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Importancia de la O-GlcNAcilacion en la infeccion por Trypanosoma cruzi

RESUMEN

La enfermedad de Chagas, causada por el protozoario Trypanosoma cruzi, es endémica de
América Latina y se ha dispersado a otros continentes por fendémenos migratorios. La
diversidad en la severidad de las presentaciones clinicas ha sido atribuida al pleomorfismo
del parasito. Diversas modificaciones post traduccionales (MPTs) han sido descritas en T.
cruzi; sin embargo, hasta la fecha ningun estudio se ha enfocado en la O-GIlcNAcilacion, que
consiste en la adicion del monosacarido N-Acetil Glucosamina (GIcNAc) en residuos serina
y treonina de diversas proteinas nucleares, citoplasmaticas y mitocondriales. La O-
GlcNAcilacion regula la funcion proteica de forma analoga a la fosforilacion; de hecho, la
interaccion entre estas MPTs permite a la célula regular diversas funciones en respuesta a los
nutrientes disponibles y las condiciones de estrés. En el presente trabajo se demostrd la
presencia de O-GlcNAcilacion en proteinas de epimastigotes de 7. cruzi por tres métodos:
unidn a anticuerpos especificos en lisados y parasitos completos, por marcaje enzimatico y
por espectrometria de masas. Se identificaron 1271 proteinas O-GlcNAciladas putativas y 6
secuencias de modificacion (Informacion disponible en la base de datos ProteomeXchange,
ID PXD010285). La mayor parte de estas proteinas presentan funciones estructurales o
metabdlicas que son esenciales para el ciclo de vida y supervivencia del parasito.
Adicionalmente, al someter a los epimastigotes a condiciones de estrés térmico y privacion
de glucosa, se observaron variaciones en los patrones de O-GlcNAcilacion detectados por
western-blot con anticuerpos especificos; lo cual, nos indica un posible funcién de esta MPT
en la respuesta adaptativa. Debido a la cantidad de procesos en los que participa la O-

GlcNAcilacion, su identificacion en proteinas de 7. cruzi abre un nuevo campo de



investigacion en la biologia de los Tripanosomatidos, sus procesos de infeccion y a futuro

puede ayudarnos a identificar blancos terapéuticos.

ABSTRACT

Originally an anthropozoonosis in the Americas, Chagas disease has spread from its previous
borders through migration. It is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. Differences in
disease severity have been attributed to a natural pleomorphism in 7. cruzi. Several post-
translational modifications (PTMs) have been studied in 7. cruzi, but to date no work has
focused on O-GlcNAcylation, a highly conserved monosaccharide-PTM of serine and
threonine residues mainly found in nucleus, cytoplasm, and mitochondrion proteins. O-
GlcNAcylation is thought to regulate protein function analogously to protein
phosphorylation; indeed, crosstalk between both PTMs allows the cell to regulate its
functions in response to nutrient levels and stress. Herein, we demonstrate O-GlcNAcylation
in T. cruzi epimastigotes by three methods: by using specific antibodies against the
modification in lysates and whole parasites, by click chemistry labelling, and by proteomics.
In total, 1271 putative O-GlcNAcylated proteins and 6 modification sequences were
identified by mass spectrometry (data available via ProteomeXchange, ID PXD010285).
Most of these proteins have structural and metabolic functions that are essential for parasite
survival and evolution. Furthermore, O-GlcNAcylation pattern variations were observed by
antibody detection under glucose deprivation and heat stress conditions, supporting their
possible role in the adaptive response. Given the numerous biological processes in which O-
GlcNAcylated proteins participate, its identification in 7. cruzi proteins opens a new research
field in the biology of Trypanosomatids, improve our understanding of infection processes

and may allow us to identify new therapeutic targets.



INTRODUCCION

Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas, padecimiento de
gran importancia en Latinoamérica. La Organizacion Panamericana de la Salud estima que
existen aproximadamente 6 millones de individuos infectados y que actualmente esta
enfermedad provoca cerca de 12 000 muertes al afio, generando un costo en salud aproximado
de 500 millones de dolares (USD) y una perdida anual de 770 mil afios de vida por muerte
prematura o perdida de afios productivos por discapacidad (OMS & OPS, 2018; WHO,
2015). La forma cardiaca de la enfermedad es la mas grave y frecuente, la desarrolla
aproximadamente el 30% de los individuos infectados y puede llegar a causar falla cardiaca
y muerte subita. La enfermedad estd asociada a la pobreza y a las malas condiciones de
vivienda y se encuentra ampliamente difundida en las 4reas rurales de Latinoamérica y en los
cinturones de pobreza alrededor de las grandes ciudades. Actualmente, se ha notificado con
creciente frecuencia la transmision por transfusion sanguinea, aun en paises no endémicos,

debido a los fendémenos masivos de migracion (WHO, 2010) (Figura 1).
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Fig 1. Distribucion global de casos de Enfermedad de Chagas, basado en estimaciones
oficiales 2006-2010. Tomado de WHO 2010

Trypanosoma cruzi

El protozoario 7. cruzi, pertenece al orden Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, se
caracteriza por presentar un solo flagelo, un nucleo y un kinetoplasto. Su reproduccion es
asexual, por fision binaria. Durante su ciclo de vida se distinguen tres estadios morfologicos

principales:



Fig 2. Estadios morfologicos de 7. cruzi. A) Amastigotes en musculo de raton, B)
Epimastigotes, C) Tripomastigote sanguineo D) Tripomastigote metaciclico. Fotografias
tomadas en el Laboratorio de Biologia de Parasitos, FACMED, UNAM

de diametro, su flagelo es corto. Es la forma de reproduccion dentro de las células del
mamifero (Figura 2B).

Epimastigotes (epi= anterior): son de forma oval alargada de 20 um de largo; con el
cinetoplasto en posicion anterior al nucleo, de donde emerge el flagelo. Es la forma de
reproduccioén en el insecto (Figura 2A).

Tripomastigotes (tripo= perforar), es la forma infectiva, flagelada, movil de 18 um de largo
y sin capacidad reproductiva; se encuentra en el torrente sanguineo del huésped vertebrado
(Figura 2C) y en la ampolla rectal del invertebrado (Figura 2D) (Maria Jalia M Alves & Colli,
2008).

Actualmente, se reconocen seis subgrupos genéticos de 7. cruzi conocidos como unidades
discretas de clasificacion (DTU’s por sus siglas en inglés); Tc I a Tc VI, y que pueden ser
identificadas por un triple ensayo rDNA PCR y PCR-RFLP de los loci HSP60 y GPI

(Zingales et al., 2009).
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Fig 3. Ciclo de vida de T. cruzi

El ciclo de vida de T. cruzi es complejo ya que alterna entre dos huéspedes, un mamifero y
un invertebrado (Figura 3). El insecto vector es un reduvido hematéfago (Familia Reduvidae)
de la subfamilia Triatominae que se caracteriza por presentar 5 estadios ninfales y la forma
adulta, en cualquiera de estas etapas puede infectarse y transmitir el parasito. El huésped
invertebrado (triatomino) ingiere sangre con tripomastigotes de un vertebrado infectado y
una vez en el intestino medio se transforman en epimastigotes, se dividen por fision binaria
y se adhieren a las células del epitelio intestinal; en la ampolla rectal, una proporcioén de

epimastigotes se diferencian en tripomastigotes metaciclicos que son eliminados en las heces.



Estos pueden penetrar a través de piel o mucosas del vertebrado y se adhieren a la superficie
de las células (Rassi & Marin-Neto, 2010).

Después de la union de 7. cruzi con receptores en la superficie de la célula huésped, como
los TLRs, el parasito induce una elevacion local de la concentracion de calcio en el citosol
de la célula huésped, promoviendo la fusion de lisosomas, estos procesos permiten al parésito
un rapido acceso al compartimento lisosomal y su internalizacion. Una vez dentro, el parésito
secreta trans-sialidasas que remueve acido sialico de las proteinas lisosomales y las transfiere
a sus moléculas de superficie, cubriéndose con carbohidratos del huésped. El adverso
ambiente lisosomal, desencadena la produccion de la hemolisina TcTox, que contribuye a la
destruccion de la vacuola. El parasito modifica su forma a amastigote, en la cual realiza el
proceso de division por fision binaria y después de varias rondas de replicacion, los parasitos
se transforman en tripomastigotes, incrementando su movimiento, terminando por romper la
célula huésped, dejando libres a los tripomastigootes sanguineos, que tienen la capacidad de
invadir cualquier célula nucleada del mamifero (Burleigh & Woolsey, 2002; Cardoso, Reis-

Cunha, & Bartholomeu, 2015).

Respuesta adaptativa de 7. cruzi

Actualmente, se conoce la secuencia del genoma de los tres tripanosomatidos de importancia
médica (Ash & Jasny, 2005; El-Sayed et al., 2005); sin embargo, debido a la escasa
homologia que presentan con otros organismos secuenciados, cerca de la mitad del proteoma
predictivo no tiene una funcion conocida (J A Atwood et al., 2005). Las moléculas que mas
frecuentemente utilizan los organismos para responder al medio ambiente son las proteinas,
dada su diversidad, sus funciones enzimaticas y la velocidad con que se puede modificar el

proteoma que expresa en un momento dado. Los kinetoplastidos transcriben de forma



indiscriminada grandes cadenas de genes policistronicos, dejando el control de la expresion
genética a nivel post transcripcional y post traduccional, por lo que su caracterizacion en
estos organismos resulta de gran importancia (Clayton & Shapira, 2007; Marchini et al.,
2011).

Las modificaciones post-traduccionales (MPT) resultan indispensables en los mecanismos
de respuesta al estrés, por ejemplo, los sistemas de transduccion de sefales y factores de
transcripcion. Se han realizado diversos acercamientos protedmicos que ofrecen evidencia
experimental de la expresion genética de estos organismos a nivel de proteinas, asi como de
las MPTs que las regulan, como la fosforilacion (Marchini et al., 2011; Queiroz et al., 2014),
acetilacion (Moretti, Cestari, Anupama, Stuart, & Schenkman, 2018), ubiquitinacion (Gupta,
Aggarwal, Singh, Yadav, & Khan, 2018), SUMOilacién (Bayona et al., 2011) y diversas

glicosilaciones.

Glicobiologia de 7. cruzi

Trypanosoma cruzi, como el resto de los tripanosomatidos, expresa diversos
glicoconjugados, algunos de los cuales son esenciales para su supervivencia e infectividad;

su composicion varia segln el estadio del ciclo de vida; es rico en glicoinositolfosfolipidos
(GIPLs) tanto libres como anclando proteinas a la membrana plasmatica. Los GIPLs libres
son los principales constituyentes de la superficie celular, actuando como moduladores del

sistema inmune del huésped y participan en la unidn la superficie intestinal del insecto vector.

Las glicosilaciones consisten en la union de azlicares a residuos de proteinas, son MPTs que
por su diversidad incrementan la complejidad protedémica mds que cualquier otra

modificacion. Cerca de la mitad de las proteinas que expresa una célula presentan algtn tipo



de glicosilacion. Las mucinas, son las glicoproteinas mas abundantes de 7. cruzi y estan
altamente O-glicosiladas; estan involucradas en la proteccion contra las proteasas intestinales
del vector y con la interaccion e invasion de las células de mamiferos. También se ha descrito
la presencia de N-glicoproteinas como las trans-sialidasas y cistein proteasas (James A.
Atwood et al., 2006). Las trans-sialidasas son algunas de las proteinas mas abundantes en el
tripomastigote, su importancia radica en la incapacidad de 7. cruzi de sintetizar acido sidlico,
por lo que estas enzimas tienen la funcion de transferir 4&cido sialico de los
sialoglicoconjugados del huésped a las -galactosas de las mucinas que se encuentran en la
superficie (Nardy, Freire-de-Lima, Pérez, & Morrot, 2016; Oliveira, Freire-de-Lima, Penha,

Dias, & Todeschini, 2014).

La formacioén de los glicoconjugados ocurre por la accidon de enzimas glicosil-transferasas,
las cuales suelen encontrarse en el reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi. Las
reacciones de glicosilacion requieren de la presencia de azlicares donadores que son formas
activadas de carbohidratos, suelen ser sintetizadas en el citoplasma y emplearse ahi mismo o
ser transportados al RE donde son usados como sustratos donadores en las reacciones de
glicosilacion. Los principales azicares donadores en 7. cruzi son: UDP-GlcNAc, GDP-Man,
UDP-Glc, UDP-Galp y UDP-Galf y su sintesis ocurre principalmente a partir de glucosa

(Turnock & Ferguson, 2007).
La O-GlcNAcilacion
La UDP-GIcNAc es el sustrato de otro tipo de glicosilacion, la O-GlcNAcilacion, modifica

residuos de los aminodcidos serina y treonina en proteinas nucleares, citoplasmaticas y

mitocondriales (Torres & Hart, 1984). A diferencia de las O y N glicosilaciones, no ocurre



en reticulo endoplasmico ni aparato de Golgi y su rapida adicion y remocion estan dadas por
las enzimas intracelulares O-GIcNAc Transferasa (OGT) y O-GlcNAcasa (OGA) (figura 4).
Gran cantidad de proteinas blanco de esta modificacion también son fosforiladas, sugiriendo
la presencia de sitios compartidos de reconocimiento y una mutua regulacion. Esta
glicosilacion es sensible a la disponibilidad de nutrientes en el medio y en interaccion con la
fosforilacion y otras modificaciones post-traduccionales, participa en la regulacién de
diversas funciones celulares como: transcripcion, traduccion, degradacion proteica, respuesta

al estrés, entre otras (Bond & Hanover, 2015).

Glucosa Glutamina

Glucosa

Sintesis de

alucégano ¢&= Glucosa-6-P

g Glucolisis <= Fructosa-6-P Glutamina
- GFAT
() © . = Glutamato
T © ucosamina-6- Acetil-Co A
»o c Emeg32
» CoA
[ E N-acetilglucosamina -6 -P
= ©
A=
2] g N-acetilglucosamina -1 -P
[ )
T I
1
‘5‘ UDP-GIcNAc
(74
-OH /.
((-{)){ OGT (@
—

Proteina

OGA

\ %
Figura 4: La O-GlcNAcilacion depende del flujo de glucosa a través de la ruta de sintesis de
las hexosaminas. La mayor parte de la glucosa celular es metabolizada por la glucolisis; sin
embargo, entre el 2 y 3% entra en la ruta de sintesis de las hexosaminas produciendo UDP- GIcNAc.
La glucosa es fosforilada e isomerizada, entrando en la ruta de sintesis como fructosa 6-fosfato para
después convertirse en glucosamina -6 fosfato por accion de la glutamina:fructosa-6-fosfato
aminotransferasa (GFAT). La adicion del grupo acetil por la enzima Emeg32 es seguida por otra
isomerizacion y adiciéon de UTP para producir UDP-GIcNAc que es empleada por la O-GlcNac
transferasa (OGT) para agregar residuos N-acetil glucosamina a serinas (ser) y treoninas (thr) de las
proteinas nucleares y citoplasmaticas, controlando su actividad, localizacién y estabilidad. La

remocion del residuo O-GIcNAc es realizada por la O-GlcNacasa (OGA). Imagen modificada de
Lea Boudoin y Tarik Issad, 2015.
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Esta modificacion post-traduccional ha sido descrita en todos los organismos multicelulares
donde se ha investigado, desde los hongos filamentosos, plantas, gusanos, insectos y diversos
mamiferos, en el humano, se ha descrito su participacion en diversas funciones como
homeostasis metabodlica, desarrollo, sistema inmune y respuesta al estrés (Baudoin & Issad,
2014; Bond & Hanover, 2015; Groves, Lee, Yildirir, & Zachara, 2013). Las alteraciones en
la O-GlcNAcilacion se han relacionado con el desarrollo de enfermedades como diabetes y

Alzheimer (Groves et al., 2013; Vaidyanathan, Durning, & Wells, 2014).

Existen diversos acercamientos protedmicos para la deteccion, marcaje y enriquecimiento de
proteinas con esta modificacion post traduccional, los cuales han sido ampliamente revisadas
en la literatura (Ma & Hart, 2014; Vercoutter-Edouart et al., 2015; Zachara, Vosseller, &
Hart, 2011). En el presente trabajo se eligi6 realizar reconocimiento por anticuerpos
especificos como RL2 y CTD 110.6 y el marcaje quimio-enzimatico con la enzima Gal T
modificada y click chemistry, técnicas que han sido empleadas con éxito en diversos

organismos, incluyendo protistas (Aquino-Gil et al., 2018; Hahne et al., 2013).
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OBJETIVOS

Demostrar la presencia de proteinas O-GlcNAciladas en epimastigotes de Trypanosoma

cruzi.

Comparar el perfil de proteinas O-GlcNAciladas en condiciones normales, de estrés térmico

y disponibilidad de glucosa en el medio.

Identificar las proteinas O-GlcNAciladas presentes en epimastigotes de 7. cruzi por

espectrometria de masas.
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ANTECEDENTES

La O-GlcNAcilacion en organismos protistas

La O-GIcNAcilacion ha sido ampliamente estudiada en organismos pluricelulares; sin
embargo, en los eucariontes unicelulares el conocimiento sobre su presencia y funcion es
escaso. En una busqueda bioinformética especifica de esta modificacion post traduccional,
se localizaron secuencias homologas de la enzima OGT y se comprobd su actividad en
presencia de UDP-GIcNAc radio-marcado en los protistas: Giardia lamblia,
Cryptosporidium parvum, Toxoplasma gondii y Dictyostelum discoideum (Banerjee,
Robbins, & Samuelson, 2009).

En Toxoplasma gondii, se determiné la secuencia TGGT1 112580 como putativa de la
enzima OGT y se detectd por western blot con anticuerpos especificos. La deteccion de un
patron de proteinas O-GlcNAciladas se realizd con el anticuerpo RL2 y CTD 110.6 y se
corrobord la O-GlcNAcilacion de HSP 70 por inmuno precipitacion (Perez-Cervera et al.,
2011). En un trabajo posterior, por enriquecimiento con la lectina sSWGA y marcaje con click
chemistry se identificaron 357 proteinas O-GlcNAciladas en 7. gondii, relacionadas con
funciones diversas, incluyendo de respuesta al choque térmico y robtrias que son
indispensables en el proceso de invasion (Aquino-Gil et al., 2018).

En Plasmodium falciparum, inicialmente se reporta la posible presencia de esta modificacion
en un estudio donde se emplearon eritrocitos infectados para la deteccion de O-glicanos
(Dieckmann-Schuppert, Bause, & Schwarz, 1993). Posteriormente, se reportd un patron
proteinas O-GlcNAciladas detectado por western blot con los anticuerpos RL2 y CTD 110.6
(Perez-Cervera et al., 2011). Y recientemente, se confirmo que P. falciparum posee reservas

de UDP - GIcNAc y se identificaron por espectrometria de masas 13 proteinas O-
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GlcNAciladas involucradas en la glicolisis, plegamiento proteico y estructura celular
(Kupferschmid et al., 2017).

Determinar la presencia de la O-GlcNAcilacion en proteinas de protistas parasitos como 7.
cruzi, e identificar las proteinas modificadas permitira vislumbrar el papel que desempenan
en la adaptacion al ambiente y supervivencia del parasito, abriendo un nuevo campo en la

busqueda de marcadores biologicos y posibles blancos terapeuticos.
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METODOLOGIA

Cultivo de epimastigotes de 7. cruzi en condiciones de cultivo estandar.

Los epimastigotes de la cepa Qro (ITRI/MX/86/QRO) de T. cruzi fueron cultivados en medio
RPMI 1640 el cual contiene 11.5 mM de glucosa y se suplementa con 10% de suero fetal
bovino. La temperatura de incubacion es de 28°C. Se cosecharon en la fase estacionaria del
crecimiento.

Estrés térmico: Se sembraron 1 millén de epimastigotes por mL de medio de cultivo RPMI
1640. Se incubaron a 28 o0 37°C por 4 dias y se realizo la cosecha y 3 lavados con PBS pH
7.2 centrifugando a 2500 xg por 20 min a 4° C.

Disponibilidad de glucosa: Se incubaron 1 millon de epimastigotes por ml a 28°C en frascos
de cultivo con medio RPMI 1640 suplementado con SFB 10% y diferentes concentraciones
de glucosa: 0, 5.5, 11.5 0 17 mM durante 5 dias (Tyler & Engman, 2000). Posteriormente se

realizo la cosecha y 3 lavados con PBS pH 7.2 al centrifugar a 2500 x g por 20 min a 4° C.

Obtencion de extractos proteicos

Los parasitos se concentraron y lavaron con PBS pH 7.2 por centrifugacion. La masa
parasitaria se incub6 con buffer de lisis pH 7.4 (Tris HCl 10mM, NaCl 150 mM, EDTA 1
mM, Triton X-100 1%, deoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1% e inhibidores de proteasas).
Se centrifugd a 20000 g por 10 min y se separd el sobrenadante. Se determinaron las
concentraciones proteicas totales por el método del acido bicinconinico (BCA) (Walker,

1994).
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Electroforesis y western-blot

La separacion de los componentes proteicos se realizd por electroforesis en geles de
acrilamida al 12% en condiciones reductoras. Los geles se tifieron con Azul de Coomassie
y otros se transfirieron a membranas de PVDEF. Se incubd en solucion de bloqueo al 5%
(blotting-grade blocker Bio-Rad) en TBS (Tris-buffered Saline)- Tween 0.05% por 30 min.
Los anticuerpos primarios anti O-GIcNAc CTD 110 y RL2 (Abcam ab2739), se incubaron
por toda la noche a 4° C. Los anticuerpos primarios y secundarios, anti-raton IgM e IgG
respectivamente, fueron diluidos en TBS-Tween, y la deteccion se realizd por

quimioluminiscencia (Perez-Cervera et al., 2011).

Inmunoprecipitacion

La inmunoprecipitacion se realizd por medio de perlas magnéticas, siguiendo las
instrucciones del fabricante (SureBeads Protein G magnetic beads 161-4023, Bio-Rad,
California, USA). Se diluyeron 10 pg del anticuerpo anti-tubulina DM1A (T6199, Sigma, St.
Louis Missouri, USA) en 200 pL de PBS-Tween 0.1% y se incubaron con las perlas
magnéticas por 10 min a temperatura ambiente, se magnetizaron y se descartd el
sobrenadante. Después de 3 lavados, se agregaron 500 uL de lisado de epimastigotes y se
incubo por 1 hora. Se realizaron 3 lavados y las perlas fueron transferidas a un nuevo tubo.
Finalmente, se agregaron 40 uL. de Buffer de Laemmli 1x, se incubd por 10 min a 70° C. Las
proteinas resultantes se separaron por electroforesis y se realizdo western blot con anti-O-
GlcNAc RL2 como anticuerpo primario. El anticuerpo secundario fue anti-ratéon conjugado

a peroxidasa y el revelado se realizé con DAB (HRP color development reagent Bio-Rad).
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Inmunofluorescencia

Los epimastigotes de 7. cruzi fueron fijados con paraformaldeido al 4% en PBS,
incubandolos por 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces con PBS. La
permeabilizacion de las células se realizé con Tween 20 al 0.1% por 90 min. Se incubaron
con albiimina sérica bovina al 1% para el bloqueo de sitios inespecificos. El anticuerpo RL2
se agregd en dilucion 1:50 en PBS y se incubd durante la noche. Se realizaron 3 lavados y se
agrego el anticuerpo anti-mouse-FITC (1:100 en PBS) por 1 hora y posteriormente se fijaron
en portaobjetos con el reactivo Fluoro Shield DAPI (F6057, Sigma). La observacion se
realizé en un microscopio Leica DM2000 con camara DFC310 FX. Las imagenes se

procesaron con el software Image J (Escobar-Ramirez, 2008).

Marcaje enzimatico Click Chemistry

El sistema de marcaje enzimatico Click- it (Invitrogen C33368) consiste en la transferencia
de galactosa modificada con un azida (GalNaz) a los residuos O-GlcNAc de las proteinas
empleando la enzima B-1,4 galactosiltransferasa (Gal T1 Y289L). Como control negativo se
emplea el extracto proteico sin tratamiento enzimatico y como control positivo, la proteina
a-cristalina purificada, la cual posee un porcentaje de O-GlcNAcilacion entre el 2 'y 10%. El
marcaje enzimatico se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante y para la deteccion
de las proteinas marcadas se empleo el Click- it Biotin Protein Analysis Detection Kit

(Invitrogen C33372) (Aquino-Gil et al., 2018).

Enriquecimiento de proteinas O-GlcNAciladas
El marcaje enzimatico por Click Chemistry se realizé al seguir las instrucciones del

fabricante y los antecedentes en la literatura (Hahne et al., 2013).
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Una vez realizado el marcaje con la GalNaz, las proteinas fueron enriquecidas por captura
covalente en una resina alquilada por una reaccion de click chemistry, al emplear el Click-it
Protein Enrichment Kit (Invitrogen C10416). Esta técnica emplea cobre para promover la
reaccion de adicion ciclica entre la azida y el alquilo terminal, lo cual generé una union
covalente. Una vez que se completo la reaccion, las proteinas O-GlcNAciladas, unidas a las
perlas de resina fueron reducidas con DTT por 30 min a 55 °C y alquiladas con iodoacetamida
50 mM (IAA) por 60 min a temperatura ambiente. La resina fue sometida a un extenso
proceso de lavado en columna: 5 lavados con 1.5 mL de buffer de lavado con (Tris/HCI 100
mM, pH 8; SDS 1%; NaCl 250 mM; EDTA 5 mM); 5 lavados con 1.5 mL de buffer de Urea
(urea 8 M; Tris/HCI 100 mM, pH 8); 10 lavados con 1.5 mL de acetonitrilo al 20% (ACN) y

2 lavados con 1 mL de buffer de digestion (TEAB 100 mM, pH 8.2; ACN 10%).

Digestion proteica

Se realizo digestion enzimatica de las proteinas unidas a la resina al incubar toda la noche en
200 pL de buffer de digestion con una mezcla de 1 pg de Tripsina/Lis-C; se descarto el
sobrenadante y se lavo la resina con 500 uL de agua desionizada. Se conservaron ambas
soluciones, una con los péptidos no retenidos y la que contenia las proteinas O-GlcNAciladas.
Posteriormente, la resina fue lavada en dos ocasiones con agua, seguida de dos lavados con
buffer de desfosforilacion (Tris/HCl1 50 mM; NaCl 100 mM pH 7.6; DTT 1 mM; MgCl 10
mM; MnCl> I mM). Los péptidos no retenidos fueron desalinizados en columnas de fase

reversa C18 y secados en un sistema de vacio centrifugo previo a la espectrometria de masas.
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Eliminacion Beta

Con el objetivo de confirmar los sitios de O-GlcNAcilacion, se realizd un proceso de
desfosforilacion en la resina, por lo cual, todos los péptidos unidos a la resina estarian O-
GlcNAcilados. Los péptidos unidos a la resina fueron desfosforilados a 37 °C por 6 horas en
400 pL de buffer de desfosforilacion, se lavd dos veces con 1.5 mL de agua y el volumen
remanente se ajustd a 300 uL con agua. Se realiz6 la reaccion de eliminacion 3, empleando
el GlycoProfile B-elimination Kit (Sigma Aldrich). Se descartaron las perlas de agarosa y la
solucién con los péptidos fue desalinizada en columnas de fase reversa C18 y secada en un

sistema de vacio centrifugo previo a la espectrometria de masas.

Espectrometria de masas

Las muestras fueron reconstituidas con acido trifluoroacetico al 0.1% en acetonitrilo al 4% y
analizadas por cromatografia liquida (LC) seguida de espectrometria de masas (MS/MS) en
un equipo Orbitrap Fusion Lumos Tribrid Mass Spectrometer (Thermo Electron, Bremen,
Germany) alineado con un Ultimate 3000RSLC nano chromatographic system (Thermo
Fisher Scientific, Sunnyvale, CA). Estos procedimientos fueron realizados en la Unidad de
Espectrometria de masas del Institut Paoli-Calmettes y el Centre de Recherche en

Cancérologie de Marseille, Marsella, Francia.

Identificacion y cuantificacion de proteinas
Los datos adquiridos de la espectrometria de masas fueron procesados con el software
Proteome Discoverer v.1.4.1.14 (Thermo Fisher Scientific). Se realiz6 la busqueda de datos

por medio de SEQUEST HT con la base de datos protedmicos Uniprot para 7. cruzi. Se
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calcul¢ la taza de falsos hallazgos (FDR) con el programa Percolator, al establecer el valor
deqen1ly5 % para definir los péptidos de alta y baja confianza y las proteinas fueron
identificadas con al menos dos péptidos. De forma adicional, se estableci6 un punto de corte
con base en el area MS, por lo que las proteinas con las intensidades mas bajas, cuya suma
fue de 7 x 10® fueron consideradas como posible fondo. La abundancia de las proteinas
identificadas se determin6 por el método TOP 3. Los datos protedmicos obtenidos, fueron
depositados en el consorcio ProteomeXchange por medio del repositorio PRIDE con el

namero de identificacion PXD0110285.
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RESULTADOS

Trypanosoma cruzi expresa proteinas O-GlcNAciladas

Desde la primer descripcion de la O-GlcNAcilacion en 1984, se han empleado diferentes
técnicas para su deteccion, entre las que destacan el uso de anticuerpos y la adicion
enzimatica usando Gal T. En el presente trabajo se emplearon ambas técnicas para visualizar
el O-GIcNAcoma de T. cruzi. El uso de los anticuerpos RL2 (Figura 5A) y CTD110.6 (Figura
5B) reconoci6 un amplio rango de proteinas con pesos moleculares entre 10 y 250 kDa en
los extractos de epimastigotes. Una vez evidenciada la modificacion post traduccional, se
confirmo su presencia en alfa tubulina, siguiendo un protocolo de inmunoprecipitacion. La
tubulina, fue previamente descrita como O-GlcNAcilada en otros organismos protistas
(Kupferschmid et al., 2017). La O-GlcNAcilacién de esta proteina fue evidenciada por
anticuerpo RL-2 también se exhibi6 la O-GlcNAcilacion en epimastigotes completos, donde

se observa la fluorescencia en la region citoplasmatica (Figura 6).
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Fig 5. Deteccion de proteinas O-GlcNAciladas por anticuerpos: A) RL2. Perfil proteico (p.p.) de epimastigotes en SDS PAGE
tefiiddo con azul de Coomasie y western blot con el anticuerpo RL2 y control con el anticuerpo incubado en solucion de GlcNAc.
Revelados por quimioluminiscencia B) CTD 110.6. Perfil proteico de epimastigotes (p.p.) en SDS PAGE transferido a membrana
de nitrocelulosa tefiido con rojo de Ponceau y western blot con el anticuerpo CTD 110.6. Revelado por quimioluminiscencia. C)
Inmunoprecipitacion de alfa tubulina de epimastigotes de T. cruzi (anticuerpo DM1A) en western blot con anticuerpo RL2. Tc,
lisado de epimastigotes; Ab, anticuerpo DM1A; Tubulina IP, tubulina inmunoprecipitada.
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Fig 6. Deteccion de proteinas O-GlcNAciladas por Inmunofluorescencia en epimastigotes de 7. cruzi. El anticuerpo primario fue
RL2 y anticuerpo secundario de raton conjugado a FITC, se observa en color verde. Los nticleos se observan en azul (DAPI)
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Para confirmar la presencia de proteinas O-GlcNAciladas en epimastigotes de 7. cruzi, se
empled la enzima modificada GalT1 Y289L que adiciona residuos GalNAz a los péptidos O-
GlcNAcilados, seguida de la adicion de alquilos biotinilados que permiten su deteccion por
el sistema avidina — peroxidasa (Figura 7A). Esta técnica permitié detectar proteinas O-
GlcNAciladas de epimastigotes de 7. cruzi con pesos moleculares entre 100 y 40 kDa (Figura
7B).

Estos resultados demuestran por primera vez, la presencia de la O-GIcNAcilacion en 7. cruzi
ya que no existen reportes previos en ningun organismo de la clase Kinetoplastea, a la cual
también pertenecen otros pardsitos de importancia médica como Trypanosoma brucei y

Leishmania spp.
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Fig 7. Deteccion enzimatica de proteinas O-GlcNAciladas de epimastigotes de 7. cruzi.
A) Esquema del marcaje de proteinas O-GlcNAciladas con GalNAz y alquino — biotina
por Click chemistry (Click iT™ O-GIcNAc Enzymatic Labeling System y Glycoprotein
Detection Kit.). B) Despues del marcaje, se realizd electroforesis SDS PAGE y western
blot con avidina conjugada a peroxidasa (HRP). El patron proteico se observa en la
membrana de nitrocelulosa tefiida con rojo de Ponceau. Se empleo alfa cristalina como
control negativo.
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Las condiciones ambientales influyen en el patron de O-GlcNAcilacion de los
epimastigotes de 7. cruzi

Una de las caracteristicas de la O-GlcNAcilacion es su sensibilidad a las condiciones
ambientales, por lo cual, se someti6 a los cultivos de epimastigotes de 7. cruzi a variaciones
en las condiciones de temperatura y disponibilidad de glucosa. En las condiciones ensayadas,
se detectd la presencia de proteinas O-GlcNAciladas por western blot (Figura 8) e
inmunofluorescencia (Figura 9); sin embargo, el patron proteico en condiciones de baja
disponibilidad de glucosa (0- 5.5 mM) mostré una mayor intensidad en los componentes de
60, 50 y 45 kDa. El componente de 42 kDa mostr6 mayor O-GlcNAcilacion cuando el
parésito disponia de 5.5 mM de glucosa (Figura 8A). Por el contrario, en condiciones de
estrés térmico (37°C) la mayoria de los componentes mostré menor O-GlcNAcilacion, con

excepcion del componente de 70 kDA como se observa en la figura 8.
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Fig 9. Inmunofluorescencia de epimastigotes de 7. cruzi en condiciones de escasa disponibilidad de glucosa (Glc 0 mM) y
estrés térmico a 37°C. Las condiciones estandar de incubacion son: 11.5 mM de glucosa y 28*C. Se empled RL2 como

anticuerpo primario y anticuerpo secundario de raton conjugado a FITC.
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Identificacion de proteinas O-GlecNAciladas en 7. cruzi

Una vez confirmada la presencia de la O-GlcNAcilacion en 7. cruzi, se decidio establecer la
identidad de las proteinas modificadas. Se han descrito diversos métodos para el
enriquecimiento de proteinas O-GlcNAciladas, incluyendo las basadas en la unién a
anticuerpos o lectinas; y en los ultimos 10 afos, las técnicas basadas en las reacciones de
click chemistry han mostrado una elevada sensibilidad. En el presente trabajo se utilizo la
reaccion de click chemistry para el marcaje de las proteinas O-GlcNAciladas con una
galactosa-azida, seguida de un proceso de purificacidon con una resina- alquilo (Figura 10).
La protedlisis de los péptidos unidos a la resina, seguida de la espectrometria de masas LC-
MS/MS, permitio la identificacion de 1271 proteinas O-GlcNAciladas putativas con una taza
de falso descubrimiento (FDR) del 5% y eliminando las proteinas con menores intensidades,

las cuales se consideran como de fondo.
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Fig 10. Esquema que muestra la estrategia experimental de marcaje enzimatico y
enriquecimiento de proteinas O-GlcNAciladas basado en Click Chemistry e identificacion
por espectrometria de masas
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Las proteinas identificadas corresponden a un amplio rango de funciones bioldgicas y
participan en diversas funciones celulares. De las 10 proteinas O-GlcNAciladas mas
abundantes, tres son constitutivas de citoesqueleto (tubulina alfa, beta y épsilon), tres
participan en procesos de oxidacion-reduccion (triparedoxin peroxidasa y 2 Sintasa de
prostaglandina) y el resto incluye cinasas y proteinas que participan en biosintesis y respuesta
al estrés (Figura 11). La clasificacion funcional de las 100 proteinas O-GlcNAciladas mas
abundantes se muestra en la Figura 12. La base de datos completa se encuentra disponible en
ProteomeXchange con el numero de identificacion PXD010285 y como archivo

suplementario en el articulo resultado de este proyecto y se muestra parcialmente en el Anexo
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Fig 11. Grafico que muestra las 10 proteinas O-GlcNAciladas mas abundantes en
epimastigotes de 7. cruzi
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DISCUSION

La O-GlcNAcilacion ocurre en todos los organismos pluricelulares y también se ha descrito
en organismos mas simples como virus y bacterias; a pesar de esto, los reportes de esta MPT
en protistas son escasos, € incluyen a Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum,
Plasmodium falciparum 'y Toxoplasma gondii (Aquino-Gil et al., 2018; Banerjee et al., 2009;
Kupferschmid et al., 2017; Perez-Cervera et al., 2011). Hasta el presente trabajo, no se habia
reportado esta O-GlcNAcilacion en T. cruzi o en algin otro organismo de la clase
Kinetoplastea. En el presente trabajo, se demuestra la presencia de proteinas O-GlcNAciladas
en epimastigotes de 7. cruzi y se determind la identidad de 1271 proteinas O-GlcNAciladas
putativas. Sorprendentemente, solamente 6 sitios de modificacion pudieron ser identificados
por deshidratacion de Ser y Thr después de la eliminacion beta, lo cual puede deberse a la
baja cantidad de proteinas usadas inicialmente. Los péptidos identificados se asocian a los
siguientes grupos proteicos: clatrinas, RNA helicasas, DNA polimerasas, trans-sialidasas y
dos a proteinas no caracterizadas.

Existen diferentes métodos para la deteccion de la O-GIcNAcilacion. Una primera evidencia,
es la presencia de UDP-GIcNAc, el sustrato de esta MPT; este glico nucledtido es
relativamente abundante en 7. cruzi y es producto de la ruta de sintesis de las hexosaminas,
como ya ha sido reportado (Turnock & Ferguson, 2007). Otra forma de evidenciar la O-
GlcNAcilacion es por la presencia de las secuencias que codifican las enzimas OGT y OGA;
en T. cruzi, no se han encontrado estas secuencias, posiblemente a que su genoma no ha sido
totalmente curado y la gran cantidad de proteinas con funciones desconocidas del parasito.
En el protista, P. falciparum, sucede algo similar, ya que se han encontrado proteinas
modificadas pero las enzimas no han podido ser caracterizadas (Kupferschmid et al., 2017).

En bacterias como Listeria monocytogenes 'y Streptococcus pneumoniae se han caracterizado
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enzimas OGT cuya funcidn es esencial para la motilidad y adhesion; sin embargo, sus
secuencias no son homologas a la enzima caracterizada en animales (Shen, Kamp, Griindling,
& Higgins, 2006; Shi et al., 2014).

El presente trabajo, se enfocd en la deteccion de la O-GlcNAcilacion por técnicas
protedmicas, que incluyen: reconocimiento por anticuerpos monoclonales como RL2 y CTD
110.6, los cuales han sido probados en variedad de tejidos y células, incluyendo organismos
protistas (Kupferschmid et al., 2017; Perez-Cervera et al., 2011). Estos anticuerpos,
permitieron visualizar el patron de componentes proteicos O-GlcNAcilados en epimastigotes
de T. cruzi por western blot e inmunofluorescencia. A pesar de que 7. cruzi presenta tres
estadios morfoldgicos principales, en este trabajo, se eligio emplear epimastigotes, cuya
reproduccion es extracelular, lo cual permite prevenir la contaminacion de los extractos con
proteinas de origen animal. Como se observa en la figura 5, el proteoma de 7. cruzi, es rico
en proteinas O-GlcNAciladas, con un amplio rango de pesos moleculares, como se habia
descrito previamente para 7. gondii y P. falciparum.

El anticuerpo monoclonal RL2, fue desarrollado especificamente para detectar residuos O-
GlcNAcilados de proteinas del complejo de poro nuclear (Holt et al., 1987); sin embargo, es
capaz de detectar otras proteinas O-GlcNAciladas. CTD110.6 es un anticuerpo IgM dirigido
contra la altamente O-GlcNAcilada region C terminal de la RNA polimerasa II, presentando
una reactividad mas amplia que RL2. Estos dos anticuerpos no reconocen los mismos
epitopos por lo que los patrones observados en el western blot no pueden corresponder
completamente (Okuda, 2017). El western blot con el anticuerpo RL2, también permitio
revelar que la alfa tubulina inmuno-precipitada de epimastigotes de 7. cruzi se encuentra O-
GlcNAcilada, lo que coincide con lo reportado para P. falciparum y T. gondii (Aquino-Gil

et al., 2018; Kupferschmid et al., 2017). Adicionalmente, el mismo anticuerpo RL2 en

34



inmunofluorescencia, permitio visualizar la O-GlcNAcilacion en los epimastigotes
completos.

La primer descripcion de la O-GlcNAcilacion, se realizd por medio de la enzima GalT
bovina, que adiciona residuos Gal a los O-GIcNAc terminales (Torres & Hart, 1984); desde
entonces esta técnica ha sido mejorada con la de click chemistry que actualmente permite el
uso de una GalT modificada (GalT1 Y289L) que transfiere GalNAz a los residuos -
GlcNAcilados y puede ser detectada por la adicion selectiva de biotina-alquilada. Esta técnica
nos permitid corroborar la presencia de proteinas O-GlcNAciladas en Trypanosoma cruzi.
La O-GlcNAcilacion, es una modificacion post traduccional que se caracteriza por ser
dindmica y ocurrir en respuesta a estimulos en el medio. En este trabajo, se expuso a los
epimastigotes de 7. cruzi a medios con diferentes cantidades de glucosa disponible, este
nutriente es requerido para la produccion de UDP-GIcNAc y adicionalmente, su ausencia en
el intestino posterior del insecto vector se considera uno de los factores desencadenantes de
la metaciclogenia. El estrés térmico es otra condicién ambiental a la cual se enfrenta 7. cruzi
al infectar a los mamiferos, y en la cual se ha reportado variacioén en la expresion proteica
(Pérez-Morales et al., 2012). La O-GlcNAcilacion esta presente en el parasito en las
diferentes condiciones ambientales a las que fue expuesto, como se puede observar en la
inmunofluorescencia con el anticuerpo RL2 (Figura 9); sin embargo, en western blot, se
detecta una mayor intensidad en los componentes con pesos entre 42 y 60 kDa en los
tratamientos con menor cantidad de glucosa disponible (0- 55mM) como se observa en la
figura 8A y en el componente de 70 kDa en los epimastigotes en estrés térmico (Figura 8B),
el cual es posible que corresponda a una de las proteinas de choque térmico previamente
reportadas (Urményi, Silva, & Rondinelli, 2014), lo cual nos sugiere que la O-GlcNacilacion

puede estar implicada en la respuesta homeostatica de 7. cruzi.
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Una vez comprobada la presencia de la O-GlcNAcilacion en 7. cruzi, el siguiente paso
consistio en identificar las proteinas modificadas.

En mamiferos, se han identificado miles de proteinas O-GlcNAciladas con funciones
diversas; sin embargo, muy pocas se han descrito en protistas, destacando la HSP 70 y
tubulina que fueron identificadas en 7. gondii por inmunoprecipitacion (Perez-Cervera et al.,
2011) y tambien fueron dos de las trece proteinas identificadas en P. falciparum empleando
una combinacion de técnicas de enriquecimiento por afinidad con WGA y por click
chemistry, electroforesis y espectrometria de masas de los componentes reconocidos
(Kupferschmid et al., 2017). Un acercamiento similar, permitié la identificacion de 357
proteinas O-GlcNAciladas en 7. gondii, incluyendo rhoptrias, que estan implicadas en el
proceso de infeccion (Aquino-Gil et al., 2018). En diversas publicaciones se ha reportado
una mayor eficiencia de las técnicas de click chemistry para la identificacion de proteinas O-
GlcNAciladas (Deracinois et al., 2018; Hahne et al., 2013; Kupferschmid et al., 2017;
Ostrowski, Gundogdu, Ferenbach, Lebedev, & van Aalten, 2015), por lo cual, en este trabajo,
se combinaron el marcaje y enriquecimiento de proteinas O-GlcNAciladas en resina por click
chemistry, seguida de proteolisis y espectrometria de masas. Esta combinacion de técnicas
permitié identificar 1271 proteinas. Se ha reportado la posible interferencia de residuos
GlcNAc no reductores en el proceso de enriquecimiento; en un trabajo similar, el 1% de las
proteinas presento union inespecifica (Hahne et al., 2013), por lo cual en este trabajo, se
decidi6 establecer un punto de corte adicional con base en el area MS, como se describe en
la metodologia. Las proteinas identificadas se relacionan con variedad de funciones
bioldgicas, incluyendo sintesis de 4cidos nucleicos, transcripcion, sintesis de proteinas,

constituyentes de citoesqueleto, mitocondriales, respuesta al estrés, peptidicas e incluso
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retrotransposones, que son proteinas exclusivas de kinetoplastidos cuya funcién es aun
desconocida.

Las mucinas son las glico-proteinas de superficie mas abundantes en 7. cruzi, las cuales
pueden ser modificadas por grandes cadenas de glicanos por una uniéon o-GIcNAc-o-Thr.
Incluso, en algunas cepas, es posible encontrar una pequena cantidad de GIcNAc no
sustituido (Salto, Gallo-Rodriguez, Lima, & de Lederkremer, 2000). Diversas proteinas de
superficie, lisosomales y de secrecion como las transialidasas, mucinas y algunas proteasas
son modificadas por la adicion de B-GIcNAc a los residuos aspargina (Asn), seguidos de un
complejo entramado de manosas; sin embargo se puede llegar a presentar como un glicano
simple (GlcNAc-Asn) (Maria Julia Manso Alves et al., 2017), por lo que la identificacion de
proteinas extracelulares que no se espera estén modificadas por la O-GlcNAcilacion, era una
posibilidad. Solamente cuatro de las 1271 proteinas O-GlcNAciladas putativas han sido
clasificadas como extracelulares; sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que
algunas de éstas puedan no estar O-GIlcNAciladas.

Gran cantidad de proteinas identificadas, ya han sido descritas como O-GlcNAciladas en
otros modelos, lo cual refuerza la universalidad de la O-GlcNAcilacion. Las 10 proteinas O-
GlcNAciladas se enlistan en la Figura 11. La tubulina, se encuentra abundantemente
representada entre la proteinas O-GIlcNAciladas descritas en protistas, en el presente trabajo
se identifico en epimastigotes de 7. cruzi por inmunoprecipitacion (Figura 5C). Los
microtubulos de 7. cruzi, son estructuras constitutivas del citoesqueleto, compuestas por dos
alfa-tubulinas y una beta-tubulina, las cuales se encuentran en el flagelo y bajo la membrana
plasmatica como microtibulos subpeliculares; sus funciones van desde la motilidad,

morfologia celular, transporte intracelular y division celular. Las isoformas de tubulina
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también han sido estudiadas como blancos de sustancias con actividad anti-Chagasica
(Sueth-Santiago, Decote-Ricardo, Morrot, Freire-de-Lima, & Lima, 2017) y como
candidatos para el desarrollo de vacunas (Montalvao et al., 2018). Conociendo el papel de la
O-GIcNAcilacion en la regulacion de la formacion de microtubulos (Ji et al., 2011), nuestros
resultados, sugieren la posibilidad de influir en la polimerizacién de microtibulos de 7. cruzi,
interfiriendo en la O-GlcNAcilacion de las tubulinas.

La deteccion de seis péptidos blanco de la O-GIcNAc nos proporciona posibles blancos para
el estudio de la O-GlcNAcilacion en 7. cruzi: las Trans-sialidasas son un grupo de proteinas
involucradas en la patogénesis, las clatrinas, son mediadoras de la endocitosis en la bolsa
flagelar y el complejo de citostoma, las helicasas y polimerasas de ADN estan implicadas en
los procesos de replicacion y transcripcion e incluso en la reparacion de material genético
por dafio oxidativo. No nos es posible predecir el significado de estos motivos especificos de
O-GlcNAcilacion; sin embargo, su reconocimiento refuerza la necesidad de estudiar las

funciones de la O-GlcNAcilacion en proteinas y procesos celulares especificos de 7. cruzi.
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CONCLUSIONES

En este trabajo, por primera vez, se demostro la presencia de O-GlcNAcilacion en el protista
Trypanosoma cruzi y se identifico una amplia variedad de proteinas O-GlcNAciladas
putativas, asi como seis sitios de modificacion. La evidencia experimental, sugiere la
implicacion de esta modificacion post traduccional en los mecanismos de homeostasis del
parésito, abriendo un nuevo campo de investigacion para el estudio de sus mecanismos de

adaptacion, supervivencia e invasion, asi como en la busqueda de blancos de tratamiento.
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Originally an anthropozoonosis in the Americas, Chagas disease has spread from
its previous borders through migration. It is caused by the protozoan Trypanosoma
cruzi. Differences in disease severity have been attributed to a natural pleomorphism
in T. cruzi. Several post-translational modifications (PTMs) have been studied in
T cruzi, but to date no work has focused on O-GIcNAcylation, a highly conserved
monosaccharide-PTM of serine and threonine residues mainly found in nucleus,
cytoplasm, and mitochondrion proteins. O-GIcNAcylation is thought to regulate protein
function analogously to protein phosphorylation; indeed, crosstalk between both PTMs
allows the cell to regulate its functions in response to nutrient levels and stress. Herein,
we demonstrate O-GlcNAcylation in T. cruzi epimastigotes by three methods: by using
specific antibodies against the modification in lysates and whole parasites, by click
chemistry labeling, and by proteomics. In total, 1,271 putative O-GIcNAcylated proteins
and six modification sequences were identified by mass spectrometry (data available
via ProteomeXchange, ID PXD010285). Most of these proteins have structural and
metabolic functions that are essential for parasite survival and evolution. Furthermore,
O-GlcNAcylation pattern variations were observed by antibody detection under glucose
deprivation and heat stress conditions, supporting their possible role in the adaptive
response. Given the numerous biological processes in which O-GlcNAcylated proteins
participate, its identification in T. cruzi proteins opens a new research field in the biology
of Trypanosomatids, improve our understanding of infection processes and may allow
us to identify new therapeutic targets.

Keywords: Trypanosoma cruzi, O-GlcNAcylated proteins, post translational modification, epimastigote, protist,
click chemistry, mass spectrometry

INTRODUCTION

The protozoan Trypanosoma cruzi is the causative agent of Chagas disease (CD). Also
called American trypanosomiasis, CD is one of the biggest public health problems in Latin America.
CD has spread to other continents due to increased population movements to and from Latin
America. An estimated 8 million people are infected with the parasite worldwide (1). In 1909,
the Brazilian physician Carlos Chagas described the disease in its acute and chronic phases. Most
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chronic-phase CD patients are symptom-free, but some may
progress to cardiac, digestive, and/or neurological forms of
the disease, which can be life-threatening when left untreated.
The current treatment of CD is based on nifurtimox and
benznidazole; developed in the 1960s and early 1970s. Both drugs
have limitations, including a variable efficacy, long treatment
courses, and toxicity. With only two drugs available for treatment,
it is crucial to search for alternative targets for anti-CD therapies
(2, 3). To this end, further information about basic regulatory
functions in the parasite life cycle is much needed.

Trypanosoma cruzi is a protozoan parasite with a complex
life cycle that requires one mammal and one arthropod host
and involves three developmental stages. These changes allow
the parasite to face environmental conditions such as variable
temperatures and nutrient availability (4-6). The mechanisms
that allow parasites to sense environmental changes and trigger a
response are vital for their survival and establishment in a host (6,
7). The adaptive response requires modulating protein expression
profiles, which are mainly regulated by post-transcriptional and
post-translational modifications (PTMs) (8). Several PTMs have
been reported in T. cruzi, including glycosylation of membrane
proteins (9), acetylation of tubulins, and histone (10, 11),
ubiquitination (12), SUMOylation (13), and phosphorylation of
hundreds of proteins involved in several biological processes
(14). Nevertheless, O-GlcNAcylation has not been reported yet
in T. cruzi nor any Kinetoplastid protist.

O-GlcNAcylation is a dynamic PTM of proteins from the
nucleus, cytoplasm, and mitochondria; it is involved in many
different cell fundamental processes. Addition and removal
of O-GIcNAc to/from proteins in animals is mediated by
the enzymes O-GlcNAc transferase (OGT), and O-GlcNAcase
(OGA) (15). UDP-GIcNAc, the donor substrate of OGT, is the
final product of the hexosamine biosynthetic pathway (HBP).
O-GlcNAcylation is thought to regulate protein functions in an
analogous manner to protein phosphorylation. The crosstalk of
both PTMs allows the regulation of cellular functions in response
to nutrient levels and stress (16).

Protein O-GlcNAcylation has been reported in multicellular
organisms and in some prokaryotic cells, but their presence
in protists is a rather neglected field. Banerjee et al. reported
homolog genes for the O-GIcNAc cycling enzymes in Giardia
lamblia and Cryptosporidium parvum (17), and Perez Cervera
et al. demonstrated the presence of O-GlcNAc-modified proteins
in Toxoplasma gondii and Plasmodium falciparum by Western
blot with the specific anti- O-GlcNAc RL2 and CTD 110.6
antibodies. Some O-GlcNAcylated proteins have been identified
in these parasites, thirteen from P. falciparum, including actin,
myosin, and the heat-shock protein HSP70. O-GlcNAcylated
HSP70 was also identified by immunoprecipitation in T. gondii,
and recently, proteomic analyses based on s-WGA enrichment
and click chemistry revealed 357 O-GlcNAcylated proteins with
several functions, including rhoptries, that are necessary for
invasion (18-20).

This work is aimed to demonstrate the presence and to
visualize O-GlcNAc-modified proteins in T. cruzi epimastigotes,
and to evaluate the influence of some environmental
conditions on O-GlcNAcylation patterns by Western blot,

immunofluorescence, and enzymatic labeling. The enrichment
of O-GIcNAc proteins was improved by a click chemistry-
based strategy using an alkyne resin. Then, 1,271 putative
O-GlcNAcylated proteins and six modification sites were
identified by MS/MS.

MATERIALS AND METHODS

Culture of Trypanosoma cruzi

Epimastigotes

Trypanosoma cruzi epimastigotes were cultured at 28°C in
RPMI 1,640 medium supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS). Cultures were maintained in the
growth phase.

Heat stress: T. cruzi epimastigotes were cultured in 25-cm?
dishes, in 10 mL of RPMI 1,640 medium either at 28 or 37°C,
at a concentration of 10° cells/mL. After 4 days of incubation,
cultured cells were harvested by centrifugation at 2,500 x g for
20 min at 4°C and washed three times with PBS.

Glucose availability: Culture dishes with 10 mL of RPMI 1,640
medium supplemented with various glucose concentrations (17,
11.5, 5.5, and 0mM) were inoculated with 10° parasites/mL
and incubated for 5 days. Then, the cells were harvested by
centrifugation at 2,500 x g for 20 min at 4°C and washed three
times with PBS.

Protein Extraction

Control and experimental parasite cultures were lysed in the
following homogenization buffer: 10mM Tris/HCl, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1% (v/v) Triton X-100, 0.5% (w/v) sodium
deoxycholate, 0.1% (w/v) SDS, protease inhibitor, pH 7.4. After
centrifugation at 20,000 x g for 10min, supernatants were
recovered and frozen until used.

SDS-PAGE and Western Blotting

Proteins were run on 12% SDS-PAGE under reducing conditions.
Gels were either stained with Coomassie blue or electroblotted
onto a PVDF sheet. Blots were saturated with 5% (w/v) blotting-
grade blocker (Bio-Rad) in TBS (Tris-buffered saline)-Tween
[15mM Tris, 140 mM NaCl, 0.5% (v/v) Tween] for 30 min.
Primary antibodies were incubated overnight at 4°C. Mouse
monoclonal anti-O-GlcNAc RL2 (ab2739) was used at a 1:1,000
dilution; mouse polyclonal anti-O-GlcNAc CTD 110.6 and anti-
alpha tubulin DM1A (Sigma, St Louis Missouri, USA) antibodies
were also used. The specificity of the RL2 antibodies was
checked by co-incubation with 1M free O-GlcNAc. Then, the
membranes were washed three times for 10min with TBS-
Tween and incubated with anti-mouse IgG or IgM, HRP
labeled secondary antibodies (Abcam, Cambridge, UK) at a
1:5,000 dilution. The membranes were washed three times for
10 min with TBS-Tween, and spots were detected by enhanced
chemiluminescence with Hyperfilms (GE Healthcare, Chicago,
USA). Three independent experiments were performed and
images were captured using a Bio Rad Gel Doc imaging system
and processed with Quantity One software. One representative
blot is shown.
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Immunoprecipitation

Immunoprecipitation protocol was carried on using magnetic
beads (Bio-Rad California, USA). Ten microgram of anti-
tubulin DM1A antibody (Sigma) diluted on 200L of PBS-
Tween 0.1% were incubated on Protein C magnetic beads for
10 min at room temperature, then magnetized and supernatant
were discarded. After three washes, lysed epimastigotes were
added and incubated 1h. Then three washes were realized and
beads transferred to a new tube. Finally, 40 pl of 1x reduced
Laemmli Sample Buffer were added and incubated for 10 min
at 70°C. SDS PAGE was performed and Wb using anti-O-
GIcNAc RL2 as primary antibody, HRP conjugated anti-mouse as
secondary antibody and revealed using HRP color development
reagent (Bio-Rad).

Immunofluorescence Microscopy

For immunolabeling, purified T. cruzi epimastigotes were fixed in
4% (m/v) paraformaldehyde in PBS for 1h at room temperature
and washed with PBS. Parasite cells were permeabilized with 0.1%
Tween 20 for 90 min. Non-specific sites were blocked with 1%
BSA. Anti O-GIcNAc antibodies RL2 diluted 1:50 (in PBS) were
added and incubated overnight. After three washes with PBS, the
parasites were incubated with anti-mouse FITC antibodies (1:100
in PBS) and then fixed on glass slides with Fluoro Shield DAPI
(Sigma). A Leica DM2000 microscope with a Leica DFC310 FX
camera was used for visualization. The images were processed
with the software Image J. One representative figure is shown of
three independent experiments.

Enzymatic Labeling of O-GlcNAcylated

Proteins

Click-it O-GlcNAc Enzymatic Labeling System (Invitrogen
C33368) is a method for modification in vitro of O-GlcNAcylated
proteins. Proteins were enzymatically labeled by the permissive
mutant B-1,4 galactosyltransferase (Gal T1 Y289L), which
transfers azido-modified galactose (GalNAz) from UDP-GalNAz
to O-GlcNAc residues in the target proteins. A protein extract
with no enzymatic treatment was used as a negative control,
and a-crystallin, a protein with a low O-GlcNAcylation level (2—-
10%) was used as a positive control. Click-it O-GlcNAc enzymatic
labeling was performed following the manufacturer’s protocols.
Labeled proteins were detected by Western blot with the Click-it
Biotin Protein Analysis Detection Kit (Invitrogen C33372).

O-GicNAcylated Proteins Labeling and

Enrichment

Click-it O-GIcNAc enzymatic labeling was performed on T. cruzi
protein extracts following the manufacturer’s protocols, as
described by Hahne et al. (21).

O-GlcNAcylated T. cruzi epimastigote proteins with azide tag
were then enriched by covalent capture onto an alkyne resin
through click chemistry, using the Click-it Protein Enrichment
Kit (Invitrogen C10416). This technique uses the Cu(I)-catalyzed
Huisgen cycloaddition to promote a cyclic addition reaction
between an azide and a terminal alkyne, generating a 1,4-
disubstituted 1,2,3-triazole as a covalent linkage. When the click
reaction was complete, the beads with O-GlcNAcylated proteins

were first reduced with 10 mM dithiothreitol (DTT) for 30 min
at 55°C and then alkylated with 50 mM iodoacetamide (IAA)
for 60 min at room temperature. The resin was subjected to an
extensive washing procedure in column as follows: five washes
with 1.5mL of SDS wash buffer (100 mM Tris/HCI, pH 8; 1%
SDS; 250 mM NaCl; 5mM EDTA); five washes with 1.5 mL of
urea buffer (8 M urea; 100 mM Tris/HCI, pH 8); 10 washes with
1.5 mL of 20% acetonitrile (ACN); and two washes with 1 mL of
digestion buffer (100 mM TEAB, pH 8.2; 10% ACN).

Protein Digestion

Resin-bound proteins were digested overnight in 200 wL of
digestion buffer containing 1 pg of trypsin/Lys-C mix. After
digestion, the supernatant solution was discarded, and the resin
was washed with 500 WL of deionized water. Both solutions,
one containing non-retained peptides and the other containing
O-GlcNAc proteins, were pooled and stored before desalting. The
resin was then washed twice with 1.5mL of MS-grade water,
followed by two more washes with 1.5mL of dephosphorylation
buffer (50 mM Tris/HCl, pH 7.6; 100 mM NaCl; 1 mM DTT;
10mM MgCly; 1mM MnCly). Non-retained peptides were
desalted in a CI18 reversed-phase column and dried in a
centrifugal vacuum system before LC-MS/MS analysis.

Beta-Elimination

To confirm O-GlcNAc sites an on-resin dephosphorylation step
between the on-resin proteolytic digest and the on-resin f-
elimination was added. So ideally all peptides bound to the
alkyne resin should be O-GIcNAc modified. O-GlcNAcylated
peptides linked to agarose beads were dephosphorylated at 37°C
for 6h in 400 LL of dephosphorylation buffer using 800U of
. phosphatase and 20U of calf intestine phosphatase. After
dephosphorylation, the resin was washed twice with 1.5mL of
water and the slurry volume was adjusted to 300 iL with water
before treatment with the GlycoProfile B-elimination Kit (Sigma
Aldrich). The reaction mixture was incubated in an end-over-end
shaker with extensive mixing at 4°C and quenched after 24 h with
1% trifluoroacetic acid (TFA). Agarose beads were discarded, and
the solution containing B-eliminated peptides, corresponding to
O-GlcNAcylated peptides, was desalted in C18 reversed-phase
columns and dried in a centrifugal vacuum system before LC-
MS/MS analysis.

Mass Spectrometry

The samples were reconstituted with 0.1% TFA in 4% ACN
and analyzed by liquid chromatography (LC)-tandem mass
spectrometry (MS/MS) using an Orbitrap Fusion Lumos Tribrid
Mass Spectrometer (Thermo Electron, Bremen, Germany) online
with an Ultimate 3000RSLCnano chromatographic system
(Thermo Fisher Scientific, Sunnyvale, CA). The peptides were
separated using a Dionex Acclaim PepMap RSLC C18 column.
First, the peptides were concentrated and purified with a Dionex
pre-column (C18 PepMap100, 2cm x 100 wm ID, 100 A pore
size, 5um particle size) in solvent A (0.1% formic acid, 2%
acetonitrile). Then, the peptides were separated on a Dionex
reverse-phase LC EASY-Spray C18 column (PepMap RSLC C18,
50cm x 75um ID, 100 A pore size, 2 um particle size) at
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a 300 nL/min flow rate and 40°C. After column equilibration
using 4% of solvent B (20% water-80% ACN-0.1% formic acid),
the peptides were eluted from the analytical column by a two-
step linear gradient (4-20% ACN/H,0-0.1% formic acid for
220 min and 20-45% ACN/H,0-0.1% formic acid for 20 min).
For peptide ionization, spray voltage was set at 2.2 kV and the
capillary temperature at 275°C. The mass spectrometer was used
in data-dependent mode to switch consistently between MS and
MS/MS. The time between master scans was set to 3 s. MS spectra
were acquired in an m/z range of 375-1,500, with a FWHM
resolution of 120 000 measured at 200 m/z. AGC target was set at
4.0e5 with a maximum injection time of 50 ms. The ion generated
from polydimethylcyclosiloxane during the electrospray process
the protonated (Si(CH3),0)s) at m/z 445.120025 was used as lock
mass for internal mass calibration. The most abundant precursor
ions were selected, and a higher-energy collisional dissociation
fragmentation was performed and analyzed in the Orbitrap
analyzer with a resolution of 50,000. The number of precursor
ions was automatically defined along run in 3 s windows, using
the Inject Ions for All Available Parallelizable Time option with a
maximum injection time of 105 ms and an AGC target of 1.0e5.
Charge state screening was enabled to include precursors with
two and seven charge states. Dynamic exclusion was enabled with
a repeat count of one and a duration of 60 s.

Protein Identification and Abundance

Quantification

The acquired raw MS data were processed with the software
Proteome Discoverer v.1.4.1.14 (Thermo Fisher Scientific). Data
were searched via SEQUEST HT against the Uniprot T. cruzi
reference proteome database (retrieved on February 14, 2018,
44 286 entries). The following parameters were used for
searches: (i) trypsin; (ii) two missed cleavages were allowed;
(ii) monoisotopic precursor tolerance of 10 ppm, followed
by 0.6 Da for fragment ions from MS/MS; and (iii) cysteine
carbamidomethylation (+57.0215) and methionine oxidation
(415.995) as variable modifications. False discovery rate (FDR)
was processed using Percolator a semi-supervised machine
learning to discriminate correct from incorrect peptide-spectrum
matches (22), and was set to a g-value of 1 and 5% for,
respectively, define high and low confident peptides. In addition,
only peptide spectrum matches with a delta Cn Sequest HT
parameters better than 0.15 were considered and proteins were
identified with at least two peptides per protein. Additionally, a
threshold was established based on the MS area, which meant
that the proteins with the lowest intensities which conformed
the summed intensity of 7 x 10% were considered potential
background (21). The abundance of the different identified
proteins were determined by label-free quantitative proteomics
using the TOP 3 method (23, 24). Peptides from B-elimination
experiments were identified as described above, except that
dehydration of Ser and Thr (—18.011 a.m.u.) and B-elimination
of Cys (—33.988a.m.u.) were added as variable modifications.
Mass spectrometry proteomics data were deposited in the
ProteomeXchange Consortium via the PRIDE (25) partner
repository with the dataset identifier PXD010285.

RESULTS

Trypanosoma cruzi Express

O-GlIcNAcylated Proteins

After the O-GlcNAc modification was first described in 1984,
several approaches have been used to detect it. Antibody
detection and residue enzymatic elongation by bovine GalT are
commonly used. Both assays were performed herein to visualize
T. cruzi O-GlcNAcome. A wide range of proteins, from 10
to 250 kDa, were recognized when epimastigote proteins were
exposed to the broadly used anti O-GIcNAc antibodies RL2
(Figure 1A) and CTD110.6 (Figure 1B). O-GlcNAcylation was
also detected in whole epimastigotes by immunofluorescence
microscopy with the RL2 antibody (Figure1D). To show
evidence about the O-GlcNAcylation of an specific protein, an
immunoprecipitation protocol were performed to isolate alpha
tubulin, that were previously described in other protist parasites
(19). The O-GlcNAcylation was revealed by western blot using
RL2 as primary antibody.

To confirm the presence of O-GlcNAcylated proteins
in T. cruzi epimastigotes, a galactose derivative (GalNAz) was
bound to GlcNAc moieties by an engineered galactosyltransferase
(GalT1 Y289L). This was followed by a selective and specific
chemical addition of biotinalkyne to allow the detection of
the tagged proteins or peptides by the avidin-peroxidase
system (Figure 2A). This highly sensitive technique confirmed
that the T. cruzi proteome is rich in O-GlcNAcylated
proteins (Figure 2B).

These results demonstrate for the first time the presence of
O-GlIcNAc modifications in T. cruzi. No previous reports have
been published about this PTM in any Kinetoplastid parasite.

Environmental Conditions Influence
Protein O-GicNAcylation Pattern in T. cruzi
Epimastigotes

Protein O-GlcNAcylation exhibits a great dynamism. To
assess whether O-GlcNAcylation patterns vary under diverse
environmental conditions, parasites were grown under different
temperatures and glucose availability. While O-GlcNAcylation
was detected by western blot and immunofluorescence in every
condition (Figure 3C), O-GlcNAcylated protein patterns under
low glucose availability (0-5.5mM) showed a higher reaction in
bands of 60, 50, and 45 kDa. The 42 kDa band show higher O-
GlcNAcylation mainly on 5.5 mM glucose condition (Figure 3A).
Contrasting, under heat stress (37°C) most components showed
reduced O-GlcNAcylation, except for 70 kDa band, as shown
in Figure 3B.

Identification of O-GlcNAcylated Proteins

in T. cruzi

Once the presence of O-GlcNAcylated proteins in T. cruzi
was established, their identity was studied. Several methods
for protein identification have been described, including some
based on lectins or antibody enrichment; in the past 10 years,
click chemistry-based methods have gained prominence.
The highly sensitive labeling of proteins by azide-modified
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FIGURE 1 | Immune detection of O-GlcNAcylated proteins from T. cruzi epimastigotes. (A) RL2 antibody. Protein profile (p.p.) of epimastigotes in SDS-PAGE
Coomassie blue, 20 g, and Western blot with the RL2 antibody and Free GIcNAc control. Visualized by chemiluminescence. (B) CTD 110.6 antibody. Protein profile
(p-p.) of epimastigotes stained with Red Ponceau, 30 png. B2, Western blot with CTD 110.6. Visualized by chemiluminescence. (C) T. cruzi Alpha tubulin
immunoprecipitation (DM1A ab) in western blot with anti O-GIcNAc RL-2. Tc, epimastigote lisate; Ab, antibody DM1A Tubulin IP; Immunoprecipitated Tubulin.

(D) Immunofluorescence microscopy. Anti-O-GIcNAc RL-2 was used as the primary antibody and FITC-labeled anti-mouse as the secondary antibody.

galactose and copper-mediated click chemistry was used
herein, followed by purification of modified proteins on an
alkyne-resin (17) (Figure4). On-resin trypsin proteolysis
followed by LC-MS/MS allowed the identification of 1,271
putative O-GIcNAc proteins at 5% false discovery rate (FDR)
and eliminating the proteins with the lowest intensities which
could be considered as potential background as mentioned
in materials and methods. These proteins belong to a broad
range of biological functions and participating in various
cellular pathways. Of the 10 most abundant putative O-
GlcNAcylated proteins, three are constitutive of the cytoskeleton,
three participate in oxidation reduction processes and the
others include kinases, and proteins that participate in
biosynthesis and stress response. The classification by function

of the 100 most abundant based on Top3 quantification,
are shown in Figure5, and full data are available via
ProteomeXchange, ID PXD010285 and Supplementary Table 1.
Subsequent elution of on-resin O-GlcNAcylated peptides
by B-elimination led to the identification of 6 peptides
corresponding to O-GIcNAc modification sites at 5%
FDR (Supplementary Figure 1).

DISCUSSION

Protein O-GlcNAcylation is ubiquitous in pluricellular organisms
and has also been described in simple organisms, including
viruses (26) and bacteria (27). Nevertheless, there are only
few publications about protein O-GlcNAcylation in protist
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Click iT™ O-GIcNAc Enzymatic Labeling System and the Glycoprotein Detection Kit. (B) After labeling, Trypanosoma cruzi O-GlcNAcylated proteins were separated
by SDS-PAGE, and Western blot was performed using HRP-labeled avidin. Protein load was assessed by Ponceau Red staining. a-Crystallin was used to control
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organisms like Giardia lamblia and Cryptosporidium parvum
(17), Toxoplasma gondii (18), and Plasmodium falciparum (19).
To date, there is no report about protein O-GlcNAcylation
in T. cruzi or any Kinetoplastid protist. In this work, we
demonstrated the presence of O-GlcNAcylated proteins in
T. cruzi epimastigotes and determined the identity of 1,271
putative O-GlcNAcylated proteins. Surprisingly, only 6 O-
GlcNAc modifications sites were identified using dehydratation
of Ser and Thr after beta-elimination from beads. MS-MS
spectra of these peptides are given as Supplementary Figure 1.
This low detection of modified peptides varies from our

previous similar study (28). The explanation could be
associated to the lower amount of proteins initially used
and to the higher number of O-GIcNAc proteins. Each O-
GlcNAc modified peptide is related to one of the following
protein groups: clathrins, RNA helicases, DNA polymerases,
trans-sialidases and two uncharacterized proteins as seen
in Supplementary Table 2.

Several methods have been reported to detect O-
GlcNAcylation. First, the sugar nucleotide UDP-GIcNAc is
known to be a substrate for this PTM. UDP-GIcNAc is relatively
abundant in T. cruzi, being produced by conventional HBP as
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o 6 modification sites.
Full data are available via ProteomeXchange with identifier PXD010285.

previously reported by Turnock and Ferguson (29). Second,
a search for the sequences of the regulatory enzymes OGT
and OGA in T. cruzi genome databases (for instance, by
Banerje et al.) has been unfruitful, maybe due to the great
number of unknown proteins in the parasite genome and

the fact that it is not completely cured. Nevertheless, some
organisms have been reported as producing O-GlcNAcylated
proteins, like the protist P. falciparum, whose OGT and OGA
enzyme variants have not been characterized yet. Bacterial
species like Listeria monocytogenes (30) and Streptococcus
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pneumoniae (31) code for different OGT variants, which are
not homologous to the animal enzymes even when they have
been proved to have critical roles in functions like motility
and adhesion. All OGT-detecting methods rely on antibodies
or activity measurement, even though antibody detection
is only acceptable when the OGT coding gene has been
fully identified.

This work is focused on detecting O-GlcNAcylated proteins
by proteomic approaches (32). Various monoclonal antibodies
that recognize O-GlcNAcylated proteins are available, including
the RL2, CTD 110.6, 18B10.C7, 9D1.E4, and 1F5.D6 antibodies.
The most widely used and more readily available antibodies
to detect O-GlcNAcylation by Western blot are RL2 (33)
and CTD 110.6 (34); these antibodies can detect a variety
of modified proteins in different organisms, including protist
cells (18, 19). Both antibodies were used herein to visualize
O-GlcNAcylated protein in T. cruzi epimastigotes proteome;
additionally, RL2 was used for fluorescence microscopy analysis.
The parasite life cycle includes three development stages, and
we focused our research on epimastigotes, being the only
replicative extracellular stage, so we can prevent mammal
cell contamination during protein extraction. As shown in
Figure 1, the T. cruzi proteome is rich in O-GlcNAcylated
proteins with a wide range of molecular weights, as previously
observed for T. gondii and P. falciparum. RL2 is an IgG
antibody that was raised specifically against O-GlcNAc moieties
of nuclear pore complex (24). However, it can also detect
some other O-GIcNAc modified proteins. CTD110.6 is an
IgM antibody directed against the O-GlcNAcylated C-terminal
domain of RNA polymerase II proteins (34). The latter has
a broader reactivity than RL2, recognizing a variety of O-
GlcNAc-modified proteins. These antibodies RL2 and CTD
110.6 did not recognize the same epitopes and therefore the
observed patterns were not equal, as it has been previously
reported (35). Western blot using RL2, still revealed that
immunoprecipitated alpha tubulin was also O-GlcNAcylated,
which have been reported for P. falciparum and T. gondii
(19, 20). Immunofluorescence analysis with RL2 allowed
us to visualize the O-GlcNac modification directly in the
whole parasite. This first evidence of the presence of O-
GlcNAcylated proteins in this parasite was further confirmed
by a different approach. The O-GlcNAc modification (36) was
first described by elongating O-GlcNAcylated residues with
bovine GalT using UDP-[*H]-galactose; in the last 10 years,
this method has evolved to include techniques from click
chemistry, which use a engineered modified GalT (GalT1
Y289L) that transfers GalNAz to O-GlcNAcylated residues,
followed by a selective addition of biotin alkyne. This
approach demonstrated a rich pattern of protein bands in
T. cruzi lysates (Figure2), confirming the presence of this
PTMin T. cruzi.

Since O-GlcNAcylation is characterized by a dynamic
response to medium stimuli, we exposed parasites to different
amounts of glucose, a nutrient required for UDP-GIcNAc
production, also considering that nutrient deprivation triggers
metacyclogenesis in the hindgut of the insect host. Heat
stress is another environmental condition that T. cruzi

faces during mammal infection. O-GlcNAcylation patterns
as observed by immunofluorescence showed no significant
variations (Figure 3C); in contrast, the level of reaction observed
in 60-42 kDa components by Western blot was higher in protein
extracts from the low-glucose group (0-5.5 mM) (Figure 3A)and
in 70-kDa band in the group under heat stress (Figure 3B),
which could correspond to one of the previously reported
parasite heat-shock protein (HSP) (7) and suggest a possible
role of O-GlcNAcylation in the cellular homeostatic response
in T. cruzi.

Once the presence of O-GlcNAcylated proteins in T. cruzi
was established, we focused on identifying them. Thousands of
O-GlcNAcylated proteins have been reported in mammal cells;
however, only few O-GlcNAcylated proteins have been identified
in protist organisms; HSP70 and tubulin were confirmed in
T. gondii by immunoprecipitation (18). The same proteins
were identified in P. falciparum by a combination of click
chemistry enrichment and specific HSP70 and tubulin immune
detection. In the same work, WGA- and click chemistry-
enriched extracts were resolved by SDS-PAGE; the bands were
excised and analyzed by mass spectrometry, identifying 13
proteins that participate in cell functions like glycolysis and
cytoskeleton organization, or as chaperones (19). A similar
approach allowed the detection of 357 O-GlcNAcylated proteins
in T. gondii, including rhoptries, which play a role in host
infection (20). Considering the work by Kupfershmid and
other authors, reporting that click chemistry-based strategies
improved protein identification (21, 37, 38), we combined
click chemistry-based O-GlcNAcylated protein labeling, click
chemistry enrichment on alkyn resin, and on-resin trypsin
proteolysis with MS/MS peptide sequencing. However, it must
be noted that there is a potential interference in the enrichment
procedure with non-reducing GIcNAc residues on O-linked and
N-linked glycoproteins as have been reported for ovalbumin
(39); when in a similar approach only 1% of the proteins were
unspecifically bound, as the summed intensity of the labeled
sample were 60-fold higher than the negative control (21),
in the present work an additional threshold was set based
on the MS area as described in the material and methods
section. This combination of methods allowed us to identify
1,271 proteins displaying a wide variety of biological functions,
including nucleic acid synthesis, transcription, protein synthesis,
structural constitution of cytoskeleton, mitochondrial function,
stress response, ATP cycling, peptidase activity and noteworthy
retro-transposon hot spot (RHS) that are kinetoplastids exclusive
proteins whose functions remain unveiled (data are available via
ProteomeXchange, ID PXD010285 and Supplementary Table 1).
It is well-known that the most abundant surface glycoproteins
of T. cruzi are the mucin-like proteins, which can be modified
with multiple glycan chains attached to the peptide by a-
GIcNAc-O-Thr linkages (40, 41). Also when it is unusual for
surface glycoproteins, in some strains, an amount of non-
substituted O-linked GlcNAc has been reported (42). Many cell
surface, lysosomal, and secreted proteins like trans-sialidases,
mucins and some proteases, are post-translationally modified by
the addition of a B-GlcNAc to the asparagine (Asn) residues,
usually followed by complex branched high mannose glycans
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but it could also be found as a small chitobiose glycan
(GlcNAc;_»Asn) (43). So, the identification of extracellular
proteins that are not expected to be O-GIcNAc modified
is a matter of concern. However, only four of the 1,271
putative O-GlcNAcylated proteins were considered extracellular.
Nevertheless, we cannot rule out the possibility that some of
the identified surface or secreted proteins might also not be
O-GlcNAc modified.

Several identified proteins were previously described as
O-GlcNAcylated in other models, a finding that supports
the universal role of O-GlcNAcylation in cell biology. The
10 most abundant putative modified proteins are listed
in Figure5. As shown, tubulin is abundantly represented
among protist O-GlcNAcylated proteins and we found it
on T. cruzi epimastigotes by immunoprecipitation as can
be seen on Figure 1C; this was expected, since T. cruzi
microtubules are cytoskeletal structures composed of two
a- and one PB-tubulin isoforms and are present in the
flagellum and under the plasma membrane as subpellicular
microtubules, and have important functions in motility,
cellular morphology, intracellular transport, and cell division.
Tubulin isoforms have also been studied as a target for
substances with possible antichagasic activity (44) and as
vaccine antigen candidates (45). Our results suggest the
possibility to influence T. cruzi microtubule polymerization
by interfering in tubulin O-GlcNAcylation, given the
known role of O-GlcNAcylation in regulating microtubule
formation (46).

Notably, the detection of the 6 O-GlcNAc peptides
(Supplementary Table 2) gave us more possible targets to
study the role of the O-GIcNAc modification in T. cruzi.
Trans-sialidases are a highly studied group of proteins of
T. cruzi that are involved in pathogenesis (47). Clathrins
expression has been previously reported on T. cruzi and are
known to mediate endocytosis at the flagellar pocket and the
cytostome complex (48). Helicases and DNA polymerases are
linked to replication and transcription processes and even
DNA repair of oxidative lesions (49). All these proteins play
important roles in T. cruzi stress response, nutrition and
life cycle progression as have been reported for mammal
cells (50). The meaning of these specific O-GIcNAc motifs
is not possible to be predicted, nevertheless, this highlights
the necessity of further research to elucidate the functions of
O-GlcNAcylation in specific proteins and cellular processes
of T. cruzi.

CONCLUSIONS

This is the first demonstration of the occurrence of the
O-GlcNAc modification in T. cruzi. We also provide a
large-scale identification of putative O-GlcNAcylated proteins
with several cellular functions and 6 O-GlcNAc modification
sites. Experimental evidence suggests the possible role of O-
GlcNAcylation in the cellular homeostatic response in T. cruzi
and opens a totally new field to study the mechanisms of parasite
adaptation, survival, and invasion, which would help us to
identify new drug targets.
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ANEXO 1

Ejemplo de la base de datos:

Proteinas O-GlcNAciladas de 7. cruzi

La base de datos completa se encuentra disponible en ProteomeXchange con el numero de
identificacion PXD010285
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