura 10. De esta forma se
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obtuvieron 20 fracciones de 600 pl recolectadas del gradiente de Percoll. Para poder determinar
cuél o cudles de las fracciones contiene una mejor proporcion de ADN mitocondrial: ADN
gendémico, todas las fracciones fueron evaluadas por Western blot. Para este ensayo
semicuantitativo, se incub6 cada Western blot con un anticuerpo primario Rabbit anti-HA y
con su correspondiente anticuerpo secundario. Luego de la obtencion de sefial, las membranas
se sometieron al proceso conocido como stripping, en el cual se removieron los anticuerpos y
se permitid la reincubacion con otro anticuerpo primario, el anticuerpo Rabbit anti-H2Bz. De
esta manera, es posible contrastar la sefial obtenida para la proteina mitocondrial Rieske versus
la proteina nuclear H2Bz, que evidencia las proporciones relativas de estos organelos presentes
en cada fraccion.

18%/23%

23%140%

Figura 10. Gradiente de Percoll posterior a la ultracentrifugacion. A la izquierda se indican las
concentraciones de Percoll de cada fase, a la derecha, las interfases.
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Figura 11. Western blots de las proteinas Rieske-HA y H2Bz en las fracciones colectadas (A, B,
C). Se indica la fraccion sembrada en cada carril. Como Input, se utiliz6 el pellet resultante de la
cavitacion, es decir, los parasitos que no fueron disgregados en la cavitacion. Como control positivo, se
sembrd una muestra de parésitos frescos sin tratamiento previo.

Segun la bibliografia se conoce que la interfase de Percoll entre 23%/40% es donde se
encuentran preferencialmente las mitocondrias de T. gondii (33), por lo tanto, se esperd obtener
bandas de mayor intensidad en dichas fracciones, que corresponden a las recolecciones nimero
13 a 17. Los Western blots en la figura 11B y 11C confirman esta hipotesis, ya que se
observaron bandas de mayor intensidad para la proteina Rieske-HA que para la proteina H2Bz.
Una estimacién semi cuantitativa con el programa ImageJ otorgd el mejor ratio de sefial anti-
HA:sefial anti-H2Bz a la fraccion 13, con un ratio de 55, seguido por la fraccion 15 con ratio
de valor 10 y la fraccion 14 con ratio de valor 8. Las fracciones 1-4, 19 y 20 muestran cierto
contenido de proteinas mitocondriales, sin embargo, el ratio con respecto a las proteinas
nucleares es muy bajo, por lo que no son fracciones de interés con las que se desea trabajar.
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A partir de estos resultados se escogen las fracciones 13, 14 y 15 que cuentan con una mejor
proporcién de proteinas mitocondriales contra proteinas nucleares, para realizar la purificacion
de ADN vy su posterior andlisis semicuantitativo por PCR. También se escogié una fraccion
cuya relacion haya sido muy pobre, como la fraccion 8, como control negativo del método.
Como control positivo, se utilizd una muestra de ADN de parésitos intactos. La PCR se
considerd semicuantitativa por haber utilizado la misma concentracién de ADN para cada
muestra. Se utilizaron pares de primers para cada gen mitocondrial: coxl, cob y coxlll. Se
adicionaron primers control para un gen nuclear (primers cocl y coc2) a cada muestra. Se
visualizaron los productos de PCR en un gel de agarosa 1% (Figura 12).

13 14 198 8 +
MPMITE - - L. . 1 e e . |

coxl cob coxlll coc coxl cob coxlll coc coxl cob coxlll coc coxl.cob coxlll coc coxl cob coxlll coc.

2

Figura 12. Gel de agarosa 1% con los resultados de la PCR semicuantitativa. En la primera
columna, el marcador de peso molecular. Por cada fraccién, se sembré segin los primers utilizados en
orden: coxl, cob, coxlll, coc.

Observando la figura 12, notamos la diferencia de intensidades entre bandas de amplicones
mitocondriales versus bandas de amplicones gendémicos. En el caso de la fraccion 13, se
observa una banda de buena intensidad por cada carril correspondiente a un par de primers de
genes mitocondriales, y una ausencia de banda en el carril del gen nuclear. Esta observacion
puede estar indicando que para la fraccion 13 la relacion de ADN mitocondrial: ADN genémico
es muy favorable, ya que la cantidad de ADN genémico pareceria ser nula puesto que no se
visualiza la banda correspondiente al gen nuclear. Por otro lado, puede que se trate de una
amplificacion que no funciond por temas técnicos asociados a la PCR, como muy
probablemente sucedi6 en el carril de coxlIll de la fraccion 15, o en el carril de coxl de la
fraccion 8 y del control positivo. No obstante, el Western blot es consistente con el resultado
obtenido por PCR. Las fracciones 14 y 15 no presentaron una relacion muy marcada a favor
del ADN mitocondrial. Aunque observando el carril de ADN nuclear de la fraccion 14 que
contiene una banda difusa, es posible que esta fraccién posea una mejor relacién. El ratio de
sefial cob:coc estimado con ImageJ otorgd un valor de 2,45 para la fraccion 14 y de 1,32 para
la fraccion 15, indicando que la relacion de ADN mitocondria:ADN genomico es mas
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favorable para la fraccion 14. La fraccion 8, escogida como control negativo de contenido
mitocondrial por su baja intensidad general de bandas en el Western blot (Figura 11B),
demostrd contener cantidades mucho mayores de ADN gendmico. El ratio de sefial cob:coc
estimado para esta fraccion es de 0,55, casi 5 veces menor al de la fraccion 14. El control
positivo no provoco grandes contrastes entre intensidades de bandas. En algunos carriles, como
el de coxl y coxlll de la fraccion 13, y el de coxlll de la fraccion 14 y de la fraccion 8, se
observa una banda mas pequefia de menor intensidad. Una posible explicacién es que sean
bloques mayoritarios de la secuencia del gen que no lo completan del todo, pero que contienen
los sitios de unidn a los primers, y por eso se expresa como un fragmento de menor tamafio.

Con estos resultados en cuenta, se escogieron las fracciones 13 y 14 para secuenciar el ADN
mediante ONT. Primeramente, se debid preparar una libreria adicionando secuencias de
barcode a cada fraccion, que permitid el analisis de ambas fracciones en una sola flow cell. Los
resultados de la secuenciacion se compararon con el genoma nuclear de T. gondii y secuencias
conocidas de la mitocondria de T. gondii (i.e. los 21 bloques de secuencia definidos por
Namasivasham et al (31)). Para esto se utilizd principalmente la herramienta BLAST y se
usaron distintos comandos en bash para analizar las tablas de salida, que se pueden ver en el
Anexo 4. A su vez, se incorporaron al analisis, resultados previos de secuenciacion mediante
ONT de dos genomas completos de T. gondii, denominados Urul y Uru2. Los resultados
obtenidos y su comparacidn se resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de la secuenciacion de reads largos de ONT y su posterior analisis.

Fraccién 13 Fraccion 14 Urul Uru2
reads totales 24338 28977 - -
reads vs genoma nuclear 1041 3052 120671 102593
reads vs secuencias
. . . 122 350 2957 2305
conocidas mitocondriales
Ratio
0,1171 0,1147 0,02450 0,02247

mitocondrial:nuclear

La secuenciacion de las fracciones devolvio, para la fraccion 13, un total de 24338 reads, y
para la fraccion 14, 28977 reads. Observando la tabla 6, se muestra que el total de reads que
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mapean contra el genoma nuclear y/o contra secuencias conocidas mitocondriales es
considerablemente menor. Si bien una diferencia entre estos dos valores es esperable por la
presencia de contaminantes como restos celulares, esta diferencia tanto mayor puede ser debida
a la contaminacion con micoplasma de los cultivos.

El ratio de reads que mapean con secuencias mitocondriales vs reads que mapean con genoma
nuclear para las dos fracciones analizadas es de 0,1171 y 0,1147, respectivamente. Por otro
lado, el ratio de reads para los dos genomas completos es de 0,02450 y 0,02247. En otras
palabras, los reads de las fracciones contienen 5 veces mas reads mitocondriales que nucleares.
Este resultado demuestra que las fracciones producidas a partir del protocolo de purificacion
de mitocondrias por fraccionamiento subcelular fueron efectivamente enriquecidas en material
genético mitocondrial, y deja en evidencia la aptitud del protocolo puesto a punto.

4.4. Andlisis de poblaciones clonales

Como se menciond anteriormente, el protocolo de purificacion se reiterd con cada una de las
cuatro poblaciones clonales. A continuacion, el analisis durante el proceso.

A partir del analisis de los resultados previos, se opt6 por analizar 6 fracciones de cada clon,
usando las fracciones entre 12-17, dependiendo del pipeteo de la banda de interés del gradiente
de Percoll. En la figura 13 se muestran los Western blots para las fracciones de dos de los
cuatro clones.
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Figura 13. Western blots de las proteinas Rieske-HA y H2Bz para las fracciones. Las bandas
sobreexpuestas se coloran de fucsia debido al software del visualizador de membranas Amersham
ImageQuant ™ 800 A) Clon E3. Se analizaron las fracciones 12-17 y 8, junto con el Input (pellet de la
cavitacion de cada paréasito) y el control positivo (parasitos sin tratamiento previo). B) Clon G4. Se
analizaron las fracciones 12-16 y 8, junto con el Input y el control positivo. C) Clon F4. Se analizaron
las fracciones 11-16 y 8, junto con el Inputy el control positivo. D) Clon E4. Se analizaron las fracciones
11-16 y 8, junto con el Input y el control positivo.
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Para los clones E3 y G4, el andlisis de las fracciones por Western blot (figura 13A y 13B)
demostro altas cantidades de la proteina mitocondrial Rieske-HA, y ausencia de la proteina
nuclear H2Bz, con excepcion de los controles. Estas condiciones a simple vista son
prometedoras. No obstante, llama la atencidn que la fraccion 8 no s6lo no presentd una mayor
proporcién de proteina nuclear, sino que no presenta banda alguna, indicando la ausencia de
contenido nuclear. Esto puede deberse a que, al momento de hacer el stripping, previo a la
incubacion con el anticuerpo Rabbit anti-H2Bz, se haya también lavado cierta cantidad de
proteina de las membranas. Si esto ocurriera, la sefial seria débil o inexistente para las
fracciones pero se mantendria en el Inputy el control positivo dado que estos carriles presentan
grandes cantidades de proteina. Para andlisis futuros, se tendra en cuenta tefiir la membrana
con rojo Ponceau luego del stripping como paso verificador de la cantidad de proteinas en la
membrana. También es necesario destacar que, en el caso de la fracciéon 16 del clon E3 y las
fracciones 14-16 del clon G4, se observa la ausencia de bandas. Esto se debe a que al sembrar
las muestras en el gel SDS-PAGE al 12%, la mayoria o la totalidad del volumen se precipitd y
salio del pocillo. Por otro lado, es posible que el fraccionamiento varie levemente entre una
purificacion y otra y no se obtengan exactamente los mismos perfiles de fraccionamiento
fraccion a fraccion para muestras obtenidas en dias diferentes.

En el caso del clon F4 (figura 13C), el Western blot presenté dificultades en su lectura, ya que
no es posible observar las bandas con claridad, menos por las fracciones de Input y control
positivo. Curiosamente, tanto el gel SDS-PAGE para este clon como la membrana se
desarrollaron junto con el clon E4, cuyos resultados son claros y legibles (figura 13D). No
obstante, considerando que los resultados de los otros tres clones validan el método
previamente puesto a punto, se optd por no repetir el analisis para este clon y suponer que
también existe enriquecimiento de proteina mitocondrial en comparacion a la nuclear en las
fracciones analizadas.

Para el clon E4 (figura 13D), se observan bandas de mayor intensidad para Rieske-HA que
para H2Bz en todas las fracciones analizadas a excepcion de la fraccion 8, escogida a modo de
control, y el Input y el control positivo. Estos resultados son los deseables, ya que implican una
mayor cantidad de contenido mitocondrial en comparacion al nuclear.

Con estos resultados, para los clones E3 y G4 se escoge continuar con todas las fracciones a la
purificacion de ADN y posterior amplificacion por PCR, mientras que para los clones F4 y E4
se escogieron las fracciones 11-14.
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Para facilitar el analisis semicuantitativo por PCR para las fracciones seleccionadas, en vez de
trabajar con los tres pares de primers que amplifican los genes mitocondriales de T. gondii, se
escogid trabajar Unicamente con los primers que amplifican el gen cob. Esto se debe a que en
la optimizacién del protocolo se demostrd que fue el Unico par de primers de los tres en
amplificar la totalidad de las fracciones analizadas (figura 12).

La purificacion de ADN de las fracciones de cada clon tuvo como resultado concentraciones
mas bajas de lo esperado, lo cual presento dificultades para proseguir con el protocolo. A causa
de esto, se realizaron modificaciones en algunos puntos de la PCR. Para empezar, para
amplificar las fracciones de los clones E3 y G4, al momento de preparar la PCR se adiciond el
volumen maximo de ADN permitido. Por un lado, esto impide que estas PCR sean
consideradas semi-cuantitativas, pero como todas las fracciones tenian tan bajas
concentraciones de ADN por igual, ain se puede sacar conclusiones a partir de los resultados.
Por otro lado, para la amplificacién de las fracciones escogidas de los clones F4 y E4, se tomo
como concentracién limite aquel que corresponde al de la fraccibn menos concentrada en el
volumen maximo permitido de ADN para la amplificacion, para entonces poder mantener la

“semi-cuantitatividad” de la PCR. Los resultados se dilucidan en la figura 14.
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Figura 14. Gel de agarosa 1% con los resultados de la PCR semicuantitativa. Por cada fraccion, se
sembrdé segun los primers utilizados en orden: cob, coc. A) Gel correspondiente a los resultados de las
fracciones del clon E3. B) Gel correspondiente a los resultados de las fracciones del clon G4. C) Gel
correspondiente a los resultados de los clones F4 y E4.

En el caso de los clones E3 y G4 (Figura 14A y 14B), no se observaron diferencias de
intensidades notorias entre bandas de primers mitocondriales comparadas con las bandas de
primers nucleares. Cabe destacar que para la fraccion 12, la amplificacion de cob se sembro en
el mismo carril que el marcador de peso molecular, que puede estar interfiriendo con la
visualizacion. El hecho que para estos clones se visualicen todas las bandas implica que ambos
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pares de primers amplifican el ADN de cada fraccidn; esto puede ser evidencia tanto de la
sensibilidad de la PCR como de la calidad del ADN relativa en cada fraccion.

En la figura 14C, se observa que la amplificacion del gen mitocondrial no fue posible para la
fraccién 13 del clon F4 y tampoco para la fraccion 11 del clon E4. El resto de las fracciones,
con la excepcidn de la fraccion 8, demuestran leves a moderadas diferencias de intensidad que
favorecen el ratio de ADN mitocondrial: ADN nuclear. En cuanto al ratio de sefial de cob:coc,
el clon E4 obtuvo los mejores valores en comparacién con el clon F4. Se destaca la fraccion
12 del clon E4, cuyo ratio de sefial de cob:coc es de 1,87, el mas elevado en general. Las
fracciones 13 y 14 del mismo clon obtuvieron un ratio de 1,45 y 1,53, respectivamente.
Mientras tanto, el ratio para la fraccion 8 es de 1,15. La fraccidn 14 obtuvo el ratio mas elevado
entre las fracciones del clon F4, con un valor de 1,54, y le siguieron las fracciones 12y 11 con
valores de 1,41y 1,22, respectivamente. Lamentablemente, no fue posible calcular el ratio para
las fracciones cuya amplificacién mitocondrial no tuvo éxito. Aun asi, es posible observar que
la mayoria de las fracciones tienen un ratio de sefial de gen mitocondrial contra sefial de gen
nuclear elevado y mayor al de los controles.

A raiz de las bajas concentraciones de ADN obtenidas en la purificacion, se realizaron
modificaciones para poder proceder con la secuenciacion por ONT. Si bien una amplificacion
por PCR es posible, la secuenciacion requiere de una concentracion éptima de 400 ng en 7,5
ul, que no es posible de alcanzar con las concentraciones de ADN logradas. Por este motivo,
se realizd un paso de precipitacion de ADN, donde se junté el ADN de las fracciones
correspondientes para cada clon y se precipité para obtener una mayor concentracion del
mismo. Como perspectivas a futuro, se considera tomar el volumen total de la interfase
23%/40% de la gradiente de Percoll en lugar de dividirlo en varias fracciones. También es
relevante notar que escalando el cultivo se puede obtener un mejor rendimiento en cuanto a
cantidad de ADN mitocondrial obtenido del protocolo propuesto.

Actualmente, la secuenciacion y analisis de las cuatro poblaciones clonales se encuentra en
proceso.
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5. Conclusiones

En base a los objetivos planteados al comienzo del trabajo, no se logrdé generar una cepa
transgénica cuya expresion de la proteina mitocondrial HSP60 fluorescente fuese estable. Se
observa que la nucleofeccion de los parasitos con el plasmido de expresion fue posible por la
evidente resistencia al antibidtico administrado, pero al llevarlos al citometro de flujo, no se
observo la fluorescencia roja esperada. Aun asi, hay posibilidades que los parasitos no hayan
sido transfectados pero hayan adquirido la resistencia al antibiotico naturalmente.

Se logré poner a punto y optimizar un protocolo de purificacion de mitocondrias por
fraccionamiento subcelular para poder determinar aquellas fracciones enriquecidas en
mitocondrias de T. gondii. Ahora, este protocolo es facilmente reproducible con los equipos y
materiales que se encuentran en el Laboratorio de Biologia de Apicomplejos del Institut Pasteur
de Montevideo. Dada la naturaleza de los estudios del laboratorio, este protocolo es
aprovechable en muchas de las investigaciones que aqui se realizan. Obtener fracciones
purificadas en mitocondrias no sélo permite el analisis del ADN mitocondrial, sino que el
protocolo puede ser Gtil para el estudio de proteinas mitocondriales y su sensibilidad a drogas,
entre otros.

Se alcanz6 optimizar la obtencién de ADN mitocondrial a partir de las fracciones enriquecidas
en mitocondrias, obteniéndose un marcado enriquecimiento relativo en relacion al ADN
nuclear.

Se logrd secuenciar por Nanopore y analizar las secuencias mitocondriales para comparar su
enriquecimiento relativo. Gracias a esta tecnologia, se pudo afirmar que existe enriquecimiento
del genoma mitocondrial, validando las herramientas desarrolladas en el proyecto. Adn no fue
posible determinar la variabilidad intra-poblacional del genoma, dado a la baja concentracién
de ADN obtenido por el método. Esto seria posible de alcanzar escalando el cultivo de parasitos
y trabajando con una alicuota total de mitocondrias purificadas en lugar de contar con varias
fracciones.

Considerandolo todo, se podria decir que con este trabajo ahora se cuenta con herramientas
cruciales que podran facilitar el analisis del ADN mitocondrial para poder seguir estudiando y
potencialmente evaluando el desarrollo de drogas anti-apicomplejos cuyo blanco
farmacoldgico sea la mitocondria, asi como el analisis del ADN mitocondrial en casos, por
ejemplo, de resistencia frente a los farmacos de uso clinico con los que actualmente se dispone
para tratar la infeccion por Toxoplasma gondii en humanos y ganado ovino.
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7. Anexo

Anexo 1: Mapa de la secuencia del plasmido

sagCATsag

5935 Not! (1)

pTub: promotor de tubulina
HSP60: proteina mitocondrial
mCherry: proteina fluorescente
CAT: resistencia a cloranfenicol

Notl: enzima de digestion, cuyo

pTub_HSP60_RFP_SagCATSag

10273 bp

HSPé0o

ap mCherry

sitio de corte se indica con un recuadro anaranjado.

59



Anexo 2: Composicién de buffers

Buffer Componente

Buffer de carga 4X 0,2 M Tris-HCI
8% m/v SDS
0,4MDTT

6 mM azul de bromofenol

4,3 M de glicerol

Buffer de corrida

25 mM Tris

190 mM glicina

0,1% m/v SDS

Buffer de transferencia

25 mM Tris

190 mM glicina

20% metanol

Tincion rojo Ponceau

0,2% m/v Ponceau S

5% é&cido acético glacial

Solucién de lavado

PBS 1X

0,05% Tween
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Anexo 3: Estrategia de gating y resultados para los parasitos ME49 wild type,
utilizados como blanco en el analisis de citometria de flujo.

A) B)

Specimen _001-blanco

Specimen 001-blanco

Toxo totales

Singuletes

102 10 10* 108 102 0 10 10°
FSC-A FSC-A

Specimen _001-blanco

E_? 3 mCherry
2 2 s o -102 0 102 10° 10* 10°
m " . Bapra " » ~308 PE-Texas Red-A
E) Tube: blanco
Population #Events %Parent %Total
B 2l Events 14,647 gunt| 100.0
[] Toxo totales 13,580 927 927
B Singuletes 13.278 978 90.7
] Muerte 108 08 0.7
& Vivos 13.149 99.0 898
[ mCherry + 29 0.2 0.2
P1 236 18 16

A) Dot plot de side scatter (SSC-A) y forward scatter (FSC-A) para ordenar por complejidad y poder
seleccionar los parasitos y excluir restos celulares. B) Dot plot de forward scatter de altura (FSC-H) y
forward scatter de &rea (FSC-A) para seleccionar Gnicamente singuletes. C) Dot plot de SSC-A 'y DAPI-
A para seleccionar lo que corresponde a parésitos vivos, en rojo. D) Dot plot de SSC-A y fluorescencia
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roja, para seleccionar los parasitos vivos que presentan fluorescencia roja (etiquetados como mCherry
+). E) Resultados porcentuales y numéricos de cada gating aplicado.
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Anexo 4: Script y comandos utilizados en bash para el analisis de los resultados de
secuenciacion

Para el mapeo de los reads contra los bloques de secuencia mitocondriales de T. gondii:

blastn -subject Blocks_Namasivayam.fa -query barcode@9_ALL.fasta -

outfmt '6 std glen slen' -out bar@9_vs_Blocks_blastn.blast -task
blastn

Para filtrar los resultados del mapeo:

more bar@9_vs_Blocks_blastn.blast |awk 'S$15=$4/$14, $16=$4/$13' |awk
'$4>45"' |awk 'S$15>0.5 || $16>0.5 {print $1}' |sort|uniq -c |wc

Para el mapeo de los reads contra el genoma nuclear de T. gondii:

blastn -subject TgRH.fa -query barcode@9_ALL.fasta -outfmt '6 std glen
slen' -out bar@9_vs_Toxo.blast
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