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Abreviatura Significado
DNA Acido desoxirribonucléico
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pIDNA Acido desoxirribonucléico del plastido
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SDS Dodecil-sulfato de sodio
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ATP Adenosina trifosfato
COX 2 Proteina correspondiente a la subunidad
2 de la citocroma oxidasa
COX 2A Proteina correspondiente a la subunidad
2A de la citocrome oxidasa
COX 2B Proteina correspondiente a la subunidad
2B de la citocrome oxidasa
Cox2 Gene correspondiente a la subunidad 2
de la citocrom@ oxidasa
Cox2a Gene correspondiente a la subunidad 2 A
de la citocroma oxidasa
Cox2b Gene correspondiente a la subunidad 2 B

de la citocroma@ oxidasa




RESUMEN

La citocromo c oxidasa (COX) es una oxidasa terminal tipa; de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial. Contiene cuatro grupoétioasstun grupo
hemo A, un hemo A un centro diatdmico Guy un sitio de union a cobre gUuEl
centro Cy es esencial para la actividad redox del complejo y se enaw=uciado a la
subunidad Il del complejo. En algunas especies como plantas legumelogascox2

esta localizado en el ndcleo y su proteina COX2 es sintetizaglaibosol e importada

al interior de la mitocondria. En algas cloroficeas (c@hkamydomonas reinhardtii y
Polytomella sp) y en parasitos apicomplejos (coifmxoplasma gondii), la subunidad
correspondiente, ademas de expresarse en el citosol, egtaerfitada en dos
polipéptidos, denominados COX2A y COX2B. Estos polipéptidos sindeszan el
citosol deben ser importados de forma independiente a la mitogofuirieando un
heterodimero COX2A/COX2B altamente parecido, estructualmefntecionalmente a

la subunidad COX2 encontrada en la mayoria de los eucariotes.xi2osienes de
aminoacidos cortas, una en el extremo carboxi-terminal de C@X®22/a en el extremo
amino-terminal de COX2B, que no se encuentran en las subunidade COX
convencionales, parecen ser especificas de las subunidades Cexa@iheiricas, ya

gue no se encuentran en ninguna subunidad COX2 ortodoxa. Se piensa que dichas
extensiones participan en la interaccion entre las subunidad¥2AC® COX2B
estabilizando su unién. En este trabajo se presenta la eviddémoipie estos dos
polipéptidos se encuentran como unidades independientes en la mitocahgarasito
apicomplejoT. Gondii; se identific6 una masa molecular aparente de 24.0 kDa para
COX2A y una de 13.2 kDa para COX2B en geles azules nativos dendessines,

con lo que se establece que su procesamiento puede ser distintolasl algas
cloroficeas; ademas poseen presecuencias mitocondrialeanpaos fragmentos que
son mas largas que las comunes, para COX2B de 53 aminoacidasG(p&2A de 94
aminoacidos.

Hasta el momento son pocos los trabajos conocidos sobre projeic@splejos
mitocondriales deT. Gondii. Con este trabajo no s6lo se muestra la presencia de
COX2A y COX2B como subunidades independientes, sino que se aporta una
aproximacion bioguimica importante al estudio del proteoma mitocomidligdarasito

apicomplejo T. gondii.



INTRODUCCION

La mitocondria

La mitocondria es un organelo que esta compuesto por dos membrandsliou@n al
espacio intermembranal y a la matriz. El plegamientorestas provee una superficie muy
amplia a la membrana interna, aumentando asi la capacidditelss de ATP: la presencia
de mas crestas indica mayores requerimientos de energiangmalro de ellas en las
mitocondrias varia de tejido a tejido (figura 1). La funcién prinadpdas mitocondrias en las
células eucariotas es la produccién de energia en forrAdRle partir de piruvato y acidos
grasos. Sin mitocondrias, todo el ATP deberia obtenerse gedossos anaerdbicos, y no
seria posible la vida en muchos de los organismos, incluyendomana. Ademas de la
produccion de ATP, otras funciones de las mitocondrias incluyen etniangnto del estado
de reduccién /oxidacion (redox) en la célula, de la detoxificacidn prdduccioén de calor
(Zorov y cols., 1997). Las mitocondrias también tienen un papel iergeren la apoptosis;
es decir, la muerte celular programada (Kromer y cols., 1995).

Se piensa que en algun momento de la evolucion de los seresagivogdcondrias tuvieron
vida extracelular independiente. Varias evidencias apoyateesta llamada endosimbiética
(Gray, 1992), donde una Archea retuvo en su interior adrggoteobacteria. Algunas de las
evidencias son que las mitocondrias contienen un genoma propio cuyos @esesitnilitud
con genes bacterianos, que presentan reproduccion por fision bicepacidad de
deplazamiento y sensibilidad hacia algunos agentes antimicrobieassmitocondrias
probablemente se originaron a partir de un ancestro de laseaaupfotobacterias del
géneroRickttesa (Gray y col., 2001).

Las tres principales vias metabdlicas que confluyen en ¢eonitiria son: el metabolismo del
piruvato, la oxidacién de acidos grasos y la formacion de acetizona A (Acetil CoA) que
alimenta al ciclo de Krebs. Estas tres vias junto con laneadespiratoria, contribuyen a

generar buena parte de la energia necesaria para el funieiottacelular.



Membrana exterr

Membrana interr

Crestas mitocondrial

Figura 1. Imagen tridimensional de una mitoconddecerebelo reconstruida termograficamente. El
termograma fue segmentado contorneando regioneseddrana externa en azul, membrana interna

en verde y crestas en amarillo respectivamentmétio de Perkins y cols., 1997).

Las mitocondrias poseen su propio DNA, con genes que codifican parsadigebunidades
de las bombas de HAsimismo, existen genes que codifican para los RNA ribosoryales
para RNAs de transferencia. Las mitocondrias sintetizan agomdeinas esenciales de la
cadena respiratoria, por lo que es indispensable la informaeldética que poseen y la
maquinaria para la replicacion, transcripcion y sintesigrdeinas. Los genes estructurales
en la mitocondria codifican para proteinas muy hidrofébicas, ldesctianen dos o mas
regiones transmembranales, entre ellos encontramos a 7 geneslifjoarclas subunidades
de la NADH deshidrogenasa (complejo 1), un gene que codificaoel@mo b del complejo
bc; (complejo IIl), 3 genes de las tres subunidades mas graedksaitocromoc oxidasa
(complejo IV) y 2 genes de las 2 subunidades del sector hidrofobida ATP sintetasa
(complejo V) (Anderson, 1981 y Lestienne, 1992).

En la cadena respiratoria, los polipéptidos de los complejos desfiarifacion oxidativa

codificados en el genoma mitocondrial se sintetizan en ribosonasomdriales y se insertan
en la membrana interna cotraduccionalmente. Sin embargo,deomitria también requiere
de una gran cantidad de proteinas de importacion que estan codiéoaglagenoma nuclear

y que se sintetizan en los ribosomas citosolicos para despuédirigedas hasta la



mitocondria, internalizadas en la matriz de este organeldisyribuidas hacia el

compartimento o membrana donde ejerceran su funcion finatkdal997).

La fosforilacién oxidativa

El sistema de la fosforilaciébn oxidativa estd formado poco#fnplejos enziméaticos
multiméricos (figura 2), localizados en la membrana intern@cmmdrial. Estas enzimas
contienen flavinas, coenzimadubiquinona), centros de hierro-azufre, hemos y atomos de
cobre. Los cinco complejos de la cadena respiratoria son: el &ompl (NADH-
deshidrogenasa), el complejo Il (succinato deshidrogenasa), allegomill (ubiquinol
citocromoc oxidorreductasa), el complejo IV (citocromsoxidasa) y el complejo V (ATP
sintasa). Los complejos I, Ill, y IV transportan electronesndmera acoplada con la
translocacion de protones y el ultimo (V) aprovecha el gradidet&raguimico para formar
ATP.

Los electrones provenientes del NADH y FADHenerados durante las reacciones de la
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B oxidacion y del ciclo de Krebs, alimentan el flujo de elecsare la cadena respiratoria,
cuyo paso final oxidativo termina con la formacion de agua. Pargpreoder mejor la

estructura y funcién de la cadena respiratoria mitocondriatprean como ejemplo los
componentes de la cadena respiratoria de los mamiferosialaes la que mejor se ha

caracterizado.



Complejo | o NADH ubiquinona oxidorreductasa

Este complejo es el componente proteico mas grande de la cadgm@atoria y esta
compuesto por 45 subunidades (Carrol y cols., 2002). Estudios de micreaappran que el
complejo tiene la forma de una “L” expuesta a la matriz mitddal, constituida por una
parte membranal y una parte periférica hidrofilica. Elddezla “L” expuesto hacia la matriz
mitocondrial que es el sitio de la oxidacion del NADH. Los electordel NADH son
enviados hasta la ubiquinona por varias subunidades que contiene un mononuckoétido d
flavina (FNM) y varios centros fierro-azufre (FeS).n [este complejo, por cada dos
electrones, se traslocan cuatro protones a través de larameninterna mitocondrial (Brandt,
1997).

Complejo 11 0 succinato ubiquinona oxidorreductasa

Este complejo enzimatico perteneciente tanto al ciclo deskeemo a la cadena respiratoria
esta asociado a la membrana interna mitocondrial; con sue subtinidades el complejo I
es el mas pequefio de la cadena respiratoria. Su funcion es @otranek del ciclo de Krebs
a la ubiquinona (Hagerrhall, 1997). Este complejo es el Unico@b@®mbea protones y por
lo tanto no contribuye a la formacion del gradiente electroquimico

Ubiquinona

Es una molécula muy hidrofébica que esta inmersa en la memintenaaiy que recibe
electrones del complejo | y Il. La ubiguinona no sélo funcionaocam transportador de
electrones en la cadena respiratoria, sino también como uoxidatite en muchas
membranas celulares (Pobezhimova y Voinikov, 2000).

Complejo 111 o ubiquinona citocromo ¢ oxidorreductasa

Esta enzima esta compuesta por 11 subunidades y oxida la ubiquinoneechaa al
citocromoc. Esta reaccion esta acoplada al movimiento de cuatro elestdgede ellos a
través de la membrana interna mediante el llamado cickl Gitocromob del complejo 1lI
contiene dos grupos hemo que tienen distintos potenciales redox (enydsess). En cada
ciclo, de los dos electrones del ubiquinol, un electron es transp@aada proteina Rieske
(FeS) al citocromoc;, para reducir el citocroma@, mientras que el otro electron es
transportado por los dos hentopara formar ubisemiquinona (Q) a partir de ubiquinona en el
otro lado de la membrana interna. La repeticion de este ciggooQuce otro ubiquinol y
resulta en el transporte neto de protones a través de lararemnterna (Trumpower, 1990).
Citocromo ¢

Es una proteina soluble de 12 kDa, que contiene un grupo hemo d¢ipodCgrupo redox,

ligado covalentemente a través de dos residuos de cisteina.



El citocromoc transporta los electrones del complejo Ill al complejo I\éta esituado en el
espacio intermembranal (Pettigrew y Moore, 1978).

Complegjo 1V o citocromo ¢ oxidasa

Es el componente terminal de la respiracion mitocondrial. Sergande reducir al oxigeno
molecular y transformarlo en agua a partir de los electquresecibe del citocrommsoluble
presente en el espacio intermembranal. Acoplada a estadreday una traslocacién de
protones desde la matriz mitocondrial hasta el espacio ieelonanal (Calboun y col., 1994).
La composicion de subunidades de la oxidasa es variable, aunque elogaatganismos se
ha visto que la composicidbn minima es de tres subunidades: subu(@i2xl), la subunidad

[I (COXII) y subunidad 111 (COXIII). Se ha reportado que en mam$ hay 13 subunidades
(Kadenbach y col., 1995), en levadura hay 9 (Poyton y col.,, 1995) Rasacoccus
denitrificans hay 4 (Ilwata y col., 1995) (figura 3A).

En la actualidad se conocen las estructuras cristalinas Aad2 8esolucién de la citocromo
oxidasa ddParacoccus denitrificans (Iwata y col., 1995) y de bovino (Tsukihara y col., 1996).
En estas estructuras se observa que las 3 subunidades basaecasnzima tienen un arreglo
topologico muy similar entre ambos organismos. Podemos decir queldansecuencias
como las estructuras de las subunidades COXI, COXIl y COX#Htan conservadas en la
gran mayoria de las especies. En la figura 3 se mudagastructuras cristalinas de estas
subunidades en la citocrommxidasa dé°. denitrificans (Iwata y col., 1995).

La subunidad I (COX I): es una subunidad muy hidrofébica, con 12 cracssiembranales
y se encuentra muy conservada entre las especies. AquéigEngan los centros metélicos
gue se encargan de reducir al oxigeno molecular. Tiene grupos tigonAs/ Az y un atomo
de cobre (Ch).

La subunidad Il (COXIl): es una proteina compuesta por tres segsnel primero es una
region pequefia amino terminal que se localiza en el espacio intbraral; el segundo
corresponde a dos hélices transmembranales y finalmente haygioraer el extremo C-
terminal que es hidrofilica y que se localiza en el espat@omembranal. Esta Gltima seccion
contiene los residuos que unen al centro bimetélico de cobrg, (EBlucual recibe los
electrones provenientes del citocrom@ducido. Los electrones son transportados al hemo A
y luego al centro binuclear formado por un cobrg €wn hemo A. Se ha reportado que
existe una region aroméatica altamente conservada despuésutelsenice transmembranal,
cuya funcién es importante para la actividad de la enzimarlioizer y cols., 1996). Esta
region participa en la transferencia de electrones desdéoefomo c hasta los centros

metdlicos de la subunidad I. Witt y cols., (1998) demostraron que uthas deptofanos



presentes en esta region es el aceptor inicial de losoglestprovenientes del citocromo
reducido. Tanto la hélice Il como ciertas regiones del exti€terminal tienen un alto grado
de conservacion (Holm y cols., 1987) (figura 3B).

La subunidad Il (COXII): es una proteina altamente hidrofébican @ cruces
transmembranales. De las tres subunidades, ésta es lacoases/ada. No ha sido aclarada
con certeza la funcién de esta subunidad ya que no posee grupos progtétigeglieran
participar en las reacciones redox (figura 3C). El transpdeeelectrones causa la
translocacion de cuatro protones a través de la membranajrggrembargo todavia no se
ha establecido el mecanismo preciso de esta translocacdasi 1999). La citocromo
oxidasa es responsable de mas del 90% del consumo de oxigeno de todslemos en la

biosfera.

i 'II"I Vo g

bam

Figura 3.- A) Estructura cristralografica de laocibomoc oxidasa dé>aracoccus denitrificans, B)
subunidad I, C) subunidad Il y D) subunidad I\o(fiada de lwata y cols., 1995 ).
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Complegjo V o FoF1-ATP sintasa

Este complejo tiene una masa molecular de mas de 500 kDa yoesti#udo por 16
subunidades distintas. La fuerza proton-motriz generada por los ¢gasnpldll y IV es
utilizada por la ATP sintasa para producir ATP. Por cada ainketizado se requiere la
translocacion de tres o cuatro protones (Boyer, 1997). La seccibbramal () contiene un
canal para los protones y est4 conectada con la part@icathidrofilica (f) que esta
expuesta hacia la matriz mitocondrial. La seccigne§ta compuesta por lo menos de 9

subunidades, de las cuales sélo las subunidadlesc tienen homologos ef coli.

El genoma mitocondrial

De acuerdo a la teoria del endosimbionte, la mitocondria sed@uiigi ancestros bacterianos
cercanos a la familia de las Rickettsias (Andersson y X@®8), que se incorporaron a una
célula huésped. En la actualidad la mitocondria es un orgameilausénomo, porque tiene su
propio genoma que se replica y expresa, pero es incapaz dexistearcéa independiente, ya
gue a lo largo de la evolucion gran parte de su genoma ha sido depmoitdegrado al DNA
nuclear.

El DNA mitocondrial tiene una gran diversidad en cuanto a estajccontenido y
organizacién de genes, asi como diferentes modos de expresiérgaiéplien los diferentes
organismos. En mamiferos es un genoma compacto, entre 16 y 20rkimtyosies, mientras
que en plantas puede ser de 10 a 100 veces mas grande, con ngiohas netergénicas e
intrones (Attardi, 1988; Schuster y Brennicke, 1994).

Migracion de genes

A partir del conjunto de 1000 genes o0 mas que debieron encontrarse emorlagdel
ancestro mitocondrial, hoy en dia las mitocondrias exhiben enttasn{gium falciparium)

y 100 Reclinomonas americana) genes. De esta manera, los genomas mitocondriales actuale
representan solo una fraccion de aquellos genes que estalEmgzen el endosimbionte.
La mayor parte de esta pérdida de material genético debe bkabedido durante el
establecimiento de la protomitocondria, y en principio puede seeseitado de dos
fendmenos distintos: la eliminacion de genes no esenciales o rathgdalya funcién pudo
ser sustituida por los genes nucleares del hospedero, y la eXpodacmaterial genético
desde la protomitocondria hacia el nucleo celular (Lang, 1999aa;r2000).



En los ultimos afos el estudio de genes que han cambiado su loéaligeti genoma
mitocondrial al nuclear ha permitido identificar pasos inegtims del fendmeno de migracion

de genes. Entre ellos, destacan los resultados obtenidos geméssox2, rspl2y rpl2:

a) En el grupo de plantas leguminosas es posible observarXsteneia de dos
copias diferentes del gatox2 (el gen que codifica para la subunidad Il de la citocromo
oxidasa). Se determindé que al menos en cinco géneros de legumiahagas cox2 se
encuentra presente tanto en el genoma mitocondrial como en el hydear ambas copias
son transcritas y editadas (Adams, 1999). También en este gruplardas es posible
observar pasos intermedios en la evolucion de la migracionedetog? al nacleo: en el
chicharo, una copia del gen se encuentra en la mitocondria otrd en el ndcleo. Sin
embargo la copia nuclear no es funcional (ya hubo migracion, pero aativecion exitosa).
En el caso de la soya la copia mitocondrial se encuentraainsigstembargo no es posible
detectar ningun transcrito en la mitocondria, por lo que no se traten @en activo; en
cambio, el gen nuclear si se expresa (migracion, integrg@otivacion exitosa, seguidas del
silenciamiento del gen mitocondrial original). En el gériomasia se observan transcritos
tanto del gertox2 mitocondrial como de su copia nuclear (coexistencia de dos genes ac
provenientes de diferentes compartimentos celulares). Finalne@néécaso del frijol mungo,
la copia mitocondrial ha sido alterada por mutaciones y pérdiddgdaos fragmentos, de
manera que es inactivo y apenas reconocible, mientras que smpidanuclear es activa

(migracién exitosa hacia el nacleo con el gen mitocondriainalign vias de extincion).

b) En el grupo de las plantas angiospermas se ha identificado que rgl2)eue
codifica a la proteina ribosomal L12 ha sufrido diversas modifioasi y actualmente se
puede encontrar en cuatro diferentes versiones:

1.- El gen funcional esta en el ADNmt

2.- El gen funcional esta en el genoma nuclear

3.- El gen se encuentra fragmentado en dos, la region 5’ se eaceledd mitocondria y la
region 3’ se encuentra en el nacleo y

4.- El gen se encuentra fragmentado en dos y ambas regéosiesugntran en el ndcleo.
Estas observaciones indican que la fragmentacion de genes eandgsfgncionales es un

factor que contribuye a la migracion génica.



La migracion génica desde la mitocondria al nicleo es un procespuqde dividirse en
varios pasos: en primer lugar, el material genético debavesar las membranas
mitocondriales e ingresar al nucleo, probablemente a travéssdeoros de la membrana
nuclear. Posteriormente, debe integrarse en el genoma nucledquyrir elementos de
regulacion y expresion nucleares. Después de un cierto periodo durant &nto el gen
mitocondrial como la copia nuclear son funcionales, cualquiera déb$asopias puede ser

silenciada y eventualmente eliminada.

En trabajos anteriores de nuestro laboratorio se identificé quégkes doroficeas tienen la
peculiaridad de presentar genes fragmentados que codifican patdbuaidad 1l de la
citocromo oxidasa (COX2). En la mayoria de los eucariotesubainidad COX2 esta
codificada por el gemox2 mitocondrial. Sin embargo, en algunas algas cloroficeas, como
Chlamydomonas reinhardtii y Polytomella sp., la subunidad COX2 es heterodimérica, y esta
codificada por dos genes nucleares separamn®d y cox2b). El gencox2a codifica a la
subunidad COX2A, que comprende la region N-terminal e hidrofébica dosncruces
transmembranales) de una subunidad COX2 clasica. Por su pagéex celk2b codifica la
region hidrofilica que une a los dos atomos de cobre que forman el centry Que
corresponde a la regién C-terminal de una subunidad COX2 clé&gcaz{Martinez y col.,
2001). Ambas subunidades COX2A y COX2B se sintetizan en ebkites importan al
interior de la mitocondria y se ensamblan con el resto de las dadeside la citocromo
oxidasa para formar el complejo maduro en la membrana internaondtad. Las
subunidades COX2 fragmentadas presentan también otra particulaidatenen
extensiones C- y N-terminales que quiza participen en daaicttion y estabilizacion del

heterodimero, como se muestra en la figura 4 (Péretirdary col., 2001).



Figura 4. COX2 y sus dos subunidades llamados @Q¥@rrespondiente al fragmento hidrofébico
con dos cruces transmembranales) y COX2B (correspate al fragmento hidrofilico). Juntos
forman una subunidad COX2 clasica del a&ghtomella sp. Tomado de (Pérez-Martinez y col.,
2001).

Parasitos apicomplejos

El parasitismo es la relacion ecoldgica intima entre dosnismgas en la cual uno, el
parasito, vive a expensas del otro, el hospedero, del que deparadsus requerimientos
nutricionales y de otro tipo. Entre los parasitos se considesaérus, bacterias, protistas,
hongos, plantas y animales; entre sus hospederos se puedentauzsilas especies de
organismos, excepto los virus. Muchos parasitos utilizan dos geutises en sus ciclos de
vida: un huésped final o definitivo y algunos intermedios en loslgs@rrollan una parte de
su ciclo vital. Los vectores son organismos intermedios, qumsrhiten de forma activa a
los parasitos de un huésped final a otro. Existen varias ciaggde parasitos. Los
microparasitos, como por ejemplo, las bacterias y los protozmws,pequefios y se
multiplican dentro de sus hospederos mientras que los macropgrésino los gusanos

filamentosos y los gusanos planos, son grandes y no se multigidicaro del hospedero.

10



Los endoparésitos, como las tenias, viven en el interior de sus hospedéntras que los
ectoparasitos, por ejemplo, las pulgas, viven afuera. Laigelguede ser temporal o
permanente. La complejidad de la relacion del parasito puedejeseplificada por el
parasito apicomplejo que provoca la malaPi@smodium sp. Se trata de un protista
endoparasito permanente que parasita células sanguineas huntpuase transmite a
través de unos mosquitos que actian como vectores. Los propios ossquittambién

ectoparasitos temporales del hombre.

Muchos parasitos producen sélo pequefios dafios en sus huéspedes parn paidgsnos
graves. Entre los patdgenos de plantas superiores se incluyeprapias plantas, como el
muérdago y la cuscuta; hongos, como las royas y los tizones; yogudamentosos, que
atacan a arboles y a cultivos. Los parasitos de animalég ellos los de la especie
humana, son aun mas importantes ya, que se calcula que masndadliale los seres
humanos hospedan a una o méas especies de parasitos, sobre todordictis tas
pérdidas sociales y econdmicas, en cuanto a muertes y enfdasesian incalculables. Los
parasitos de la malaria afectan a 35 millones de persamasay entre 2 y 3 millones cada
afo. Los tripanosomas causan la enfermedad del suefio en Africaenfermedad de

Chagas en América del Sur, y ambas afectan a casi BDesilde personas.

A causa de la estrecha relacién hospedero-parasito, lostpsrgsn de gran interés. Sin
embargo, su mayor importancia radica en las enfermedadesigimaroly en la enorme
cantidad de esfuerzos que se emplean con el fin de controRelslo a que los parasitos
estdn muy bien adaptados a sus modos de vida, son dificiles tdgrdd®dos ellos
desarrollan estrategias para evitar los mecanismos dasdefle sus hospederos y muchos
han conseguido ser resistentes a los medicamentos e inseajgélae aplican para su
control. Existen vacunas que pueden ser usadas contra muchos baoas, pero no
hay vacunas realmente eficaces contra protistas parasitasoguselminticos y hongos.
Por lo tanto, los parasitos representan una amenaza constapgatiemar muchos que
apenas se conocian o se pensaba que eran inofensivos, como aquefice/ogen la
toxoplasmosis, pneumocistosis y la criptosporidiosis y que en lalidatuae reconocen

como causantes de muerte en pacientes inmunodeprimidos.

Los miembros del phylum Apicomplexa son protistas endoparasitos quénsm gr tener
un ciclo de vida que comienza con una forma infectiva mévil apurtiene un complejo

apical caracteristico, que le da el nombre al phylum. Dehér este grupo se encuentran

11



numerosos agentes causales de enfermedades importantes targer@sraumanos como
para animales domeésticos.

Los parasitos apicomplejos pertenecen al superphylum Alveolajadi@r y col., 1991), por
lo que se consideran parientes de los dinoflagelados y de ladosil{doreira y Lopez-
Garcia, 2002). Los apicomplejos son pardsitos intracelularegmdbs de animales y son de
gran importancia médica y veterinaria. Sus complejos a&gicsdn los responsables de la
union y penetracion de los parasitos a sus hospederos. Las espeiepresentativas de los
parasitos apicomplejos incluyen al parasito de la maRlaamodium falciparum y a sus
parientes cercanos, patégenos oportunistas daxaplasma gondii y miembros del género
Cryptosporidium que atacan a individuos inmunosuprimidos y otros géneros Eomevia

(el causante de coccidiosis en aves de coBabjesia (el causante de babesiosisyheileria
parva (responsable de la fiebre de la Costa del Este en gariBald)s estos protistas
contienen un organelo Unico y caracteristico llamado el apicoglasinbre proveniente de
apicomplejo + plastido). Estos organelos tienen su propio genoBiakie

Los parasitos apicomplejos tienen varios organelos: un compleal,apho o mas anillos
polares, un cono formado por una serie de espirales de microtubulosdgaea los anillos
polares; de 2 a 8 roptrias, las cuales son estructuras endergaa@os o de tubulos alargados
gue nacen desde la parte final del organismo en el conoide xtiseden hacia la parte
delantera del mismo en el citoplasma, los micronemas o ggeadehsos, asi como un ndcleo,

un nucleolo, un aparato de Golgi y una mitocondria (figura 5).

. L Reticulo Endoplasmico Liso
Reticulo Endoplasmico Rugoso

Apicoplasto

Granulo Dens

Mitocondria ) Micronemo
Roptria

Figura 5. Imagen de un parasito apicompl&jaypndii) donde se muestran sus organelos. Tomado de

www.Cambridge University Press.com
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En general, el ciclo de vida de los parasitos apicomplejos ties estadios: i) una etapa de
crecimiento durante la cual se lleva a cabo la infeccion délida huésped; ii) una etapa
sexual durante la cual se lleva a cabo la produccién de gamétaddizacion para formar
cigotos localizados dentro de oocitos; y iii) una etapa de esmmogie son las nuevas
formas infectivas (Vivier y Desportes, 1990; Ellis y col., 1998)

Las mitocondrias de los parasitos apicomplejos también contismepropio genoma.
Tipicamente, los parasitos apicomplejos contienen un DNA mitoebndineal vy
extremadamente compacto, como elRiiasmodium yoelli, de Unicamente 6 Kb (Vaidya y
col., 1989).

Toxoplasma gondii

T. gondii es un parasito con un ciclo vital que se adapta a la vidaehitar en multiples
organismos, lo que ha hecho que su prevalencia sea elevada pel togiodo. Han sido
poco estudiados en humanos ya que los hospederos primarios son los alumalesdes se
enferman y mueren a causa de una infeccion provocada por el camaaitros animales
infectado, con heces de gatos o por consumir alimento contaminalbs. $gres humanos es
causante de serios dafios en el sistema nervioso central dduadiiimunosuprimidos, asi
como de abortos en mujeres infectadas. Es importante recordaa quienéra etapa de
reproduccién de estos parasitos ocurre exclusivamente es, ¢as cuales son animales
domésticos y que en sus heces se encuentran los oocitos (espotaasifdos cuales se
convierten en infectantes hasta dos o cuatro dias después de irac&m Una higiene
inadecuada de estos animales domésticos puede generaoirgeafamilias completas.

La secuencia de eventos que marcan la invasion del parasitodait la uniébn entre el
parasito y el hospedero, la cual provoca un reconocimientomoteinas en las células del
hospedero y proteinas del parasito, que en el caso gendii implica tres interacciones
moleculares. La primera ocurre cuando el parasito une una lanteilreconocimiento con
el hospedero y envuelve con una superficie de lectina otrar@atenocida como SAG-
1(P30), que une al receptor glicosilado de la célula del hospétiesper y Mineo, 1994).
Después de esta unidn inicial, el parasito podria separataecdrila hospedera por lo que
moldea una unidn mas estable entre las dos células, el pagsitoeve sobre la union y
logra entrar a la célula hospedera. Todo este proceso senteactegulado por los

micronemas y las roptrias.
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El proceso de internalizacion se lleva a cabo en promedio emgdfdes, lo cual es 10 veces
mas rapido que la fagocitocis. Una vez adentro del hospederfmrrsa una vacuola
membranosa parasitofora (PVM) (Sam-Yellow, 1996).

Usualmente se considera que dentro del grupo de los apicomplegrgigntran cuatro
grupos bien definidos (de acuerdo a sus caracteristicas biolégitaslas especificidades al
hospedero y al tejido que infectan): los coccidios, los greggrlos haemosporidios y los
piroplasmas. Sin embargo, el arreglo taxondémico apropiado de estos gstépes discusion,
y en los ultimos afios se han propuesto al menos siete amdéglestes (Ellis y col., 1998).

T. gondii es un parasito perteneciente al grupo de los parasitos apégosnliene un ciclo
de vida complejo, que incluye tres estadios: el de espor@tite taquizoito y el de
bradizoito. Los esporozitos son el ultimo producto del ciclo de pladeccion sexual que
ocurre exclusivamente en felinos. Los oocitos son las esporas ej@ncigentran en las
heces de gatos infectados y por cada oocito se producen ocho espdrozitoocitos son
infecciosos y pueden ser ingeridos por otros gatos, iniciando un miwosexual.
Alternativamente, si son ingeridos por otros animales vertebdeigangre caliente como
mamiferos y pajaros, puede iniciar un ciclo asexual. El pandscesita de un hospedero
para poder reproducirse y puede hacerlo en multiples tipos de cétejidoy. La fase de
taquizoito se presenta ya dentro del hospedero y se reconoce pepliceeion rapida del
parasito. La etapa de bradizoito es conocida como la etapa dentrecimiento. El
bradizoito es antigénicamente diferente de la forma de tatpjizoicual se debe a que
aunque el parasito dentro del tejido infectado tiene una largaeiddeccion e ingesta, al
encontrarse en su ultima etapa de vida ya no sigue desarroll&#admsenente (Boothroyd

y Komuniecki, 1995).

El curso de la toxoplasmosis suele ser leve y se caracf@or sintomas que recuerdan a
los de un catarro comun. Sin embargo, la enfermedad en mejetesrazadas puede

ocasionar anomalias congénitas graves en el feto y @moslgasos abortos.

El toxoplasma suele estar presente en el ganado vacuno, &asleworral y muchos
animales domésticos sin producir en ellos ningun efecto dafiinanbergo, el parasito se
mantiene vivo en la carne cruda y no es hasta que éstars®, cleseca o congela durante
un periodo prolongado cuando finalmente muere. Las dos causas prindpatgeccion
por toxoplasma son el consumo de carne cruda o poco cocinada y elacoatatzs heces

del gato doméstico.
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Una sola infeccion suele proporcionar inmunidad. Las infecciaaegg por toxoplasma se
pueden prevenir evitando el consumo de carne cruda o asegurando quast@a@asds se
han calentado al menos a 60 grados centigrados, y evitando el coatagtios infectados

o0 desconocidos asi como con sus heces.

El genoma d&. gondii es haploide y tiene de 8 X 1pb por nlcleo y esta compuesto por 11
cromosomas (Sibley y Boothroyd, 1992). Ademas se sabe de lanewstie otros dos
genomas, uno mitocondrial y otro en el apicoplasto. Un aspectotanfgoes mencionar que
el genoma nuclear se encuentra "contaminado” con secuenc@gatemitocondrial y de

las cuales la funcion aun no es clara (figura 6) (Ossoratsy, d991) .

Figura 6. Imagenes de microscopia electronich dendii. A la izquierda imagen de una célula de
T. gondii. A la derecha imagen de la Gnica mitocondria (o8 cpntiene éste parasito. Tomado de
Melo y Attias, 2000.

Durante la investigacion de la funcion mitocondrial en parasitpgcomplejos,
especificamente con los implicados en la malaria, se aistiwsenmoléculas de DNA
extracromosomal, una de ellas era linear de 6 kbp e inequivoeaseetiataba del genoma
mitocondrial MDNA. La otra era de 35 kbp y correspondia a una malérallar de DNA
gue corresponde al DNA del apicoplasto pIDNA.

El pIDNA asemeja el genoma de un cloroplasto que perdi6é a todgsnes involucrados en
la fotosintesis.

La mayoria de las cuestiones filogenéticas sobre el pIDNétrgs organelos llevan a
considerar eventos de endosimbiosis secundaria, donde una cémlimtauctuvo en su

interior a otra célula eucariota fotosintética (un alga un@aglul
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El hecho de que los genes fragmentacm®a y cox2b también han sido identificados en
parasitos apicomplejos comlasmodium (Funes y col., 2002; Gardner y col., 2002) y
Toxoplasma (Funes y col., 2002), asi como que las subunidades COX2B dersosmos
también presentan una extensién N-terminal semejante a & déghs cloroficeas, llevd a
proponer que los genes cox2 fragmentados migraron del genoma dedteusadiosimbionte
(alga verde) al genoma del hospedero (el ancestro apicomplegojlehesox2A y cox2B de
origen clorofita, eventualmente reemplazaron la funcion del a8 mitocondrial del
apicomplejo, lo que llevd a la desaparicion de este Ultimo (rsieexgenesox2 en los

genomas mitocondriales de apicomplejos secuenciados a la fecha).
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ANTECEDENTES

En la gran mayoria de los organismos eucariotes la subunidg@ € constituida por un
unico polipéptido codificado por un solo gene mitocondrial, por lo tantprdaencia de

subunidades fragmentadas en la citocromo oxidasa codificadas eteeleglmusual, y hasta
la fecha solamente se han descrito en las algas verdety apicomplejos. Sin embargo,
aun no se ha aportado evidencia bioquimica de la presenciaadesabunidades en la
mitocondria del parasito, que confirmen que los genes fragmergadoactivos 0 que sus
productos proteicos estan asociados al complejo IV. También esarieagbtener evidencia

del posible sitio de procesamiento de las presecuenciasomilriales propuestas.

HIPOTESIS

Si la citocromo oxidasa mitocondrial de gondii es codificada en el nucleo por dos genes
independientes funcionales, entonces deben existir las subunidagspaodientes COX2A

y COX2B asociadas en la citocrom@xidasa mitocondrial del parasito. La presecuencia que
dirige a la subunidad COX2A hasta la mitocondria y que guarda céernejanza con la de la
subunidad COX2A de algas cloroficeas, podria ser procesada de s&mnejante o diferente

en el parasito apicomplejo.

OBJETIVO GENERAL

Obtener evidencia bioquimica de la presencia de las subunidadeaACOEOX2B en la
mitocondria del parasito apicomplejdoxoplasma gondii y establecer el sitio de

procesamiento de la presecuencia mitocondrial de la subunid¢2ACO



OBJETIVOS PARTICULARES

» Obtener una preparacion enriguecida en mitocondrids gtandii.

» Caracterizar el patron electroforético de los complejos dedforilacion oxidativa dé.
gondii en un sistema de electroforesis azul-nativo y los correspondipatesnes
electroforéticos de sus componentes en geles bidimensionategutalizantes con SDS.

* Generar anticuerpos policlonales contra las subunidades COX2A yYE@Xcontra
péptidos sintéticos que contengan una secuencia parcial de las prdeingerés dé.
gondii.

» Establecer por técnicas inmunoquimicas (réplicas tipo Weskarpresencia de las
subunidades COX2A y COX2B en el patron electroforético bidimensilenials proteinas
mitocondriales d&. gondii.

* Obtener la secuencia amino-terminal de los péptidos corresptasjigrara poder

establecer el sitio de procesamiento de la (las) posilpiegs¢cuencia(s) mitocondrial(es).



MATERIALES Y METODOS

Cultivo deT. gondii

El cultivo del parasito se realiz6 por la infeccién directég peritoneal a ratones (Balb C)
hembras de 8 semanas. Se inocularon aproximadamente 200 ul destogspl#ectivos en

los peritoneos de los ratones. Al cabo de tres o cuatro diasttwses presentaron los
sintomas de la enfermedad y se sacrificaron después derectwa 5 ml de PBS a los
toxoplasmas vivos de los peritoneos. De aqui se tomo el volumesariegeara la siguiente
inoculacion y el resto del exudado se centrifugd a 2000 rpm pargpeesies el boton en

500 pul de PBS y guardarlo a =70 °C. De cada ratén se obtuvieron alrededsx16

parasitos/ml y en un volumen total de 5 ml, equivalen%x1@ parasitos por ratén.

Generacion de anticuerpos

El anticuerpo anti COX2B se obtuvo mediante la proteina recombi@DK2B, la cual se
inocul6 a conejos hembras. La proteina COX2B fue generada como iauacidin se
describe. Mediante la técnica de PCR se amplifico el gex2b utilizando como templado
cDNA de una genoteca degondii y los oligonucleétidos:
5-CGCGGATCCGATGTTTTCCGGTCCTTCTGGAAC-3’
5-CGGGGTACCTCAGTCTTTGTACCACTTCTTTGC-3'

El fragmento amplificado y el plasmido pQE30 fueron digeridos conetasmas de
restriccibonBamHI y Kpnl y posteriormente ligados con la enzima T4 ligasa. El plasmido
pPQE30-COX2B obtenido se us6 para transformar una c&geherichia coli XL1-Blue
generando la cefa coli XL1-Blue pQE30-COX2B. Esta cepa fue cultivada en medio Luria
Bertani (LB) adicionada con ampicilina (1Q@/mL) y tetraciclina (50ug/mL), a una
densidad 6ptica de 0.500 a 600 nm. Después le fue adicionado al ¢Bi@ en una
concentracién 1 mM y se dejo crecer durante 16 horas. Esteocsétigcentrifugé a 10,000
rpm durante 15 minutos a 4 °C en un rotor SS34, para obtener el botériabac La
biomasa obtenida se resuspendié en amortiguador PBSRR®aBE0 mM, NaCl 300 mM a
pH 7.8) adicionado con lisozima en una concentracion de 10 mg/mL ¥ RMSM como
inhibidor de proteasas y se sonic6 a una intensidad del 50% y una poteBaasde/atts 4
veces por 1 minuto. La muestra obtenida fue centrifugada a 1p®0@urante 20 minutos a
4 °C en un rotor SS34.



El sobrenadante se elimin6 y el boton de lisis se resuspendié esoluogn de guanidina
6 M, fosfato de sodio 500 mM y NaCl 5 mM a pH 7.8, y se incibénte 16 horasa 4 °C.
Finalmente se carg6 la muestra en una columna de afinidadat@dN nitrilotriacético, se
lavé con 5 a 6 volumenes de columna con PBS sin guanidina y se eluggutivasnente
con imidazol 10 mM e imidazol 100 mM en PBS. Con este ultimo agoador se eluyo la
proteina COX2B. Se corrié un gel de acrilamida tipo Laemmnil2& y se extrajo la banda
del gel con Tris 20 mM pH 6.8. Se guardaron alicuotas a -70 °@ bBhstomento de la
inoculacion a los conejos. La inoculacion inicial se llevé a camol©0ug de proteina en
adyuvante completo de Freund. Posteriormente se llevaron a caledudwzgas, uno cada 22
dias, donde se inocularon mezclas dqu§(Qroteina con adyuvante incompleto de Freund.
Finalmente se extrajo la mayor cantidad de sangre posibl®migbc se separé el suero del
plasma, y se titul6 para conocer el titulo 6ptimo de uso en inmunaepijio Western (en
este caso, se uso una dilucion 1:1000).

Por su parte, el anticuerpo contra la proteina COX2A, se indiljpantlo un péptido
sintético. Inicialmente se analiz6 la secuencia de la prote&uara de interés para localizar
la regién antigénica, usando un programa computacional ubicadaleedeion de internet:
http://immunax.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.htim. El prograstebora una grafica de
hidrofilicidad e identifica los sitios de la proteina que pdsmente son mas antigénicos. Se
selecciond una secuencia de 11 aminoacidos correspondiente al niéxima@rafica y se
sintetizO comercialmente un péptido con dicha secuencia. El pé&aidmtrecruz6 como
hapteno a una proteina altamente antigénica, la hemocianinaedmpe se recibieron los
péptidos acoplados, se procedié a la inoculacion de los conejos pgemdeacion del
anticuerpo, para ello se elabor6 un esquema de inmunizaciépmgté de tres inoculaciones
periddicas con lapsos de veintidos dias entre uno y otro refuerzopimédaa inoculacion se
utilizé adyuvante completo de Freund y en cada una de las inoogacsubsecuentes se
realizé una mezcla de péptido sintético con adyuvante incont@gtceund.

Cada uno de los anticuerpos obtenidos fueron probados en inmunoréplicasesrnwW
(Blake y cols., 1984) y se titularon comprobando que efectivamemteaesonocia
selectivamente la banda de interés. Se alicuotaron y sgagoia en congelamiento a —70 °C

hasta su uso.

Extraccion y purificacién de mitocondrias.
El aislamiento de mitocondrias dB gondii en gradientes de Percoll se llevdo a cabo

modificando la técnica reportada por Leriche (1991). Se obtuvieron andoas en las



fracciones de un gradiente formado con Percoll (concentracidialini40%). Las
mitocondrias aisladas se guardaron a —70 °C para posterioresanalis

Los tubos obtenidos de las cosechas de los toxoplasmas, se centnifu@®00 rpm/10 min
en un rotor SS34. El botdn que se obtiene se lavo dos veces con @aaortiES (250 mM
sacarosa, 1 mM EDTA y 5 mM trietanolamina pH 7.5) a 1250 rpm/10cada lavado. El
botdén se resuspendid en 10 ml de TES y las células se rompieronicasente en un
homogenizador de vidrio con vastago de teflon, evitando formar burbujgdpés suaves).
La solucion se centrifugd a 2000 rpm/10 min y se desecho el botéobEnadante se
centrifugd a 15000 rpm/30 min y la pastilla obtenida se resuspenditnertiguador TES
ajustando la solucién a un 30% de Percoll. Se centrifugdé a 50,00@5pmih en un rotor
50Ti (Beckman). El gradiente se autoformd y las fraccioneslgetaron en un volumen de
700 pl cada una, se numeraron Yy analizaron. La fraccion mitocongeakncontré

generalmente entre las fracciones 4y 5.

Caracterizacion de la preparacion mitocondrial.

Una vez obtenida una fraccion mitocondrial se realizaron expaiosiele oximetria a fin de
explorar su respuesta a algunos sustratos e inhibidores clasicossworiato y cianuro.
Para estos experimentos se preparé un medio de reaccion cob MESy Manitol 0.6 M a
pH 6.8, HPO, 4 mM (titulado con Tris base a pH 6.8), KCl 20 mM y MgCl 0.5 oo a
pH final de 6.8. La mezcla se homogeneiz0 y estabilizénpdeatura ambiente dentro de la
cubeta del oximetro (previamente calibrado). Después de 10 minwgseg® la muestra a
evaluar (10Qul), se dejé reaccionar 5 minutos con el medio y al cabo deptiese agrego
succinato 15 mM como sustrato. A partir de este punto se detec®0 punutos el consumo
de oxigeno de las muestras evaluadas. También se hicierondgsieguralizantes de las
distintas fracciones del gradiente y se identific la fracci@ioaondrial por su reaccion con

anticuerpos especificos anti COX2A y anti COX2B.

Cuantificacion de proteina

Se siguio el método de Lowry modificado por Markwell y cols. (1978l enal se utilizaron
cuatro soluciones. La solucion A (2% J88;, 0.4% NaOH, 0.16% tartrato de sodio y 1% de
SDS), la solucion B (4% CuSGbH,0), la soluciéon C (100 volimenes de solucion A mas 1
volumen de solucién B) y la solucion D (1 volumen de reactivo di@ Eoh 1 volumen de
agua). Se elaboré un curva patron con albumina. A la muestra \c@rva patron se les

adicioné 3 ml de solucién C y se mezcld, posteriormente se inculd® poin a temperatura

3



ambiente. Se adicionaron 0.3 ml de solucion D, se mezcl6 intmediate y se incub6é 30 min
a temperatura ambiente. Posteriormente se midi6 la abs@lzabd0 nm. Las lecturas de las
muestras se realizaron por duplicado y se interpol6 la lechiemida para las muestras a la

curva patron.

Electroforesis en geles azules (BN-PAGE)

Una herramienta para estudiar los complejos respiratorios mitegiesdes la electroforesis
en geles de poliacrilamida en dos dimensiones (2D-PAGE). Se i usacho la
electroforesis de isoelectroenfoque (IEF), que separa pretéimaacuerdo con su punto
isoelectrico (pl), aplicando un gradiente de pH en el geleRimargo, la aplicaciéon del IEF a
proteinas membranales es dificil, ya que se pierden algunaas datéracciones de las
subunidades oligoméricas. Para superar estos problemas, séizhdoutielectroforesis en
geles nativos azules de poliacrilamida (BN-PAGE). Puedeubitighrse membranas u
organelos enteros con detergentes no iénicos (como lauril-malté3ididm X-100), que no
destruyen las interacciones entre las subunidades que constituyen @nipdejos.
Posteriormente, la adicion del azul de Coomassie a la muestga a las proteinas
negativamente y les da movilidad en un campo electroforético (§ahygon Jagow, 1991).
De esta manera se conserva la integridad de las proteif@s atenplejos proteicos, pero se
promueve su separacion por tamafio en un campo electroforético. Loigjosmseparados en
BN-PAGE (primera dimension) pueden ser desnaturalizados con SP#grcaptoetanol,
para después ser analizados en geles desnaturalizantes coih sidfido de sodio en
segunda dimension 2D-SDS-PAGE para conocer la composicion polipeptaicadd
complejo. Para los geles nativos azules (BN-PAGE) latrefecesis se corrio a 4 °C con
todos los amortiguadores previamente equilibrados a esa tempetaisirgeles se corren
entre 1 a 1.5 horas para los sistemas cortos (10 cm x 7.5ychasta 5 horas para los
sistemas largos (geles de 17 cm x 14.5 cm). Para mejonasibilidad de los complejos
proteicos es recomendable cambiar el amortiguador del catoddddadespués de 3/4 de la
corrida por el mismo amortiguador pero conteniendo Unicamente 1/10 ddeaZobmassie
Serva G (amortiguador de catodo Il). El gel se corrié hastalguente azul llegé a salir del

gel o hasta que se logré la separacion deseada.



Tabla 1. Elaboracion del gel de acrilamida (acritbaral 48.5% / bis acrilamida al 1.5%) en camaras

de electroforesis Bio Rad mini protean Il (1.5 menedpesor).

Reactivos 10% 12% 15% 5% 8% 4%
Acrilamida/bis 1.08 mi 1.3 ml 1.62 ml 0.54m| 0.87ml 0.25ml
acrilamida
Amortiguador 3X | 1.75ml| 1.75m 1.75m 1.75ml 1.75ml 1.5 ml
Glicerol 80% 1.5ml 1.5ml 1.5ml 0.37ml  0.37 ml 0
Agua 0.9ml | 0.66 ml 0.34 ml 255ml  255ml  1.75ml
TEMED 6 pl 6 pl 6 ul 6 ul 6 ul 6 pl
Persulfato de 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl
amonio

Tabla 2. Elaboracion del gel de acrilamida en c¢amgrandes de 15 cm x 17 cm de 2 mm de espesor

con la misma relaciéon que arriba de acrilamida#drilamida.

Reactivos 10% 12% 15% 5% 8% 4%
Acrilamida/bis 3.8 ml 4.6 ml 5.7 mi 19mlf 3.07m 05ml
acrilamida
Amortiguador 3X | 6.2 ml 6.2 ml 6.2 ml 6.2m 6.2 ml 2.0ml
Glicerol 80% 473ml| 4.73m 4.79 ml 1.2 ml 1.2ml 0
Agua 3.8ml | 3.04ml 1.9 mi 9.2m 8.1ml 3.44ml
TEMED 18 pul 18 pl 18 pl 18 pl 18 pl o ul
Persulfato de 50 pl 50 pl 50 pl 50 pul 50 pl 32 ul
amonio

Para proteinas membranales de mitocondri@. dendii se elabor6 un gradiente del 15% al

5% de acrilamida para el gel separador y al 4% para etayelentrador. Los geles en

gradiente permiten una separacion éptima de los complejosomitaales.

La solucién de acrilamida al 48.5% puede cristalizar a 4p%e,lo tanto es necesario

mantenerla a temperatura ambiente.

Para prevenir la agregacion del azul de Coomassie Serva @ suevez conduciria a la

agregacion de las proteinas, se evito la presencia de iordsntidg en los amortiguadores.

La solubilidad del azul de Comassie es critica y debesviarse los precipitados.



Para BN-PAGE, las mitocondrias de los toxoplasmas se solubilizzon n-dodeciB-D-

maltosido durante 30 minutos en hielo (1 mg de proteina mitocondsaliggliza con 2 mg

de detergente). Para eliminar el material insoluble sacehtrifugaron las muestras a 30,000

rpm durante 30 min en un rotor 50Ti.

El azul de Coomassie se agregd posteriormente para proporciomanb@rga negativa a las

proteinas y aumentar su movilidad electroforética.

Pasos seguidos en la preparacion de las muestras:

1.

Centrifugar las mitocondrias a 4 °C (5 min a la maxima vddéac de una
microcentrifuga de mesa).

Resuspender la pastilla en amortiguador de lavado.

3. Volver a centrifugar 5 min y remover el sobrenadante.

Resuspender las mitocondrias en el amortiguador de muestreadomiligramo de
proteinas mitocondriales el volumen final sera dej|#0Para calcular el volumen del
amortiguador de muestra que debe agregarse en la resuspensiguehmynar en
cuenta el volumen de la pastilla, el volumen de dodecil maltésitheojenen de azul
de Coommassie que se agregaran posteriormente. Por ejemplo lprgteleas
mitocondriales es aproximadamente [25como el lauril maltésido se agrega a una
concentracion final de 1% a partir de una solucién al 10%u(R0a cantidad de
colorante que hay que agregar representa ¥ de la cantidad demetepor lo que se
agregaran 1@l de una solucion de azul de Coomassie al 5%. Finalmente seragrega
145l de amortiguador de muestra (p06-(25ul +20ul +10ul)). Asi el volumen total
de la muestra fue de 20

Agregar el lauril maltosido a la muestra y solubilizar incubgmaio30 minutos en
hielo, invirtiendo el tubo ocasionalmente, al final de la inciflma@gitarlo en el
vortex. A menos que haya material insoluble, la muestra debesiverse
completamente transparente. En general 2 g de lauril mal@gsigoproteina son
suficientes para lograr una buena solubilizacion, pero en ocasseneequiere de
mayor cantidad de detergente.

Centrifugar a 100,000 xg (33.000 rpm) a 4°C, 30 min en el rotor 50Ti.

7. Agregar el azul de Coomassie Serva G al sobrenadantezglan por inversion.

Mantener siempre las muestras mitocondriales en hielo.



Geles desnaturalizantes Tricina-SDS de segunda dimensiorQ@HRAGE)

La electroforesis en segunda dimension desnaturalizd los comptejagpdmera dimension
y separé a las subunidades de los complejos de acuerdo con su tdmeéawil completo de
la primera dimension se incubo por 30 min a temperatura ambierdkieids de SDS al 1%
y mercaptoetanol al 1% en agitacion constante.

Para colocar el gel de la primera dimension sobre el segunde gelimeriza el segundo gel
y se separan las placas. El gel de la primera dimers&ocoloco arriba del vidrio mas
pequefio en contacto directo con el segundo gel; posteriormente sélarmatas placas y
se colocaron en la camara de electroforesis. El gel sedcarf0 Volts hasta que el frente

azul penetr6 en el gel concentrador y después se aumediovlts el resto de la corrida.

Tabla 3. Para los sistemas largos la preparacibgedal 14% tiene la composicién que se muestra a

continuacion:

Reactivos Separador Concentrador
Acrilamida / bis acrilamida 14 ml 1.6 ml
Amortiguador Tris-HCI 12 ml 3.0 ml
Glicerol 79.5% 4 ml 0
Agua 0 7.4 ml
Persulfato de amonio 100 pl 100 pl
Temed 10 pl 10 pl

Tabla 4. Para los sistemas cortos la preparacidgeties como a continuacion se muestra:

Reactivos Separador Concentrador
Acrilamida / bis acrilamida 3.5ml 350 pl
Amortiguador Tris-HCI 3 ml 750 pl
Glicerol 79.5% 1 mi 0
Agua 0 1.9 ml
Persulfato de amonio 50 pl 50 pl
Temed 5 ul 5 ul

Secuenciacién por degradacién de Edman

Para la secuenciacion por degradacion de Edman se corrié wulgeativo en gradiente de
primera dimension y posteriormente uno de Tricina-SDS paraglanda dimension. El
segundo gel se transfiri6 a una membrana de PVDF utilizando Cé&mR8 amortiguador
(CAPS 10 mM en metanol al 10% a pH 11. Ajustado en frio) drudhhoras.

A la membrana se le di6 una lavada con agua destilada y gAzifidde Coomassie brillante
R250 0.1% en metanol absoluto al 50%), se fij6 (Metanol absoluto/5@%6o acético 10%),



se lavd con agua destilada y se secO. Finalmente se corardraridas de interés y se
enviaron al Institute Pasteur (Paris, Francia) para ser slm®ed microsecuenciacion

automatica de los extremos aminos terminales.

Andlisis por espectroscopia de masas (Liquid Chromatography®pastrometry/Mass
Spectrometry (LC MS/MS))

Para el analisis por LC MS/MS se corrio un gel de primemzesion BNE-PAGE y
posteriormente uno 2D-SDS-PAGE. El segundo gel se fij6 (50% olefaacido acético
10%), tifid (azul de Coomassie 1% en acido acético 10%) y destifié éneticol0%) hasta

qgue las manchas fueron visibles. Las bandas o manchas és sgerortaron y se enviaron al

KECK Laboratory en Yale E.U.A. para ser analizadas peMSIMS.

Soluciones utilizadas para la corrida de los geles

1.- Amortiguador de geles 3X (100 ml)

Acido amino caproico 1.5M
Bis-Tris 150 mM
Ajustar el pH a 7.0 con HCI
2.- Amortiguador de catodo 1 (1 L)
Tricina 50 mM
Bis-Tris 15 mM
Azul de Coomassie Serva G 0.02%
3.- Amortiguador de catodo 2 (1 L)
Tricina 50 mM
Bis-Tris 15 mM
Azul de Coomassie Serva G 0.002%
4.- Amortiguador del &nodo (1 L)
Bis tris 50 mM
Ajustar el pH a 7.0 con HCI
5.- Solucién de Dodecil maltésido 10% (1 ml)
Dodecil-maltésido 10%

Disolver en 1 ml de $O



6.- Solucién de Coomassie Serva Blue G (1 ml)
Azul de Coomassie ServaBlue G 5%

Disolver en 1 ml de amortiguador de muestra

7.- Amortiguador de lavado (100 ml)
Sorbitol 250 mM
Bis-Tris 50 mM
Ajustar el pH a 7.0 con HCI

8.-Amortiguador de muestra (100 ml)
Acido amino caproico 750 mM
Bis-Tris 50 mM
Ajustar el pH a 7.0 con HCI

Soluciones para los sistemas en segunda dimension
1.- Solucién de acrilamida.
Acrilamida 30%
Bis acrilamida 0.98%
Filtrar la acrilamida antes de utilizarla

2.-Amortiguador Tris-HCI

Tris 3M

HCI 1M

SDS 0.3%
3.- Amortiguador de catodo

Tris 1M

Tricina 0.1 M

SDS 0.1%

4.- Amortiguador del &nodo
Tris-HCI 0.1M
Ajustar el pH a 8.9 con HCI



RESULTADOS

Analisis de Secuencias

Toxoplasma, al igual que las algas cloroficeas, contiene dJeagsientados para la
subunidad Il de la citocromo oxidasa, cuyas secuencias fueron regootaginalmente por
nuestro laboratoriocox2a (AAO27883) ycox2b (AAO27882) (Funes y cols., 2001). Existe
otra secuencia en el banco de datos, anotada co®ale T.gondii (AAF07939) (Mc Fadden
y cols., 1999), cuya secuencia inicial es idéntica a lacbcy cuya secuencia final
corresponde a la traduccion del extremo 3'UTR de dicho gene. Al ohécieste trabajo se
realiz6 un analisis exhaustivo del banco de datos, explorando tarobi&ST (Expressed
Sequence Tags) y se encontraron varios fragmentos de EST'sodiiean para las
subunidades COX2A y COX2B. Todas las secuencias relacionadas CEptRA
correspondieron con la reportada por Funes y cols., (2001), sin embaegcosdrd una
diferencia con la secuencia de COX2B previamente reporiéaidas secuencias EST
(CN617613 CB411434 CB187686 BM189029 presentaron un fragmento adicional de 19

aminodcidos que se muestra en negritas y subrayado en &éafigur

A) Secuenci&OX2B de T.gondii

MDVFRSFWNRRGAAPGGAATSSGRPACREENSSVLLQSLKANS|Q

QKKGETPLONVAAADYVTPQKYLDDPDKIPTYYVFQSNMVTDED

LPGMLRNLEVDKRLTLPTRTHIRFLTATDVIHSWAVPALGIKADA
IPGRLOQRINTFIQREGVFYGQCSELEALHGFMPIVIEAVSPETYAA
HAKKWYKD

B) SecuenciOX2A deT.gondii
MLAYFAASRELAVVFCVGTTLPENIFLFLSRRLAIIPASSPCSLFFG
SRLYPIRSCCGRPAGFPAKIVYPFLSAHTFPKMMPLSSSLFRPYGH
LFHQFPRRFFSSAQRGDYSLMLPRHFSSTASSVTKPPQKTDAPAK
HDEHDSHHGTNNFYHMPSHHSPSRHHLNPDGTMRDLTTAETFHW
EHAEAETPAQQIVS/NGRKMVKGVETRDLVELFLVHQKNIPFWPR
MRMNVWGNHDLLMKAEFLFFWTPTFTWSLAIPMFTLLYMLDEA
VYAAMTVKVIGRQWYWIYEEVE$SPVIDDEE

Figura 7. Secuencias dex2a (AAO27883)y cox2b (AAO27882) deT. gondii. Las extensiones

de ambas subunidades se encuentran en un rec#gdiRrara COX2Ben negritas, cursivas y
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subrayado el fragamento adicional de 19 aminoacidos encontrado esdasde dato8) La
presecuencia mitocondrial reportada para COX2A sestna con caracteres cursivos sobre fondo gris,

subrayado también se localizan los dos fragmemibgéamicos identificados para la construccion del
péptido sintético.

Disefio y sintesis del péptido sintético

Al construir el perfil de antigenicidad de la secuencia neaderCOX2A se obtuvieron dos
maximos, los cuales representan dos posibles sitios antigétdclas proteina. El primero

corresponde a un péptido de 9 aminoacidos, P AQ Q |1V S V Nsggehdo a una secuencia
de 11 aminoécidos, DLV ELF LV H Q K. Esta ultima dgiélpara la construccion del

péptido sintético (figura 7B). El péptido, sintetizado comerciatmese entrecruzé con

hemocianina con el fin de hacerlo méas antigénico (figura 8).
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Figura 8. Gréfica de antigenicidad obtenida delisisade la secuencia de COX2A digjondii. En la
curva se observan dos maximos sobre el valor bdesal. Se seleccioné el péptido de mayor
antigenicidad DLVELFLVHQK.

Sobreproduccién de COX2B y generacion de anticuerpos

El Veterinario Valentin de la Cruz Torres trabajé en ébidatorio en la induccion vy
generacion del anticuerpo correspondiente a la proteina COX2pué&3de la amplificacion
del fragmento correspondiente por medio de PCR y su ligaciéhpt@ismido pQE30, se
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transformo a las bacterias de la cépeoli XL1-Blue y se indujo la sobreexpresion de la
proteina con IPTG (figura 9A). Se purificé y con ella se geeém@nticuerpo gracias a un
esquema de inmunizacion con una inoculacion inicial seguida de deszosfuCon el
anticuerpo obtenido se realizdé una inmunodeteccion tipo Western deéfeatioforético de
la expresion de cox2b y se reveld por quimioluminiscencia (figu)a B8 esta manera se

comprobd la especificidad del anticuerpo obtenido.

kba hrs 1 2 3 4 5 16
97 —— = =
66 == 8 =
45 = =i} ==
- = = Figura 9A. Perfil de induccién de cox2b con
31 o= s
— au‘- IPTG 1 mM a distintos tiempos, el tiempo
2l - R £= seleccionado fue el de 16 horas para la
14 o o e B B generacion del anticuerpo policlonal anti
2 £ zd

COX2B de conejo.

Figura 9B. Inmunodeteccién por quimioluminiscencia
de la proteina COX2B con el anticuerpo obteniddreon

la proteina recombinante. Las muestras correspoaden
diferentes tiempos de induccién de la proteina

recombinante eR. coli.

Cultivo y obtencion deT. gondii

Para obtener el material biol6égico necesario, se infectaratobes cada tres o cuatro dias y
se sacrificaron 10 ratones por semana con el fin de obtener un prodeed50 x 19
parasitos. Las alicuotas obtenidas se congelaron a — 70 °Cshastso. La colecta de

toxoplasmas se realiz6 hasta tener cantidades suficpar@somper las células del parasito,
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purificar mitocondrias y cargar solubilizados de proteina mitocdraliggeles azules, ya que
para poder visualizar los componentes de interés es necesgdao waminimo de 1 mg de
proteina mitocondrial.

Identificacion inmunoquimica de las subunidades COX2A y OX2B
El anticuerpo de la proteina COX2B proviene de una proteina recarteoinal de COX2A
de un péptido sintético de 11 residuos de aminoéacidos. En la figueach@erva la reaccion

de inmunodeteccion tipo Western de un lisado de células compéetagahdii en un gel de
tricina-SDS al 14%

COX2B COX2A M

. 1818
— 1155
| — 822
— 88 Figura 10. Inmunodeteccién de COX2A (23.8 kDa) y
S 37 . .
371 COX2B (13.2 kDa) en un lisado de células completas
_.’ T a - —
—_— ig:i deT.gondii 40 pg. En el carril de extrema derecha se
— - — 18 observan los marcadores de masa molecular (M).
— 60

Aislamiento y purificacion de mitocondrias

El proceso de aislamiento y purificacion de mitocondrias se Hdes@bo después de colocar
células rotas del parasito en gradientes de Percoll y stas&pamediante centrifugacion. Se
obtuvieron una serie de fracciones que fueron analizadas por oxipsgti@entificar las que
contenian mitocondrias enriquecidas. En la figura 11 se obsen& qaesumo de oxigeno
en presencia de succinato soélo ocurre significativamerdesde las fracciones del gradiente
(fracciones 4 y 5). En la misma figura se observa la idemtibn de proteina de cada una de

las fracciones obtenidas mediante inmunorréplica tipo Western.
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Figura 11. Distribucion de consumo de oxigeno egradliente de Percoll al 40 #k. Concentracién de
proteina ernug/ml de cada una de las fracciones obterflas. ocitieides de consumo de oxigeno en
natQ/min en presencia de succinato como sustrato. Enpdee superior se muestra la
inmunodeteccion tipo Western con el perfil de lakdiones del gradiente donde se observa que las
fracciones que contienen a las proteinas COX2A XZBDson las que muestran mayor consumo de

oxigeno en presencia de succinato.

Al identificar en mitocondrias aisladas a COX2A y COX2BTdgondii en geles de tricina-
SDS, observamos que existe una diferencia significativa dasremasas moleculares
aparentes de estas dos proteinas con respecto a las reppat@dbs algas cloroficeas por
Pérez-Martinez y cols., (2001). Por lo anterior, decidimos evalua mayor cuidado las
masas moleculares aparentes de las proteinas COX2A y C@X2& del alga incolora

Polytomella sp como del parasito apicomplejogondii.
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Identificacion inmunoquimica de las proteinas COX2A y COX2B e Polytomella sp

Se purificaron mitocondrias del alga incolétalytomella sp, se solubilizaron, se cargaron en
un gel de Tricina-SDS al 14 %, y se determiné la masa matespdhrente de cada una de las
proteinas en una inmunodeteccion tipo Western, utilizando anticuespesifecos anti-
COX2A y anti-COX2B ddPolytomella sp obtenidos previamente en el laboratorio.
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152kba —» . = —— 259 ,
_ 194 259
14.8 T <
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6.0 COX2A 13.2 kDa—» — 148
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Figura 12. Deteccién inmunoquimica de COX2A y COX®&BPolytomella sp en geles Tricina-SDS all
14%.

La comparacion de las masas moleculares de las subunidades COB@X3B del alga
cloroficea y del parasito apicomplejo se llevo a cabo enighmsistema electroforético y
utilizando los mismos marcadores de masa molecular. Sendledeon las masas moleculares
aparentes de forma gréfica. Se relaciono el desplazamidaivaele cada proteina (RF) en
el gel con el logaritmo de la masa molecular de los adares utilizados y se interpolaron los
valores de movilidad electroforética obtenidos para las subunidadeterés. Como ejemplo
se muestra uno de estos graficos en la figura 13. Pasubasidades del alga cloroficea
Polytomella sp se obtuvieron masas moleculares aparentes de 13.2 kDa pAAGQde
15.2 kDa para COX2B. Paila gondii los valores obtenidos fueron de 23.8 kDa para COX2A
y de 13.2 kDa para COX2B.
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Figura 13. Grafica de los logaritmos de las masasecunlares aparentes contra movilidad
electroforética de marcadores de masa moleculategoblacion de los valores de las subunidades de

interés para estimar la masa molecular aparentgPesb molecular) y RF (Desplazamiento relativo).

Geles en dos dimensiones para la separacion e identificacida las subunidades que
constituyen a los complejos mitocondriales dE&. gondii

Para el andlisis de las subunidades de complejos mitocondealesusrié a las técnicas de
geles azules nativos en una primera dimension seguidos de gelesigdizantes de Tricina-
SDS en segunda dimension (Schagger y von Jagow, 1991). Cabe mencionar que |
preparacion mitocondrial present6 una alta contaminacioén de antigeswsedficie y actina,

los cuales fueron identificados por sus secuencias N-termilyalgor espectrometria de
masas. Sin embargo, también fue posible la identificaci@igieas proteinas mitocondriales
del parésito. En la figura 14 se muestra el perfil sdémtético de segunda dimension
obtenido para las mitocondrias fegondii. Se observaron complejos de alta masa molecular
gue en segunda dimensién se separaran en varios polipéptidos, y quecuuestgronder a

los complejos I, IV y V d€T. gondii.
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Figura 14. Patrén electroforético en dos dimensd2B) de las proteinas mitocondrialesTcagondii.
Algunas de las manchas que se identificaron carrelgm a: 1.- subunidad alfa de la ATPasa, 2.-
subunidad beta de la ATPasa, 3.- subunidad déderaemoc reductasa, 4.- COX2A, 5.- COXVDb, 6.-
COX2B

Uno de los geles de segunda dimensién fue transferido a membranayloch e
inmunodecorado con anticuerpos anti-subunidades COX2A y COX2B. Se nlaescaion
del gel donde se resuelven los complejos de mayor masa molemularel 111, el IV y el V.
Con el fin de poder comparar las inmunodecoraciones tipo Westeroscgealés tefiidos con
azul de Coomassie, se transfirieron y se tifieron las proténzasriles que fueron separados
en el mismo gel azul nativo y bajo las mismas condiciones #fig). Los resultados
obtenidos indican con claridad que ambos polipéptidos, COX2A y COX2B astéiados a
un solo complejo mitocondrial, el cual debe ser el complejo titocromaoc oxidasa.
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Figura 15. Localizacion e identificacion de COX2AC{X2B en mitocondrias d&. gondii. En la
primera dimensién, las mitocondrias aisladas (eddentes a 1 mg de proteina) se corrieron en un gel
azul nativo. Se cortd la mitad superior de cadaygsé corrieron lado a lado en un mismo gel de
segunda dimensién en condiciones desnaturalizaPgea. la mitad (izquierda) se utilizé tincién con

plata y la otra mitad (derecha) se ftransfiri6 a Immma de nitrocelulosa para la deteccion
inmunoquimica de COX2A y COX2B.
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Secuenciacién y LC MS/MS

Adicionalmente al corrimiento de los geles y las inmunodeiges| se realizaron
transferencias a membrana de PVDF (Problot) para secuéncth extremos N-terminales
de los polipéptidos. No fue posible obtener secuencia del extremanial para ninguna de
las proteinas de los complejos de la fosforilacion oxidagvgarasito. En todos los casos, se
encontré que los péptidos se encontraban bloqueados (es decir, gxiesuss N-terminales
estaban acetilados o formilados). Otros geles fueron tefiidoszobrde Coomassie para
cortar algunas de las bandas y someterlas a analisis dS/KAS (Cromatografia liquida
seguida de espectrometria de masas en tandem). Esto com @¢ fintentar obtener
informacion de las secuencias detectadas con los anticuempmsoger mas del proteoma
mitocondrial deT. gondii. En la figura 16 se muestra un perfil de separacion de protinas
mitocondria deT. gondii y algunas de las proteinas que se seleccionaron para $seadasl
por espectroscopia de masas. Ademas de las proteinas de supbgfigbarasito que
contaminan fuertemente a la preparacion mitocondrial, fue posibletifickr sin
ambigledades a las subunidades alfa y beta de la ATPasa, unaadlgehicomplejo Il y a
la subunidad COXVb de la citocromo oxidasa, la cual se encuest@ada al mismo
complejo donde fue posible identificar inmunoquimicamente a las sudesid2OX2A y
COX2B. Por lo tanto, corroboramos la presencia de subunidadesefitaglas COX2A y
COX2B en el complejo de la citocronmoxidasa deT. gondii. Con lo anterior, también
damos por primera vez referencia bioquimica de algunas protEihateoma mitocondrial

del paréasito apicomplejb. gondii.
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Figura 16. Corrimiento del gel en sistema de dowedsiones para mitocondrias™eagondii (1 mg).
Se muestran las 5 bandas que se recortaron y isg@npara su analisis por LC MS/MS. El andlisis
reveld la identidad de cada una de las banda®(paténtesis se muestra el nimero de acceso de
GenBank): 1) subunidad alfa de la ATPasa (gi/7289®)1subunidad beta de la ATPasa
(gi/78057343), 3) subunidad del complejo 1l o ubigpl citocromoc oxido-reductasa (gi/65304533),
4) Actinas y proteinas de superficie S4, P30, BR3(840677, gi/16580144, gi/8777955 y
gi/13447088), 5) Subunidad Vb de la citocroomxidasa (gi/95007405) y 6) Proteinas de granulos
densos GRA2 y GRAS3 (gi/2506908, gi/2498422).
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DISCUSION

A pesar de la gran importancia médica del parasito apicgmplgondii existen muy
pocos estudios sobre la mitocondria. Si bien se ha planteado que kEciéapode ATP
mitocondrial a la poza celular es minina (Uyemura y cols., 2@4frabajos anteriores se ha
demostrado la existencia de potencial membranal en el organedtgunos miembros del
phylum Apicomplexa como eRlasmodium yoelli (tanto en forma de bradizoito como de
taquizoito) (Uyemura y cols., 2004) y @n gondii que Unicamente presenta potencial de
membrana mitocondrial en la forma de taquizoito (Versecy y, d81988). Un ejemplo de la
importancia de la mitocondria de este parasito lo ejemplificarbga anti-apicomplejos
hidroxinaftoquinona “atovaquona”, la cual actua interfiriendo con lanzade transporte de
electrones del parasito inhibiendo al citocroondel complejo bey que también es capaz de
bloquear la replicacion del taquizoito (Mc. Fadden y cols., 2000haBearacterizado con
oximetria algunos de los componentes de la fosforilacion oxéddél parasitd. gondii en
parasitos completos permeabilizados con digitonina (Vercesi. 1298) y se han analizado
estructuralmente las membranas mitocondriales por microscegtadaica (Kohler, 2006).
Finalmente, otros estudios enfocados a la purificacién de otroeetwgacomo roptrias o
granulos densos reportaron la separacion de mitocondrias como prodectosliasios
(Dubremetz y cols., 1997) y fueron la base para la purificatgdas mitocondrias en nuestro
trabajo.

Actualmente consideramos que el problema de obtencién de mitocomddastielad
suficiente es el factor principal que ha impedido la caraei&dn bioquimica de estos
organelos del parédsito. Ya se habia sefialado la dificulta ajto costo de obtencién de
grandes cantidades de células degondii (Crausaz y col.,, 2004). Una alternativa es la
obtencion de toxoplasmas en células Vero en cultivo. El crecimiitparasito en estas
condiciones permite rendimientos bastante altos, sin embargaetpgerimientos de
infraestructura, asi como los costos aumentan considerablemente.

Para el presente estudio se montd la técnica del inoculh dendii directo al
peritoneo de los ratones, la cual nos permitié contar con madadargo de todo el tiempo
de estudio y a un costo accesible. Sin embargo la cantidadegai@btenido para el estudio

siempre fue una limitante, pues para lograr aislar 1 mg den@atgtocondrial para correr
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un gel azul-nativo, fue necesario recolectar un minimo de 393 patésitos, a partir de 15

ratones infectados.

A pesar de que las cantidades de proteina obtenida fue redumittsmos asegurar
gue nuestra preparacion mitocondrial es genuina, pues consumeocorigeresencia de
succinato y es sensible a cianuro (figura 11). Sin embargodeid@ramitocondrial adn se
encuentra fuertemente contaminada con proteinas excretaddaasecoatcentraciones por el
parasito, como son la actina, la proteina de deslizamient@i{88840677), proteinas de la
cadena ligera de miosina (TgMLC1; gi/16580144), proteinas de granuieesdéGRAZ2;
0i/2506908 y GRA3; 0i/2498422), el antigeno P22 (gi/8777955) y el antigeno de geperfi
P30 (gi/13447088). Estas proteinas comigran con la fraccion mitocondlied gradientes de
Percoll y aparecen como contaminantes importantes en los gdie®risionales. Estos
contaminantes de la fraccion mitocondrial pueden funcionar comoadwes del estadio
celular del parasito, pues algunos de ellos son exclusivooddadjuizoitos y no de
bradizoitos, como la proteina P30 (SAG1) encontrada en nuestratrébajrsel y cols.,
2000). Sin embargo, es necesario purificar ulteriormente leciéra mitocondrial de
Toxoplasma. Una posibilidad es la inclusion de un paso adicional de purifica@otos
organelos en gradientes de Nicodenz.

La obtencion limitada de células y mitocondrias obligb a Vergesdl. (1998) a
caracterizar funcionalmente a las mitocondria$.agndii utilizando células permeabilizadas
con digitonina. Sus resultados indicaron la presencia de mitocondriasspiran, llevan a
cabo fosforilacion oxidativa y generan un gradiente electroquimicoedgracion resultd
sensible a los inhibidores mitocondriales clasicos antimicoianuro. No hay duda entonces,
gue Toxoplasma requiere de un sistema completo de fosforilacioniexjdqadr lo menos en

algun estadio de su ciclo vital.

De trabajos anteriores se sabia que COX2A y COX2B estabditadds en el DNA
nuclear de los parasitos apicomplejos por dos genes independientesfanto se deberian
traducir como dos péptidos que deben ensamblarse dentro de langitagara formar una
subunidad heterodimérica parecida estructuralmente a la subunidatbddbxa de la
citocromoc oxidasa (Funes y cols., 2001).

Para poder identificar a las subunidades COX2A y COX2B. dendii se produjeron
dos anticuerpos, uno contra la proteina recombinante COX2B y otra agmtpéptido

sintético de 11 residuos de aminoacidos correspondiente a un epitop&niemtigel
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polipéptido COX2A. Ambos anticuerpos reconocen bandas con masas mogeculare
aproximadas a lo esperado tanto en lisado de células complefagatelii (figura 10), en
fracciones enriquecidas de mitocondrias aisladas (figurac@dip en polipéptidos asociados
con la citocromo oxidasa en geles bidimensionales (figura 15).dbasbandas migran
asociadas al complejo IV, donde ademas se identificé por empettia de masas a un
polipéptido adicional que corresponden a la subunidad Vb de la citocromidasa (figura

14).

Con las mitocondrias aisladas se realizaron los experimentosepi®asion e
identificacién de dichas subunidades. En la figura 11 podemos identiipresencia de una
subunidad COX2A con una masa molecular de 24 kDa y otra independi@X@2B con una
masa molecular de 13.2 kDa en células completa3. dgondii. También se utiliz6 un
anticuerpo anti subunidad beta de la ATPas®algiomella sp en mitocondrias aisladas de
T. gondii en geles 2D con el cual se identifico una banda de la subunidadeb&taATP
sintasa del parésito en la esquina superior izquierda de la amanf@atos no mostrados).
Adicionalmente se identificaron las subunidades aji@28921)y beta(gi/78057343)de la
ATP sintasa df. gondii por espectrometria de masas. Con estos resultados podemos hablar
de la presencia de los complejos Ill, IV y V mitocondriales egondii, lo cual concuerda
con lo reportado previamente (Vercesi y col., 1998). Los datdsiéarson consistentes con
la ausencia del complejo | en estos parasitos. HastaHa,feo se han identificado genes que
codifiguen para subunidades del complejo | en ninguno de los genomasradéopa
apicomplejos secuenciados en su totalidad.

En el transcurso de los estudios con inmunorréplicas tipo Westetrservaron diferencias
importantes en las masas moleculares aparentes de lasgsd&)X2A y COX2B del alga
Polytomella sp y del parasitdl. gondii. Normalmente las proteinas mitocondriales que son
codificadas en el nlcleo presentan una presecuencia o péptido seSalrioegara que las
proteinas puedan ser importadas al organelo (Brydges y Carruthers,20@8R001 Pérez-
Martinez y cols. describieron que la subunidad COX2Adgtomella sp, con base en su
secuencia, deberia tener una masa molecular aparente2deD29la cual después de ser
procesada (y eliminada la presecuencia mitocondrial) darda &ugna proteina madura con
una masa molecular aparente de 16.2 kDa. Para la subunidad COX2Rlewetiied ningun
tipo de procesamiento, ya que el extremo amino terminal pleoiaina madura corresponde
al predicho por la secuencia gendémica. Por lo tanto, su masautaolaparente deberia ser
de 17.2 kDa. En este trabajo se estudié el comportamientcoéde€tico de las dos

subunidades del alga cloroficea y se estimaron sus masas m@s@parentes (figura 12)
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gue corresponden a 13.0 kDa para COX2A y a 15.2 kDa para COX2Bvdloes
experimentales revelan masas moleculares 18% y 12% infermma®specto a las tedricas
para COX2A y COX2B respectivamente. Estas diferenciaslgpueleberse a una simple
anomalia electroforética, ya que las proteinas membranales,regiones hidrofébicas
importantes, suelen unir mayor cantidad de SDS y migrgoms distancias en los geles.

En cuanto a proteinas mitocondriales codificadas en el nucleo dasitpa
apicomplejo, hasta el momento se han reportado una HSP70, una H®RB6I(y cols.,
2000) y una superéxido dismutasa SODB2 (Brydges y Carruthers, 2003).éhavaios
tRNAs mitocondriales son importados al interior de las mitocosdigh parasito (Crausaz y
cols., 2004). Las pre-proteinas presentan caracteristicas pqogriada HSP70 se identificd
una presecuencia tipica, por lo que se saberqgendii cuenta al menos con la maquinaria
minima necesaria de importacion, para la HSP60 se identifiadptesecuencia de 22
amino&cidos y una proteina madura de 32 aminoacidos y se mostré qua faesecuencia
como la parte N-terminal de la proteina madura son necegaria la importacion correcta de
la proteina. Para que SODB2 se importe se identificaron \@iasteristicas diferentes a las
reportadas anteriormente, para comenzar es indispensable qaegoetésicial de membrana
en la mitocondria, el cual existe solo en la forma de tadaizBsta informacion inicial nos
lleva a pensar que muchas proteinas de la mitocondria yisidatt son especificamente
importadas e integradas al organelo en este estadio del aélvida del parasito.
Adicionalmente, SODB2 tiene una presecuencia distinta queiegentun segmento
hidrofébico de 25 aminoacidos parecido a un péptido sefal seguido por wauenesa de
58 aminoé&cidos y solamente si cuenta con estas dos skégdea su destino correcto en la
mitocondria. Si se remueve una u otra sefial, la proteina ge dirapicoplasto o se queda en
el citosol.

Si se considera un procesamiento para las subunidades COX2X3BQi8 T. gondii
idéntico a lo que ocurre en el alga cloroficea, se esperais madeculares aparentes de 13.0
kDa para COX2A y de 15.0 kDa para COX2B. Sin embargo, analizendmbunidad
COX2A del parasito apicomplejo se encontré consistentemente uaanmadéescular de 24.0
kDa. En un posible escenario que expliqgue una masa de 11.0 kDdaresparada, se puede
pensar que la presecuencia mitocondrial de COX2A dendii se podria procesar antes que
la dePolytomella sp (entre los residuos 94 y 95 en lugar de entre los residuos 174 y iL75). S
suponemos que al igual que Eolytomella, la subunidad COX2B d&. gondii no tiene
presecuencia, predecimos una masa molecular para la subunigda® &da. Sin embargo,

las estimaciones de la masa molecular aparente agmrtirestros experimentos nos indican
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un valor de 13.0 kDa, sefialando la presencia de una proteina 8 k[geeué$ia que lo
esperado. Esta diferencia del 38% es muy superior a la bleitauuna simple anomalia de
corrimiento electroforético. Una posible explicacion es quelttarsidad COX2B se procese
enT. gondii, de tal manera que parte de la extension sea reconocidauc@npuesecuencia
mitocondrial. Un corte proteolitico entre los residuos 76 y 77 declzeseia de COX2B
podria explicar esta diferencia en masas moleculares. Exigiesibilidad de qué&. gondii
esté reconociendo una parte de la extension a la proteina COX2B pEptido sefial
mitocondrial y la esté procesando. Esto seria, en principsbintdi a lo que ocurre en
Polytomella sp, donde COX2B no se procesa, lo cual es parecido a lo que ocuria con
proteina mitocondrial SODB2 én gondii.

En la figura 17 se muestra una propuesta de los aminoacidos conegodenias
presecuencias con sus posibles sitios de procesamiento que &xpliaaformacion de la
proteina madura COX2B y de sus extensiones.

Por lo tanto, proponemos que qui@oplasma tenga una COX2A mas grande y una
COX2B mas pequefia que sus contrapartes en las algas, y quantporlas extensiones
resultantes sean distintas en tamafio y secuencia queléssalgas cloroficeas. Esto implica
también, una interaccion distinta entre las extensiones debasidades COX2A y COX2B
en las algas y en los apicomplejos. Cada una estas protgireserga subunidades esenciales
del complejo IV de las cadena respiratoria. Alteracionéasesecuencias de estas proteinas
podrian resultar en fenotipos deficientes en la respiracionpreécto ensamble de estas
subunidades en el complejo de la citocraraxidasa es un prerrequisito indispensable para
su buen funcionamiento.

La hipétesis aqui planteada propone diferencias importantes en ebpna@s de las
subunidades COX2A y COX2B entre las algas cloroficeas y losifmarapicomplejos. Esto
da pie a una reinterpretacion de las secuencias conocidas, eamgestran en la siguiente

figura:

SecuenciOX2B T. gondii
MDVFRSFWNRRGAAPGGAATSSGRPAGCREENSSVLLQSLKANSQ
QKKGETPLIQNVAAADYVTPQKYLDDPDKIPTYYVFQSNMVTDEDL
PGMLRNLEVDKRLTLPTRTHIRFLIRTDVIHSWAVPALGIKADAI
PGRLQRINTFIQREGVFYGQCSELCAAHGFMPIVIEAVSPETYAAH
AKKWYKD
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SecuenciCOX2A T. gondii
MLAYFAASRELAVVFCVGTTLPENIFLFLSRRLAIIPASSPCSLFFG
SRLYPIRSCCGRPAGFPAKIVYPFLSAHTFPKMMPLSSSLFRPYGH
LFHQFPRRFFSSAQRGDYSLMLPRHBIASSVTKPPQKTDAPAKH
DEHDSHHGTNNFYHMPSHHSPSRHHNPDGTMRDLTTAETFHWE
HAEAETPAQQIVSVNGRKMVKGVETRLVELFLVHQKNIPFWPRM
RMNVWGNHDLLMKAEFLFFWTPTFIWSLAIPMFTLLYMLDEAVY
AAMTVKVIGRQWYWIYEEVESRVDDEE

Figura 17.- Nuevos sitios de procesamiento propegsira las subunidades COX2A y COX2BTde
gondii. Las extensiones de ambas subunidades se encueamrain recuadro. La presecuencia
mitocondrial se muestra con caracteres cursivosesfundo gris. Comparar las secuencias con las

mostradas en la figura 7.

Al inicio nos sorprendio el hecho de observar estas diferenciassgsmoleculares
entre estos dos organismos; sin embargo, es perfectamente posthlaunque se trate de los
dos unicos ejemplos en la naturaleza con el gexi&fragmentado en el nucleo, cada uno de
ellos corresponde a dos organismos completamente diferentegotakgatética y parasito
apicomplejo), cada uno con organelos, formas y ciclos de vidaletamgnte distintos e
independientes. Y recordando lo que ocurre con las otras proteinasnditates reportadas
hasta el momento €n gondii como SODB2, es muy probable que ésto sea lo que ocurre. Por
lo tanto, pensamos que la maquinaria de importacion de lasnaotgitocondriales de los
parasitos apicomplejos son mas complejas de lo que se corsbog.pArasitos poseen un
organelo adicional que es el apicoplasto, el cual puede upkgaidos de transito similares a
presecuencias mitocondriales (Brydges y Carruthers, 2003) merour péptido sefal
adicional con una longitud de 20 a 100 aminoacidos (Ralph y cols., 200vhiéraes
importante recordar que el parasito cuenta con muchas otragugasunembranosas mas
gue el alga, ademéas de la mitocondria y del apicoplasto (K&@0l@6). Asi que al adquirir los
genes fragmentados del alga cloroficea requiri6 modificarlosgeparlos de manera distinta
a los originales para direccionarlos especificamentengiabrana interna de la mitocondria y
no hacia cualquier otra membrana de sus multiples organelos.

Debido a la alta contaminacién de la muestra mitocondrial pde pbr otros
componentes celulares y antigenos de superficie propios del pafésitaimposible la
determinacion exacta de los sitios de procesamiento por seci@mcie Edman de las dos

proteinas de interés.
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A pesar de que se realizaron acumulaciones de material donds tener mayor
cantidad de muestra, los contaminantes siempre enmascaranoeda. Ademas, como ya
se indico, resultd imposible obtener secuencias N-terminaléssdproteinas mitocondriales
del parasito, probablemente porque muchas se encuentran bloquesaidadas? y/o
¢formiladas?). Las proteinas de deslizamiento y antigenos ddigapcomo la P30 se
secretan en altas cantidades y favorecen que el parasitargenga unido a la célula del
hospedero. Ademas como mostré David Sibley y col. (2003), estasnaotson altamente
adhesivas y van dejando una estela a lo largo de todo el trayeatcque el parasito antes
de internalizarse en la célula que parasita. En nuestrassmeesulté sumamente dificil
eliminar esta proteina, la cual parece adherirse anlascondrias durante el proceso de
purificacion.

Los genomas de los parasitos apicomplejos constituyen el grupo deNas
mitocondriales mas compactos que se han caracterizado. HallgénerdPlasmodium los
genes mitocondriales se encuentran en una unidad lineal de un poco ménkis gee se
encuentran repetidos multiples veces. En otro apicomplejo delogEmetieiria, las unidades
lineales se encuentran de manera independiente y presentancsecuepetidas en los
extremos. Independientemente de estas diferencias, en ambos gemtonandriales se han
identificado regiones que codifican para dos RNAs ribosomalessycomponentes de la
cadena respiratoria: las subunidades | y Il (COX | y CAOXde la citocromo ¢ oxidasa
(complejo 1V) y el citocromd, un componente esencial de la ubiquinol: citocranoxido
reductasa (complejo Il o complefm;) (Feagin, 2000). Ef. gondii hasta el momento solo
se han descrito las secuencias del DNA nuclear (parcial) ppiebplasto, pero el DNA
mitocondrial alin no se ha secuenciado. Sin embargo podemos preaieconfianza, que no
habra gene alguno codificando para la subunidad COX2 de la citocromsapedadicho
genoma mitocondrial.

La identificacion de 19 aminoacidos adicionales a la secuencidagpqara COX2B
resulta muy importante en el conocimiento de estas dos protgireasi bien resultan ser
junto con las algas verdes los Unicos dos ejemplos en la natutple presentan estas dos
proteinas fragmentadas en el nucleo, muestran también diteyezspecificas entre cada
organismo. La posibilidad de que la diferencia entre las nrasteculares de COX2A y
COX2B sea debido a un procesamiento distinto en las presecuentoasndriales del
parasito con respecto al alga verde nos recuerda que son orgadistindss con ciclos de

vida totalmente distintos.
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Asi pues resulta de interés el conocimiento acerca de é@adotones que mantienen
estable la estructura heterodimérica de las subunidades COXZXgB. El conocimiento
detallado de la estructura del heterodimero COX2A/COX2B poevarlleventualmente al
disefio de sustancias quimicas que desestabilicen la inferaotie las dos subunidades y
gue puedan servir potencialmente como farmacos en contraaepdasmosis e incluso la

malaria.
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CONCLUSIONES

1. Aportamos evidencia bioquimica de gGOX2A y COX2B codificadas en el genoma
nuclear en genes independientes se traducen a proteina y sanirdeg mitocondria del

parasito apicomplejo como dos péptidos también independientes.

2. Se identificaron las proteinas COX2A con una masa molecularnégpate23.8 kDay

COX2B con una masa molecular aparenté3i2 kDa.

3. Los sitios de procesamiento pudieran ser diferentes en los apgjosnpbmparados con
las algas cloroficeas y aunque no fue posible su determinacidia @acandlisis de grupos
aminos terminales, la evidencia bioquimica en geles dena®DS muestra que el

procesamiento de estas dos proteinas es diferente para cadea.esp

4. Se identificaron algunas proteinas componentes del proteoma mitotaledrEarasito
apicomplejo. Con inmunodeteccion componentes de la citocronoaidasa, como las
subunidades COX2A y COX2B; por LC MS/MS las subunidades alfaaydeeta ATPasa,

una subunidad VB de la citocrom@xidasa y una subunidad de la citocraaweductasa.

5. Con este trabajo se presenta la primera evidencia bioquimicanéldis de proteinas

mitocondriales en el parasito, la cual abre las puertasipagatudio prote6mico mas extenso.



PERSPECTIVAS

Con este trabajo se abre la puerta para una serie de trabsiesores necesarios para
el entendimiento de la evolucion de los organismos apicomplejosessusturas. Entre las
estrategias a seguir podemos indicar:

1.- Llevar a cabo una purificacion adicional de la fraccion rmoitdoal obtenida, para tratar
de eliminar los contaminantes que imposibilitan estudios posteriore

2.- Determinar los sitios exactos de procesamiento de lasimastCOX2A y COX2B del
parasito apicomplejol. gondii por secuenciacion de los extremos N-terminales de las
proteinas correspondientes.

3.- Analisis de otras subunidades de la citocrorogidasa presentes en el parasito.

4.- Analisis del resto de los complejos mitocondriales y susipas integrales.
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