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RESUMEN

Tritrichomonas foetus (T. foetus) es un protista flagelado anaerobio que exhibe un estilo de
vida extracelular. Este organismo se encuentra comunmente en el tracto urogenital de los
bovinos, siendo el agente causal de la Tritrichomonosis bovina. Ademas, T. foetus también
es responsable de la tritrichomonosis en felinos. La plasticidad Unica de su protoplasma
permite a T. foetus adoptar dos formas distintas en respuesta a las condiciones ambientales.
En condiciones favorables, presenta una forma de trofozoito, que es la fase activa y movil
del parasito. En contraste, cuando las condiciones no son propicias, T. foetus puede
transformarse en una forma de pseudoquiste, una estructura resistente que le permite
sobrevivir en ambientes menos favorables. T. foetus se reproduce de forma asexual,
especificamente mediante fision binaria longitudinal, para dar origen a dos células hijas
idénticas. Sin embargo, en condiciones de cultivo estdndar se observan células
multinucleadas, un fenotipo que no concuerda con el proceso tipico de fisién binaria. Dadas
estas observaciones y el limitado conocimiento sobre el proceso de divisidon celular del
parasito en el capitulo 1, nos propusimos caracterizar detalladamente el proceso de divisién
celular de T. foetus. Dentro de los resultados obtenidos, observamos que T. foetus no solo
se reproduce mediante fisién binaria longitudinal, sino que también realiza fision multiple.
Ademads, notamos la presencia de células multinucleadas, y es interesante destacar que este
fenotipo se incrementa notablemente en condiciones de estrés nutricional. Por ultimo,
confirmamos que la presencia de células multinucleadas se origina a partir de endociclos
(ciclos celulares alternativos) que permiten la endoreplicacion del ADN. Durante estos
endociclos en ADN se replica, pero no se lleva adelante la divisién celular. Como
consecuencia se obtienen células con un mayor contenido de ADN dispuesto en uno o mas
nucleos.

Las vias "Hippo" son sistemas de sefializaciéon conservados evolutivamente, que controlan
la proliferacidon celular y la morfogénesis en otros tipos celulares. MOB1 es una proteina de
la via Hippo y es clave para la salida de la mitosis; siendo relevante para la correcta
transicion de la metafase a la anafase; asi como también para el equilibrio entre Ia
proliferacién y la muerte celular. En este contexto, en el capitulo 2 nos propusimos evaluar
el rol de la proteina TFMOB1 en el ciclo celular de este protozoario. En este capitulo
observamos que TfMOBL1 se localiza en el citoplasma y el nucleo; y que dicha localizaciéon
es variable dependiendo de las fases del ciclo celular. Por otro lado, demostramos que
existe una expresion diferencial de Tfmob1 durante las fases del ciclo celular; siendo mas
altos los niveles de expresion en pardsitos durante divisién activa. Llevando ensayos de
sobreexpresiéon pudimos evidenciar que la sobreexpresién de TfMOB1 provocd una
disminucién en la tasa de crecimiento y aumentd el porcentaje de parasitos en divisién.
Corroborando una funcion de TfTMOB1 en la regulacidn de la divisidn celular del parasito.
Por ultimo y en relacién al proceso de endoreplicacion del ADN de T. foetus nuestros



resultados nos sugieren que es necesarios que Tfmobl se encuentre en niveles bajo de
expresion durante este ciclo alternativo.

Palabras claves: Tritrichomonas foetus, division celular, endoreplicacién, proteina MOB1.

SUMMARY

Tritrichomonas foetus (T. foetus) is an anaerobic flagellated protist that exhibits an
extracellular lifestyle. Commonly found in the urogenital tract of cattle, it is the causative
agent of bovine trichomonosis. Additionally, T. foetus is responsible for trichomonosis in
felines. The unique plasticity of its protoplasm allows T. foetus to adopt two distinct forms
in response to environmental conditions. Under favorable conditions, it takes on a
trophozoite form, the active and mobile phase of the parasite. In contrast, when conditions
are unfavorable, T. foetus can transform into a pseudocyst form, a resistant structure
allowing survival in less favorable environments. T. foetus reproduces asexually, specifically
through longitudinal binary fission, giving rise to two identical daughter cells. However,
under standard culture conditions, multinucleated cells are observed, a phenotype
inconsistent with typical binary fission. Given these observations and limited knowledge of
the parasite's cell division process in Chapter 1, our goal was to characterize T. foetus's cell
division process in detail. Results revealed that T. foetus not only reproduces through
longitudinal binary fission but also undergoes multiple fission. Additionally, the presence of
multinucleated cells, notably increased under nutritional stress conditions, was observed.
Finally, we confirmed that multinucleated cells originate from endocycles (alternative cell
cycles) allowing DNA endoreplication, resulting in cells with increased DNA content in one
or more nuclei.

The "Hippo" pathways are evolutionarily conserved signaling systems controlling cell
proliferation and morphogenesis in various cell types. MOB1 is a protein in the Hippo
pathway crucial for mitotic exit, relevant for the transition from metaphase to anaphase,
and maintaining the balance between cell proliferation and death. In Chapter 2, we aimed
to evaluate the role of the protein TFMOBL1 in the cell cycle of this protozoan. The chapter
revealed that TTMOB1 is present in the cytoplasm and nucleus, with variable localization
depending on the cell cycle phases. Furthermore, differential expression of Tfmob1 during
cell cycle phases was demonstrated, with higher expression levels in actively dividing
parasites. Overexpression assays showed that TfMOB1 overexpression led to reduced
growth rates and an increased percentage of parasites in division, supporting a role for
TfMOB1 in regulating the parasite's cell division. Lastly, concerning T. foetus DNA
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endoreplication, our results suggest that low expression levels of Tfmob1 are necessary
during this alternative cycle.

Keywords: Tritrichomonas foetus, cell division, endoreplication, MOB1 protein.
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INTRODUCCION

Tritrichomonas foetus

Tritrichomonas foetus (T. foetus) es un protista anaerobio flagelado y de vida extracelular,
gue se encuentra en el tracto urogenital de los bovinos y es el agente causal de la
Tritrichomonosis bovina; una enfermedad de transmision venérea de distribucion mundial
1. Dicho protozoario es ademds el responsable de infecciones del tracto gastrointestinal de
los gatos domésticos, y se ha reportado como comensal de la cavidad nasal, los intestinos y
el estdmago de los cerdos %; lo que demuestra la capacidad que posee este microorganismo
de adaptarse a diferentes hospedadores. Taxondmicamente, T. foetus forma parte del
grupo Parabasalia, del género Tritrichomonas, de la familia Trichomonadidae, de la clase
Phytomastigophorea y del phylum Sarcomastigophora. T. foetus presenta una forma
infectiva denominada trofozoito cuyo tamafio varia de 9 a 18 um de largo x 4 a 8 um de
ancho 3(Fig. 1). Posee tres flagelos anteriores o apicales que se originan a partir de
estructuras denominadas cuerpos basales; y un cuarto flagelo (flagelo recurrente) que se
dirige hacia la parte posterior unido al soma mediante una estructura denominada
“membrana ondulante” (prolongacién de la membrana plasmatica); y termina en un
extremo libre que se extiende mas alla del soma del protozoario #° (Fig. 1).

Entre las particularidades que presentan estos microorganismos que los diferencian de los
demads, se encuentra el citoesqueleto; el cual estd conformado por la pelta (estructura
constituida por microtubulos que se encuentra en la regidén anterior de la célula y provee
de sostén a la pared del canal flagelar), la costa (estructura rigida que protege a la
membrana plasmatica de las fuerzas producidas por el movimiento de la membrana
ondulante) y el axostilo . Particularmente, el axostilo estd formado por microttbulos,
recorre longitudinalmente al parasito y se le atribuyen dos funciones principales: la del
soporte estructural y la participacién activa durante la division celular (facilita la
constriccién del nucleo durante la cariocinesis y participa en la separacién final de las dos
células hijas durante la fision binaria longitudinal) 7. Por otro lado, otra caracteristica
peculiar de este microorganismo es la presencia de hidrogenosomas u organelas
especializadas en producir energia en condiciones anaerdbicas; las cuales utilizan el
hidrégeno como aceptor final de electrones y reemplazan funcionalmente a las
mitocondrias presentes en otros organismos &°.

12
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Figura 1: Estructuras caracteristicas de Tritrichomonas

Axostilo ~ foetus. (A) Esquema de T. foetus donde se visualizan las

Costa principales estructuras: Flagelos anteriores, flagelo
recurrente, filamentos parabasales, axostilo, costa, pelta,

Hidrogenosomas nucleo, hidrogenosomas, y membrana ondulante.

Adaptado de Colldntes-Ferndndez et al., 2018. (B)
Fotografia de una microscopia electrénica de barrido de

Flagelo recurrente

|

T. foetus. FA: flagelos anteriores. FR: flagelo recurrente.
MO: membrana ondulante.

Si bien no se conocen diferentes estadios a lo largo del ciclo de vida de T. foetus, se ha
reportado que la plasticidad de su protoplasma le permite adoptar dos formas definidas: el
“trofozoito” piriforme que constituye la mayor parte de la poblacién > ¢ 7; y el
“pseudoquiste” esferoidal e inmévil con los flagelos invaginados, que se observa
principalmente cuando los trofozoitos se encuentran en condiciones medioambientales
desfavorables (temperatura hostil o deficiencias nutricionales) 2. Dichas formas
pseudoquisticas endoflageladas poseen ademas, la capacidad de revertir a la morfologia de
trofozoito cuando se restablecen las condiciones externas éptimas para el protozoario *°

(Fig. 2).
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Condiciones de estrés

Trofozoito . Pseudoquiste

Condiciones favorables

Figura 2: Representacion grafica del cambio morfoldgico de T. foetus dependiente de las
condiciones externas (favorables y de estrés).

Tritrichomonosis bovina

La tritrichomonosis genital bovina es una enfermedad venérea que cursa con abortos e
infertilidad; por lo cual genera importantes pérdidas econdmicas en la ganaderia de
diferentes regiones del mundo. Si bien dicha enfermedad presenta una distribucion
mundial, las regiones principalmente afectadas se encuentran en Asia, Australia, América
del Sur y Africa. En este contexto, la prevalencia de T. foetus en Estados Unidos es de 30.4
%, en Australia de 65.6% y en Espafia de 37%; finalmente en nuestro pais, la prevalencia
varia del 5% al 25% en los rodeos de cria ** 12 13, Sj bien se ha informado que la enfermedad
se transmite principalmente mediante la cdpula durante los servicios naturales; también
existen casos informados de transmisién por inseminacién artificial, al utilizar semen
congelado contaminado con el parasito * 1. Cabe destacar que la tritrichomonosis tiene
mayor incidencia en aquellas regiones donde predominan los sistemas de explotaciéon
ganadera de tipo “extensivo”; en los cuales las vacas y los toros comparten pasturas y se
reproducen de manera natural *>. En aquellos paises donde predominan los sistemas
productivos de tipo “intensivos”, la incidencia de la enfermedad es baja debido a que el
manejo reproductivo es controlado; lo que conlleva el uso de la inseminacion artificial, el
control sanitario del semen y el descarte de los animales infectados *.

En los machos bovinos el parasito T. foetus permanece de forma persistente y asintomatica
colonizando el epitelio del prepucio, pene y ocasionalmente el orificio uretral * 6. En los
toros mayores de 4 - 5 afios raramente ocurre la recuperacion espontanea y estos animales

14



se convierten en una fuente permanente de infeccién para el rodeo !. En las vacas la
principal sintomatologia de la enfermedad es la inflamacién de la vagina, del oviducto, del
cuello uterino y del endometrio ! 1°; observandose descargas vulvo-vaginales mucoides 6
mucopurulentas en algunas ocasiones. El impacto de esta parasitosis en las hembras se
asocia a fallas reproductivas entre las que se destacan: multiples cubriciones infértiles,

ciclos estrales irregulares, muerte temprana del embridon y abortos *°.

Si bien la via de transmision venérea de esta parasitosis fue descripta hace
aproximadamente 100 aios; en el afio 2023 nuestro grupo de trabajo publicé un estudio
que revela la existencia de una ruta alternativa de contagio. Hemos evidenciado que T.
foetus es capaz de sobrevivir al transito a través del tracto gastrointestinal del rumiante,
gue puede ser eliminado a través de las heces y de esta manera contaminar la entrada
subyacente del aparato reproductor de la hembra (“autoinfeccion”). Ademas,
demostramos que T. foetus puede sobrevivir en las heces bovinas y en el agua durante
varios dias, debido a la formacién de estructuras de resistencia similares a quistes *’ (Fig.
3). Los resultados obtenidos en dicho estudio nos llevaron a postular la existencia de un
nuevo ciclo de vida (Fig. 3).
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Figura 3: Ciclo de vida del parasito Tritrichomonas foetus. (1) Las heces del ganado conteniendo
T. foetus contaminan el ambiente (especificamente el agua y las pasturas que pueden ser
ingeridas por los animales). (2) Las heces conteniendo T. foetus pueden contaminar la vulva de
la hembra durante la eyeccidn. (3-4) El macho bovino se contagia durante el servicio y disemina
la infeccion en el rodeo (ruta venérea).

Finalmente, si consideramos que la duracién de la gestacién bovina ronda los 282 dias
dependiendo de la raza; una disminucion de la fertilidad se traduce en una disminucién en
el nimero de terneros obtenidos por afio, lo que genera considerables pérdidas econdmicas
anuales en un rodeo. En la Argentina, la enfermedad es considerada endémica *> y la
tritrichomonosis bovina es una de las principales responsables de las pérdidas anuales
generadas por enfermedades venéreas en la pampa humeda; donde dichas pérdidas
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rondan los 1.8 millones de terneros, 6 sea aproximadamente 280 millones de délares. Cabe
destacar que dicha cifra asciende a mas de 300 millones de ddlares anuales al sumar gastos
de insumos veterinarios, pérdidas producidas por la venta de toros infectados y vacas vacias
infértiles. En este contexto, resulta relevante el abordaje de estudios enfocados en la
biologia de este protozoario, sobre todo teniendo en cuenta que en la actualidad no existen
herramientas diagndsticas, profilacticas y terapéuticas totalmente eficaces para el control
de esta enfermedad en los rodeos bovinos.

Tritrichomonosis felina

En el afo 2003 se reportd que Tritrichomonas foetus también es el agente causal de diarrea
en los gatos domésticos 2 8. La diarrea causada por T. foetus suele afectar a gatos jévenes,
con una media de edad de 8 meses y el 75% de los gatos afectados tienen menos de un afo
de edad. No obstante, los gatos de cualquier edad pueden ser portadores, y parte de ellos
podrd desarrollar signos clinicos. En estos animales, los trofozoitos se transmiten por via
fecal-oral de un gato infectado a uno sano *°. Ademas, se comprobd que la parasitosis se
propaga entre los felinos a través de la contaminacidn con heces del alimento y el agua que
forman parte de la dieta 2°. El signo clinico predominante en estos animales es la diarrea
cronica 6 intermitente, reportada en aproximadamente el 61% al 64% de los gatos
infectados %%, En estos animales la prevalencia reportada ronda el 10-59% y existen pocos
datos sobre su prevalencia geografica especifica

Ciclo celular

El ciclo celular se divide generalmente en dos periodos distintos: la interfase o fase mas
larga que abarca la mayor parte de la vida de la célula; y la mitosis o fase mas rapida en la
cual las células se dividen.

La interfase, a su vez, se subdivide en tres etapas distintas y consecutivas: G1, S y G2 22 (Fig.
4). En la fase G1, la célula presenta un metabolismo y crecimiento muy activos, y es en esta
fase en donde se lleva a cabo la sintesis de moléculas y organelas necesarias para llevar
adelante las diferentes funciones celulares. Durante esta etapa, las células, dependiendo
de sefiales externas recibidas, pueden entrar en la fase GO (fase no proliferativa) o
continuar el ciclo y entrar en la fase S 23. De esta manera, si el entorno es favorable, las
células entran en la fase S, donde ocurre la replicacién del ADN. En este punto, cada
cromosoma se duplica, lo que permite que las futuras células hijas reciban el mismo
contenido de ADN presente en la célula madre. Después de la replicacién del ADN, la célula
estd casi lista para la divisidon; y justo antes de la mitosis, las células atraviesan un periodo
G2 en el que se sintetizan las moléculas necesarias para dicha divisidn. Por lo tanto, al igual
que G1, G2 es un periodo de crecimiento en el que las actividades celulares permiten que
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la célula se divida. La mitosis ocurre en un corto periodo de tiempo en la vida de la célula y
tiene como funcidn principal la division nuclear y la distribucién equitativa de las moléculas
de ADN replicadas en la fase S, en cada célula hija.
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Figura 4: Representacion esquematica de las fases del ciclo celular.

Formalmente, la mitosis se divide en cuatro etapas distintas: profase, metafase, anafase y
telofase. Al final de estas fases secuenciales, tiene lugar la citocinesis o la individualizacién
de las dos células hijas. Durante la profase, los cromosomas duplicados comienzan a
condensarse, y este estado condensado del ADN es critico para su correcta segregacién. De
hecho, los cromosomas mds largos de la interfase serian muy dificiles de segregar de
manera igual, y la citocinesis no ocurriria correctamente si fragmentos de ADN auln
estuvieran en la region de la fisura de divisién. En una mitosis tipica, durante la profase,
ademads de la reorganizacion de la cromatina, ocurre el ciclo de duplicacidn del centrémero
(el principal centro organizador de microtubulos en las células animales). Asi, cada uno de
los centrémeros recién duplicados migra hacia los polos opuestos de la célula mientras el
huso mitdtico, que resulta de la reorganizacion de los microtibulos de la interfase,
comienza a ensamblarse. Al final de la profase, se puede observar la desintegracién de la
envoltura nuclear. Las cromatidas hermanas estan conectadas en la region especifica del
centromero, una region rica en heterocromatina donde se reclutan y ensamblan las
proteinas del cinetocoro. De hecho, en esta estructura transitoria especifica es donde se
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conectardan los microtubulos del huso. La metafase sigue a la profase y se caracteriza por la
posicion ecuatorial de los cromosomas mitdticos en la regidon media del huso, formando la
placa metafasica. Dependiendo de si es una mitosis simétrica o asimétrica, el huso se
posiciona en diferentes regiones del citoplasma. Las células se detienen en la metafase
hasta que todos los cinetocoros estén conectados de manera estable a los microtubulos del
huso. Una vez que se cumple esta conexidn, las células pueden pasar a la anafase. En este
punto, las cromatidas hermanas de cada cromosoma se segregan hacia los polos opuestos
de la célula. El huso mitético se alarga y los centrémeros ahora estan localizados en las
regiones distales de la célula. Al final de la mitosis, después de la segregacion de las
cromatidas hermanas, tiene lugar la telofase. EI ADN, distribuido de manera equitativa
entre las células hijas, comienza a descondensarse y se ensamblan las nuevas envolturas
nucleares. Simultaneamente, el citoplasma de la célula madre se divide en dos, en un
proceso conocido como citocinesis 24 (Fig. 5).

Si bien la descripcidn previa corresponde a un ciclo celular tipico, existen organismos que
presentan diferencias notables durante este proceso. Por ejemplo, el centrdémero no esta
presente en todos los organismos, y, por lo tanto, existen estrategias alternativas para
construir el huso mitético. En el caso de Saccharomyces cerevisiae; estas células poseen una
estructura homologa al centromero llamada cuerpo del polo del huso (SPBs) 2*. Otra
diferencia notable es el caso de los organismos que presentan mitosis cerrada
(criptomitosis) donde no ocurre la desintegracion de la envoltura nuclear durante la
interfase. Se reconoce que este tipo de mitosis es uno de los mas antiguos en términos
evolutivos % y que se encuentra presente en organismos pertenecientes a los seis
supergrupos de eucariotas.
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Telofase

Figura 5: Representacion esquematica de las fases de la mitosis. Profase: se ensambla el huso
mitético y la informacion genética duplicada se compacta y se condensa formando los cromosomas.
Se desensambla la membrana nuclear. Metafase: los cromosomas se posicionan en el plano
ecuatorial. Anafase: las cromatidas hermanas se dirigen hacia los polos opuestos del huso. Telofase:
las cromatidas hermanas llegan a sus polos correspondientes. La envoltura nuclear se ensambla
nuevamente.

En la naturaleza existen tres tipos de mitosis: abierta, en la cual la envoltura nuclear
desaparece para que los husos mitdticos puedan interactuar con los cromosomas; la de tipo
semiabierta, en la cual la envoltura nuclear permanece intacta pero los husos mitéticos la
atraviesan para dividir los cromosomas; y finalmente la mitosis cerrada, en la cual la
envoltura nuclear no desaparece y el huso mitético es extranuclear 26 %7,

Especificamente, las mitosis cerradas se pueden subdividir en dos grupos principales seguin
la disposicién y la ubicacion del aparato del huso: ortomitosis y pleuromitosis 28. La
ortomitosis tiene simetria axial (monaxonal) en la metafase; mientras que en la
pleuromitosis, el huso es excéntrico y todo el aparato mitético tiene simetria bilateral en
las etapas intermedias de la mitosis 2°. Algunos organismos presentan un huso que
permanece dentro del nucleo durante la division; mientras que, en otros, el huso se forma
en el citoplasma ¢ extra nuclearmente.

Esta variacién en la localizacidn del huso mitdtico es un rasgo distintivo de la pleuromitosis
entre diferentes especies %°. La pleuromitosis cerrada extranuclear 6 criptopleuromitosis es
tipica de los tricomonadidos y de los hypermastigida 3% y se caracteriza por conservar la
integridad de la envoltura nuclear durante todo el proceso y el huso completo extranuclear

(incluidos centros organizadores de microtubulos 6 MTQOCs, el huso central y las fibras
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cromosomicas). Solo los cromosomas permanecen dentro del envoltorio nuclear; y dichos
cromosomas deben interactuar con los microtubulos del huso a través de la envoltura
nuclear intacta. Esto se logra mediante la incorporacién de los cinetocoros cromosémicos
en la envoltura nuclear, de modo que sus superficies externas pueden capturar a los

microtubulos del citoplasma 2° (Fig. 6).
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Figura 6: Tipos de mitosis existentes en la naturaleza.

Finalmente es relevante mencionar que los organismos unicelulares regulan su ciclo celular
de acuerdo con el entorno especifico en el que viven. Por ejemplo, los unicelulares de vida
libre pueden controlar su proliferacidn celular en relacidén con la abundancia de nutrientes
y a los factores fisicos, tales como la temperatura. En el caso de los parasitos unicelulares;
la regulacién del ciclo celular es un mecanismo fundamental de control de la supervivencia

y de defensa frente al hospedador 3! 32,

Replicacion del acido desoxirribonucleico (ADN)
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El ciclo celular en las células eucariotas es un proceso altamente regulado y conservado. Si
bien la progresién mas frecuente del ciclo celular (conocido como el ‘ciclo mitético clasico')
es la secuencia de las fases G1-S-G2-M, también se ha demostrado la existencia de
variaciones y adaptaciones en diferentes tipos de células y organismos. Estos ciclos
celulares alternativos pueden deberse a diversas razones: las necesidades especificas de un
tipo celular, el entorno en el que se encuentra o las etapas de desarrollo del organismo; y
resultan cruciales para mantener la homeostasis y la integridad celular en determinados
contextos bioldgicos.

Una de las alternativas dentro de la progresiéon normal del ciclo celular son los ciclos de
endoreplicacién del ADN. En estos ciclos alternativos sucede la replicacién del ADN durante
la fase S sin la posterior finalizacién de la mitosis y/o citocinesis. El resultado de este tipo
de replicacién es la generacidn de células poliploides 6 células con un contenido de ADN
aumentado de forma controlada. El mayor contenido de ADN puede concentrarse en un
nucleo (endociclo) o estar distribuido en varios nucleos (endomitosis) generando células
multinucleadas 33 34 3 (Fig. 7).

Ciclo mitdtico Endociclo Endomitosis
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Figura 7: Representacion grafica del ciclo celular mitético y de ciclos celulares alternativos
(endociclo y endomitosis).

La endoreplicacion del ADN resulta esencial para el desarrollo normal de diversos tipos
celulares. Muchos organismos utilizan este proceso como parte de la diferenciacion
terminal, para aportar nutrientes y proteinas necesarias para respaldar el desarrollo del
6vulo o embrién en desarrollo. Algunos de los ejemplos mejor estudiados incluyen el
endospermo de las plantas, las células foliculares y las células nutricias de Drosophila, vy el
trofoblasto de los roedores 33 34 35, En mamiferos, se observa la endoreplicacién del ADN y
la poliploidia en multiples tejidos y 6rganos durante el desarrollo normal: la piel, la placenta,
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el higado y la sangre 3°. Por otro lado, los megacariocitos son un tipo celular especializado
en producir plaquetas; y durante su programa de diferenciacion aumenta su ploidia via
endomitosis hasta 128N 3’. Esto permite que luego por fragmentacidon pueda generar un
numero alto de plaquetas. En la placenta, las células gigantes del trofoblasto realizan
endoreplicacién del ADN para generar una barrera entre el suministro de sangre maternay
la del embrién 3. Los hepatocitos de mamiferos también experimentan poliploidizacién
gradual mediante endomitosis durante el crecimiento postnatal, lo cual es un indicador de
diferenciacién terminal y senescencia. En insectos como Drosophila melanogaster, muchos
tejidos larvales (incluyendo la glandula salival, cuerpo graso, intestino y trdquea) y tejidos
adultos (incluyendo el epitelio folicular ovarico, células nutricias germinales, glia e intestino)
experimentan poliploidia 3°. El desarrollo del epitelio folicular ovérico en estos organismos
progresa a través de tres etapas continuas y distintas: mitética, de endoreplicacién y de
amplificacién génica del corion; para la produccién suficiente de proteinas de la cascara del
huevo 3° 0, Por otra parte, en las glandulas salivales larvales la endoreplicacién asegura la
correcta sintesis de proteinas digestivas y sustancias de adhesién para su secrecidn y
almacenamiento #.. La endoreplicacién del ADN resulta mas comun en las células de las
plantas que en las células de animales, y desempeiia un rol crucial en el desarrollo vegetal,
en el mantenimiento del genomay las funciones celulares. Otro ejemplo destacado es el rol
fundamental de la endoreplicacién durante el desarrollo de las semillas en las plantas.
Durante esta fase, las semillas dependen del endospermo como una fuente de energia hasta
gue completan su desarrollo y pueden obtenerla a través de las raices y la fotosintesis. El
endospermo es un tejido que se somete al proceso de endoreplicaciéon para cumplir con
estas importantes funciones durante el desarrollo inicial de la planta #2. También este
proceso puede desempeiiar un rol crucial en la adaptacién de las plantas a condiciones
adversas, tales como la salinidad, la sequia o cambios extremos de temperatura 3.

Los endociclos se definen como ciclos celulares que consisten en las fases S y G sin division
celular. Las células en endociclo no ingresan en la mitosis y, por lo tanto, no exhiben
caracteristicas de la mitosis como la condensacién de los cromosomas y la ruptura de la
envoltura nuclear cuando es parte del proceso. Por su parte, en la endomitosis el genoma
se replica, se inicia la mitosis, pero no se completa; lo que resulta en una célula poliploide
mononucleada o multinucleada.

Las células con multiples nucleos se han descrito en plantas, hongos y protozoos; y se han
asociado con posibles ventajas funcionales, especialmente cuando dichos organismos se
encuentran en condiciones ambientales adversas. En Amoebozoa, la multinuclearidad se
encuentra en muchas especies (Entamoeba histolytica, Naegleria gruberi y Hartmannella
rhysodes); y a pesar de ser una caracteristica integral de su ciclo de vida, existe una falta de
evidencia sobre las funciones potencialmente asociadas a ella #* %> %6, Por otro lado, se ha
informado que los nucleos de Plasmodium falciparum se dividen de manera asincronica
durante algunas etapas de la infeccion, formando células multinucleadas antes de egresar
de la célula hospedadora #’. Especificamente, en los trichomonadidos (Trichomonas
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vaginalis, Trichomonas augusta, Trichomonas lacerate, Trichomonas muris, Eutrichomonas
serpentis y Tetratrichomonas prowazeki, existe poca informacion sobre la ocurrencia de
formas multinucleadas  %%. En Tritrichomonas foetus, hasta la fecha, las células
multinucleadas se han relacionado exclusivamente con estructuras pseudoquisticas 4° °9,
gue son aquellas estructuras que se forman en condiciones ambientales desfavorables y
que pueden revertir a trofozoitos al restablecerse las condiciones externas éptimas .

Division celular de Tritrichomonas foetus

Desde los organismos unicelulares mas simples hasta los eucariotas superiores, la célula es
el elemento basico cuya funcidn principal es mantener la informacion genética especifica y
transmitirla a las generaciones futuras. En el caso de los organismos multicelulares, el
adulto surge de un periodo de desarrollo mas o menos extendido en el que una célula
original Unica 6 cigoto, origina varios tejidos y érganos especializados a través de multiples
divisiones celulares. Después de finalizar este proceso de desarrollo, la divisién celular
permite, en el adulto, la renovacién celular y, por lo tanto, el mantenimiento de la
homeostasis del organismo.

En este contexto, se ha descripto mediante cariotipado que T. foetus conserva su material
genético distribuido en 5 cromosomas °! y que se reproduce de forma asexual,
especificamente mediante fision binaria longitudinal, para dar origen a dos células hijas
idénticas °! 2. En T. foetus se ha reportado que durante la fase G1 del ciclo celular, antes
del inicio de la mitosis, se duplican todas las estructuras citoesqueléticas y las organelas
asociadas % los cinco cromosomas comienzan a condensarse (permaneciendo
condensados hasta el final de la mitosis). La mitosis comienza cuando los cuerpos basales
(cinetosomas) inician su migracion, lo que provoca el desplazamiento de los flagelos y los
axostilos, dando lugar a un cambio en la morfologia celular >*. Cerca de los cinetosomas se
encuentran los atractoforos (MTOCs 6 centro organizador de microtubulos), que son
estructuras que sirven de anclaje para los cromosomas. A medida que avanza la mitosis el
nucleo comienza a elongarse acompaiado por el axostilo, el cual facilitara posteriormente
la cariocinesis. Finalmente, durante la citocinesis, las dos células hijas culminan la

separacion citosélica mediante la propulsidon generada por los flagelos % 7.
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OBJETIVOS

Objetivo general

La divisidn celular es un proceso fundamental para el crecimiento, desarrollo, reparacién y

mantenimiento de los organismos vivos. Si bien se ha reportado que Tritrichomonas foetus

se divide mediante fisidon binaria longitudinal, es escaso el conocimiento existente acerca

de la regulacioén de la division celular de este protozoario. En este contexto, nos propusimos

en este trabajo de tesis caracterizar a nivel celular y molecular la division celular del parasito

T. foetus. Para abordar este objetivo general planteamos dos objetivos especificos; los

cuales seran desarrollados en dos capitulos independientes pero complementarios.

1.

Caracterizar el proceso de division celular en el parasito T. foetus: T. foetus se
divide mediante fision binaria longitudinal, generando dos células hijas a partir de
una célula madre. Sin embargo, en el trabajo diario en el laboratorio observamos
incompatibilidades con este mecanismo de division propuesto para el parasito.
Dadas estas observaciones y la escasez general de informacidn sobre este proceso
en trichomonadidos, nos planteamos analizar detalladamente el mecanismo de
divisién celular en el parasito T. foetus.

Establecer el rol de la proteina MOB1 en el proceso de division celular de
Tritrichomonas foetus: Las vias "Hippo" son sistemas de sefalizacidon conservados
evolutivamente, que controlan la proliferacién celular y la morfogénesis en otros
tipos celulares. MOB1 es una proteina de la via Hippo y es clave para la salida de la
mitosis; siendo relevante para la correcta transicién de la metafase a la anafase; asi
como también para el equilibrio entre la proliferacion y la muerte celular. En este
contexto, nos propusimos evaluar el rol de la proteina TFMOB1 en el ciclo celular de
este protozoario.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos de parasitos

Cepas de T. foetus: K (Embrapa, Rio de Janeiro, Brasil) >3, cepas OLI, 97H, V47 y 62H
(Argentina); y cepas de T. vaginalis con diferentes niveles de adherencia a células
hospedadoras: G3 y RU384 (baja), B7268 y CDC1132 6 MSA1132 (alta) 4. Las cepas de T.
foetus y T. vaginalis se incubaron en medio Diamond's Trypticase-yeast extract-maltose
(TYM) suplementado con un 10% de suero de caballo y 10 U/mL de penicilina/10 mg/mL de
estreptomicina (Invitrogen). Los parasitos se mantuvieron a 37°C y se pasaron diariamente.
El constructo TVvTSP6-HA se generd y se transfectd en la cepa T. vaginalis CDC1132 como se
describié previamente >°.

Ensayo de crecimiento de parasitos

Las curvas de crecimiento cinético se realizaron utilizando las cepas de T. foetus K, OLI, 97H
y V47, asi como las cepas de T. vaginalis G3 y B7268. Para estos experimentos, se inocularon
1x10° trofozoitos en 8 mL de medio TYM y se incubaron a 37°C durante 72 horas. Después
de la inoculacidn, se registraron los recuentos celulares en los siguientes momentos: 20, 25,
43, 48 y 67 horas utilizando una camara de Neubauer. Las tasas de crecimiento se
determinaron teniendo en cuenta el logaritmo natural del cambio en la densidad de
parasitos por mililitro en el tiempo t en comparacion con el tiempo cero (inéculo inicial)
mediante la siguiente ecuacion: tasa de crecimiento = [InCC (t) - InCC (0)] / (t - 0), donde CC
(t) y CC (0) son los recuentos de parasitos por mililitro en el tiempo t y en el tiempo cero,
respectivamente, y t es el tiempo de incubacidon *® . Los experimentos se realizaron tres
veces y por triplicado.

Tincion de nucleos de T. foetus

El nimero de nucleos por célula se determind utilizando la tincion con DAPI (49, 6-
diamidino-2-fenilindol). Los parasitos en ausencia de células hospedadoras fueron
incubados a 37°C sobre cubreobjetos de vidrio durante 4 horas, luego fueron fijados y
permeabilizados en metanol frio durante 10 minutos. Las células fueron lavadas tres veces
con PBS (Solucién salina taponada con fosfato) y se incubaron con una solucidn de tincion
de DAPI de 300 nM durante 5 minutos, protegidos de la luz. Después de 3 lavados con PBS,
los cubreobjetos fueron montados en portaobjetos de vidrio utilizando un medio de
montaje 6 fluoromount. Los nucleos de los parasitos fueron tefiidos con DAPI para el andlisis
del tamafio nuclear. El area nuclear en pm? fue examinada utilizando la herramienta de
umbral de Image J y la funcién "Analyze Particles". Los experimentos se realizaron por
triplicado y se repitieron tres veces.
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Ensayo de inmunolocalizacion

Los parasitos, cultivados en diferentes condiciones, se incubaron a 37°C sobre cubreobjetos
de vidrio durante 4 horas, luego se fijaron y permeabilizaron en metanol frio durante 10
minutos. Las células fueron lavadas con PBS y luego bloqueadas con suero fetal bovino (SFB)
al 5% en PBS durante 30 min. Luego dichos parasitos se incubaron durante la noche con el
anticuerpo primario diluido en PBS mas SFB al 2%. Los anticuerpos primarios utilizados en
los diferentes experimentos de inmunolocalizacién fueron anti-HA (1:500) (Covance), anti-
a tubulina (1:500), anti-BrdU (1:300), anticuerpo monoclonal anti-PCNA (Abcam) (1:400) y
anti-MOB enddgena desarrollado en conejo por Citterio y colaboradores °’. Los
cubreobjetos se lavaron con PBS y luego se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con una dilucién de 1:5000 del anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor
488 6 Alexa Fluor 594 dependiendo el ensayo). Los cubreobjetos se montaron en
portaobjetos de vidrio utilizando el reactivo ProLong Gold con DAPI o 49,69-diamidino-2-
fenilindol (Invitrogen). Todas las observaciones se realizaron en un Zeiss Axio Microscopio
de fluorescencia invertida Observer 7 (Zeiss). Para el procesamiento de imagenes se utilizd
el programa Adobe Photoshop (Adobe Sistemas).

Inmunoelectromicroscopia de transmision

Las muestras se fijaron con una solucién compuesta por paraformaldehido (PAF) 4%,
glutaraldehido 0.5% en tampdn cacodilato 0,1 M (pH 7,2) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Luego, se realizaron lavados con la solucién PBS y se incubaron con anticuerpos
anti-MOB (1:1000) y posteriormente con particulas de oro de un tamafio de 10 nm
conjugadas a un anticuerpo secundario anti-conejo. Las muestras se lavaron, se secarony
se observaron con un microscopio electrénico de transmisidn FEI Tecnai G2 Spirit operando
a 120 kV. Las imagenes se adquirieron de manera aleatoria con un sistema de camara CCD
(MegaView G2, Olympus, Alemania). Como control negativo se utilizaron las particulas de
oro conjugadas con el anticuerpo secundario anti-conejo.

Tincion con Calcofluor white

Los parasitos fueron pipeteados sobre un portaobjetos de vidrio, secados al aire y fijados
en metanol durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos fueron lavados
tres veces en PBS durante 5 minutos cada vez, e incubados con un 0,01% de Calcofluor white
(Sigma) en PBS (pH 7,2) durante 30 minutos a 26°C. Luego, los portaobjetos fueron lavados
tres veces en PBS, montados con fluoromount G y observados con un microscopio de
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contraste de fase y fluorescencia (microscopio de fluorescencia invertido Zeiss Axio
Observer 7).

Citometria de flujo

Para determinar el contenido de ADN y el tamafio celular, los parasitos (5x10°) fueron
recolectados y fijados en 5 mL de etanol al 100% a una temperatura de 4°C durante toda la
noche. Posteriormente, cada muestra fue lavada con 1 mL de PBS que contenia un 2% en
vol/vol de suero equino (SE), luego fue resuspendida en 1 mL de PBS con 180 mg/mL de
RNasa A (para digerir el ARN) y un 2% en vol/vol de SE, e incubada durante 30 minutos a
37°C. Finalmente, las muestras fueron teflidas con una solucién de yoduro de propidio (IP)
a una concentracion de 25 mg/mL, e incubadas durante 30 minutos a 37°C antes del analisis
con el citémetro de flujo. Dicho andlisis se llevd a cabo utilizando un citdmetro de flujo FACS
Calibur (Becton, Dickinson) equipado con un sistema de laser dual (laser de argén de 15 mW
a 488 nm y un laser de diodo rojo de 635 nm). Para la medicion del contenido de ADN, las
células fueron excitadas con luz de 480 nm, y la emisidn se midid a través de 585/42 (para
la fluorescencia de IP; FL2). Se registraron datos de 20.000 células, y estos datos conjuntos
se analizaron utilizando el software FlowJo 7.6. La correlacion entre las propiedades de
dispersion de luz de las células y su contenido de ADN se realizd estableciendo gate
electrénicas en los perfiles de dispersion hacia adelante (FSC) y dispersién lateral (SSC), y
verificando el contenido de ADN de cada gate.

Deplecion y privacion de nutrientes

Para la deplecién de nutrientes, los pardsitos T. foetus (cepas K y 62H) se sincronizaron
mediante privacion de suero durante 12 horas, aumentando de esta manera la abundancia
de parasitos mononucleados en los medios de cultivo. Luego, dichos parasitos se incubaron
en presencia de suero (sin cambio de medio de cultivo), y se tomaron muestras cada 12
horas hasta su fase de muerte. Las muestras se fijaron, los nucleos se tifieron con DAPl y
luego se cuantificaron mediante microscopia de fluorescencia. Para evaluar el contenido de
ADN en cantidades bajas o deplecidn de nutrientes, se analizaron las cepas T. foetus Ky 62H
en las siguientes condiciones de cultivo: pardsitos control (control), los cuales fueron
incubados por 24 horas en medio de cultivo estandar en presencia de suero; parasitos
sincronizados (sincro), los cuales fueron incubados por 12 horas en medio de cultivo
estandar sin suero; parasitos cultivados durante 36 horas en medio de cultivo estdndar en
presencia de suero (estrés leve), y parasitos incubados en medio de cultivo estandar en
ausencia de suero durante 36 horas (estrés moderado). El contenido de ADN se determind
mediante citometria de flujo.

Para el ensayo de deprivacidon de nutrientes (estrés severo), los parasitos se incubaron en
agua durante 24 y 48 horas a 37°C. Posteriormente, estas muestras se fijaron, los nucleos

28



se tifieron con DAPI y se cuantificaron mediante microscopia de fluorescencia. El contenido
de ADN se determiné mediante citometria de flujo.

Andlisis del egreso de parasitos multinucleados

Para evaluar el egreso de trofozoitos a partir de los pardsitos multinucleados inducidos por
la deplecién de nutrientes, los parasitos se incubaron tanto en medio de cultivo completo
como en medio libre de suero durante 36 horas. Luego se recuperaron en un medio fresco
en presencia de suero, se contaron en una camara de Neubauer cuatro horas después del
cambio de medio, y se calcularon las tasas de crecimiento.

Para analizar si la formacién de estructuras esféricas durante la privacién de nutrientes era
un proceso reversible, los parasitos mantenidos durante 24 horas en agua fueron
centrifugados e incubados en un medio de cultivo estdndar durante 24, 48 y 72 horas a
37°C. Los parasitos se contaron en camara de Neubauer y se calcularon los porcentajes de
pardsitos esféricos y trofozoitos en cada tiempo.

Incorporacion de BrdU (5-bromo-2-desoxiuridina)

T. foetus previamente sometidos a privacion de suero (12 horas) fueron incubados con BrdU
(nucledtido sintético anadlogo a la timidina) durante 2 horas. Posteriormente, los parasitos
se fijaron durante 15 minutos con paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente. Luego
las células se lavaron con PBS y se incubaron con HCl 2 M durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se afiadid borato de sodio 0,1 M (pH 8,5) durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Los parasitos se lavaron con PBS y se permeabilizaron con Tritdn X-
100 al 0,2% y Albumina Sérica Bovina (BSA) al 3% en PBS durante 5 minutos.
Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS/BSA durante 10 minutos cada uno y se
incubaron con anticuerpos anti-BrdU diluidos en PBS/2% SFB. Luego, se realizaron tres
lavados con PBS y se incubaron durante 1 hora con el anticuerpo secundario Alexa fluor
488. Finalmente, se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con PBS y se afiadid
DAPI para tefiir el ADN de los nucleos de los parasitos.

Tratamiento con colchicina

Los parasitos se incubaron en medio TYM con colchicina (1,5 mM) (Sigma) disuelta en
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma). Las células se mantuvieron con el farmaco durante 18
horas a 37°C. Se realizaron experimentos de control utilizando trofozoitos cultivados con un
1% de DMSO. Posteriormente, se determind el contenido relativo de ADN celular. Los
parasitos se fijaron en 5 mL de etanol al 100% a temperatura fria, y se incubaron a 4°C
durante la noche. Luego, cada muestra se lavé en 1 mL de PBS con un 2% en vol/vol de
suero de equino (SE), se resuspendié en 1 mL de PBS, 180 g/mL de Ribonucleasa A (RNasa
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A) y un 2% en vol/vol de SE, y se incubé durante 30 minutos a 37°C. Luego, las muestras se
tineron con una solucion de yoduro de propidio (IP) a una concentracion de 25 mg/mL, y
fueron incubadas durante 30 minutos a 37°C antes del analisis mediante el citdmetro de
flujo. Ademads, los nucleos se tifneron con DAPI y se observaron mediante microscopia de
fluorescencia.

Clonado en vector de expresion de Trichomonas

El marco abierto de lectura completo de TTMOB1 fue clonado en el vector de expresion
pMasterNeo-(HA)2 > mediante le agregado del sitio de corte de la enzima Ndel en el 5’ del
oligonucleétido sentido y un sitio de corte de la enzima Kpn/ en el 5’ del oligonucledtido
antisentido, ambos presentes en el sitio de clonado del vector. Las secuencias de los
oligonucleétidos utilizados fueron:

Cebador sentido: AAACATATGATGATGCGTTCGCATAATAGTG

Cebador antisentido: AAAGGTACCAGATTTTATTTCAAAAGATTTGATAATTG
Para el clonado de la proteina TTMOB1 truncada:

Cebador sentido: AAACATATGGGCGCTGGAAATTTTCGA

Cada gen se amplificd por PCR, se digirié con las enzimas Ndel y Kpnl, (Promega) y se clond
directamente en el vector pMasterNeo-(HA)2, el cual contiene el gen de
neomicinafosfotransferasa (Neo) que permite su seleccidon con el antibidtico Geneticina
(G418). Ademas, el vector permite la expresién del gen fusionado a una etiqueta de HA en
su porcion C-terminal bajo el control de un promotor fuerte (a-SCS)*%. El producto
amplificado se ligd durante toda la noche a 4°C con 50 ng de vector previamente digerido y
defosforilado utilizando 1 pl de Ligasa (Promega) y 1 ul de Buffer Ligasa (Promega).
Posteriormente se transformaron bacterias competentes Omnimax y las colonias que
contenian el pldsmido con el fragmento de interés fueron chequeadas mediante digestion
con las enzimas Ndel y Kpnl, y confirmadas mediante secuenciacién (Macrogen, Corea).

Transfeccion de parasitos

La introduccién de fragmentos de ADN dentro de una célula eucariota que inducen un
cambio en la expresidn génica se denomina “transfeccién”. Uno de los métodos fisicos
utilizados para transfectar es la electroporacién (basado en la introduccion de las moléculas
alinterior de la célula mediante la emisién de pulsos eléctricos). Mediante esta metodologia
transfectamos pardasitos T. foetus de la cepa K con los siguientes plasmidos: “pMasterNeo-
TfMOBFL-HA”, “pMasterNeo-TfMOBANt” y también con el plasmido “pMasterNeo vacio 6
EpNeo” como control.
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Para la transfeccidon 300 pl de medio TYM conteniendo aproximadamente 2,5 x 108 células
se colocaron en una cubeta de electroporacién de 0,4 cm (BioRad), a la cual se le agregaron
30 pg de ADN plasmidico. Para la electroporacion se utilizaron los siguientes parametros en
el electroporador: 450 volts y 960 mFd de capacitancia. Luego de la electroporacion los
parasitos se resuspendieron en tubos estériles con 50 ml de medio TYM complementado
con suero fetal equino, y se incubaron por 4 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se les
agregd 100 pl de G418 (Geneticina, Sigma) a una concentracion de 100 mg/ml. Este
antibidtico permitid seleccionar los parasitos positivos para la transfeccion, ya que el vector
pMasterNeo posee un gen de resistencia a geneticina; por ende, solo creceran en presencia
de este antibidtico aquellos parasitos eficientemente transfectados. Luego de incubar los
parasitos toda la noche se tomaron 40 ml de cada tubo falcon (evitando los parasitos
muertos de los precipitados presentes en el fondo de los tubos) y se los transfirié a tubos
estériles. Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos, se
descartaron los sobrenadantes y los pellets se resuspendieron en 50 ml de medio TYM
complementado con suero fetal equino y con G418 a una concentracion final de 200 mg/ml.

SDS-PAGE y Western blot

Los extractos proteicos totales de parasitos fueron analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) 12% vy fueron electrotransferidas en
membranas de PVDF (GE Healthcare, Life Science). Las membranas fueron bloqueadas en
leche en polvo al 5% (p/v) en solucién tampdn Tris con detergente Tween 20% (TBS-T) al
0,05% (v/v) durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, fueron incubadas toda la noche
a 4° Ccon los diferentes anticuerpos primarios (anti-MOB1.: dilucion 1/500, anti-HA: dilucion
1/500). Terminada la incubacion, las membranas se lavaron 3 veces con solucion tampdn
TBS-Ty se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con un anticuerpo secundario
anti-conejo 6 anti-ratén conjugados con fosfatasa alcalina para poder luego ser visualizado
utilizando el sistema NBT/BCIP (Roche).

PCR en tiempo real

Se utilizé el RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare Life Sciences) para extraer el ARN
total de parasitos T. foetus de la cepa K, incubados en distintas condiciones de aporte de
nutrientes. EI ARN fue tratado con Dnasa | (Invitrogen) y posteriormente se realizé la
transcripcién inversa usando la transcriptasa reversa SuperScript Il y hexameros de
oligonucleédtidos al azar como cebadores (Invitrogen). Para las PCR en tiempo real se
realizaron mezclas conteniendo SYBR Green qPCR Master Mix (Roche), 150-450 nM de
cebador y 200-500 ng de ADN complementario en un volumen de reaccidn final de 15 pl,
las cuales se midieron con el sistema Stratagene Mx3005PTM (Agilent Technologies). Los

31



datos de las diferentes muestras fueron analizados utilizando el software LinRegPCR. Como
gen normalizador se utilizd alfa-tubulina (Invitrogen). Las secuencias de los oligonucleétidos
utilizados para RT-gPCR fueron:

TfMOB1:

Cebador sentido: TGGAAAAGATACCCTCGGCG
Cebador antisentido: TATTGGTACTGTGGGCCTGC
Tubulina:

Cebador sentido: TCCGTGGCCGTATGTCATCT

Cebador antisentido: GCTGTTGTGTTGCCGATGAA

Obtencion de ARN total para secuenciamiento de transcriptos
(RNA seq)

Para llevar adelante la secuenciacion del ARN (RNAseq), el ARN de los parasitos T. foetus
(cepa K) se extrajo con el kit: RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare Life Sciences).
Se obtuvieron tres muestras de ARN de parasitos incubados durante 48 horas en medio de
cultivo sin suero. Como control se utilizd el ARN proveniente de parasitos crecidos en medio
de cultivo estandar con suero. Luego el ARN fue tratado con Dnasa | para su posterior
amplificacién (Invitrogen). La preparacién de la biblioteca y el secuenciamiento fueron
realizados por Quick Biology. Las muestras fueron secuenciadas utilizando secuenciadores
Illumina. Las lecturas fueron demultiplexadas utilizando Illumina bcl2fastg2 v2.20 con la
configuracion predeterminada. La calidad de las lecturas se evalud utilizando FastQC. Se
generaron aproximadamente 20 millones de lecturas.

Andlisis de la expresion diferencial de genes

Se realizé un control de calidad de lecturas para cada biblioteca de Illumina empleando la
herramienta FASTQC (A Quality Control Tool for High Throughput Sequence Data [Online]:
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). La limpieza de adaptadores
y filtrado de lecturas de baja calidad (largo menor a 35 nucleétidos y calidad mayor a phread
30) empleando el software TrimmGalore (https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore).

Aquellas lecturas que superaron el filtro anterior fueron alineadas contra el genoma de
referencia K1 de T. foetus (ASM183968v1) empleando la herramienta HISAT2 *°. La
cuantificacién de los transcriptomas se realizd siguiendo el protocolo StringTie >°, pero
empleando el paso alternativo para la obtencién de la matriz de cuantificacion cruda (script:
prepDE.py). La matriz de cuantificacién cruda de los genes de T. foetus fue empleada
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como input para el paquete de R DEseq2 *° el cual fue empleado para realizar el anélisis
diferencial de genes (p-ajustado < 0.05 y log2fc >= 2).

RESULTADOS DEL CAPITULO 1

T. foetus presenta un numero variable de nucleos en condiciones
estandar de cultivo

La division celular de los parasitos Trichomonas vaginalis y Tritrichomonas foetus se da
fundamentalmente por fisién binaria longitudinal; proceso mediante el cual una célula
madre se divide en 2 células hijas idénticas y mononucleadas 7 2. Sin embargo, en
condiciones dptimas de cultivo in vitro es habitual encontrar parasitos T. foetus (cepa K) con
multiples nucleos; lo cual no seria esperable en microorganismos que se dividen por fisién
binaria (Fig. 8A). Basandonos en estas observaciones, para evaluar si la existencia de
parasitos multinucleados era un fendmeno general de las distintas cepas del parasito,
evaluamos el nimero de nucleos por parasito en diferentes cepas de T. foetus, mediante la
tincion con DAPI. Para realizar un ensayo mds extensivo, se incluyeron también algunas
cepas de T. vaginalis en este andlisis. Parasitos en fase de crecimiento logaritmico fueron
observados mediante microscopia de fluorescencia y pudimos comprobar que las distintas
cepas de T. foetus presentaron una mayor heterogeneidad en el nUmero de nucleos por
célula, en comparacion con las cepas de T. vaginalis (Fig. 8B). En particular, la cepa K de T.
foetus presentaba la mayor variacidon en el nUmero de nucleos por parasito; con un 34% de
las células que contenian 2 nucleos y un 35% de los pardsitos que contenian mas de 2
nucleos. Ademas, en los aislamientos T. foetus 97H y 62H observamos un 36,6 y 29,4 % de
parasitos con 2 6 mas de 2 nucleos, respectivamente (Fig. 8B). Para evaluar si la cantidad
de nucleos que poseen las distintas cepas tenia un efecto en el crecimiento de T. foetus,
evaluamos las tasas de crecimiento de las distintas cepas estudiadas. Nuestros resultados
indican que las cepas Ky 97H presentaron un crecimiento significativamente menor cuando
se calcularon las tasas de crecimiento (Fig. 8C). Estos resultados podrian sugerir que el
numero de nucleos no estaria relacionado con una mayor eficiencia en la multiplicacién de
estos parasitos incubados en condiciones estandar de cultivo.

A continuacidn, quisimos evaluar si existia heterogeneidad en el tamafio de los nucleos
entre las distintas cepas. Pudimos observar que los nucleos presentaban tamafios variables
(Fig. 9A), siendo la cepa 97H la que presenta nicleos mas pequefios (promedio de 8,99 um?)
y la cepa V47 la que posee nucleos mas grandes (promedio 12,58 um?). En las cepas de T.
vaginalis, los tamafios de los ntcleos variaron entre 13,56 um? (cepa B7268) y 16,56 um?
(cepa RU384). Basandonos en las diferencias observadas en el tamafio de los nucleos,
posteriormente evaluamos si las distintas cepas de T. foetus y T. vaginalis presentaban
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variacion en el contenido de ADN. Para esto, los parasitos fueron fijados, marcamos el ADN
con yoduro de propidio (IP) y finalmente lo cuantificamos mediante citometria de flujo. Los
resultados obtenidos indican que el contenido de ADN en las distintas cepas de T. foetus
era heterogéneo. La cepa TfOLI mostrd un 90,19%, un 9,55% y un 0,25% de células con
contenido de ADN nuclear de 1C, 2C y >2C, respectivamente. En los pardsitos TfK,
observamos que el 63%, el 26,13% y el 10,95% de las células mostraron contenido de ADN
nuclear de 1C, 2Cy >2C, respectivamente. TfV47 presentd un 42% de células con contenido
de ADN 2C. Esta diferencia observada en el aislamiento Tf47 entre el nUmero de nucleos
por células y el contenido de ADN podria deberse a la presencia de parasitos con 1 6 2
nucleos con un contenido de ADN superior a 1C. Por otro lado, T. vaginalis mostrdé una
mayor homogeneidad en el contenido de ADN; en las cepas B7268 y G3, la mayoria de los
parasitos (90%) presentaron un contenido de ADN nuclear de 1C (Fig. 9B).

Teniendo en cuenta que la poliploidia se ha asociado con un mayor tamafo celular en
bacterias, plantas y en mamiferos ¢ 6! 2, evaluamos el tamafio celular de las cepas de T.
foetus y T. vaginalis mediante citometria de flujo. En la Figura 9C, mostramos que, a pesar
de la heterogeneidad del ADN observada en algunos casos, las diferentes cepas de T. foetus

y T. vaginalis no mostraron variacion en su tamafio celular.

>2N

(%) de parasitos

Figura 8: Heterogeneidad del niimero de nticleos de T. foetus y T. vaginalis en condiciones
estandar de cultivo. (A) Imagenes representativas de parasitos de T. foetus con 1, 2 6 mas de 2
nucleos por célula. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). CF, contraste de fase. Escala, 10 um. (B)
Cuantificacion del nimero de nucleos por pardsito. Se cuantificaron cien parasitos de cada
poblacién por triplicado en 3 experimentos independientes. Se muestran los porcentajes de
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parasitos con 1, 2 6 mas de 2 nlcleos. Se analizaron diferentes aislamientos de T. foetus (OLI, K, 97H,
VA7 y 62H) y cepas de T. vaginalis (B7268, G3, RU384 y CDC1132). Los resultados representan el
promedio de 3 experimentos independientes y el error estandar (SE). (C) Tasas de crecimiento de
aislamientos de T. foetus (OLI, K, 97H, 62H y V47) y cepas de T. vaginalis (B7268 y G3). Las barras
representan el promedio de 3 experimentos independientes, y las barras de error representan la
desviacidn estandar. Las diferencias entre las medias se establecieron utilizando la prueba de Tukey
con un a =0,05. Las tasas de crecimiento se calcularon a partir de la concentracion de pardsitos en
la fase estacionaria y el tiempo que tardan en alcanzar esa fase.

Investigaciones previas habian demostrado que los trofozoitos de T. foetus (células polares
y flageladas) eran capaces de adoptar una forma esférica con flagelos internalizados en
condiciones ambientales desfavorables; y a dichas formas se las denominé "pseudoquiste”,
por no presentar una pared quistica verdadera 3. Esta forma pseudoquistica presenta la
particularidad de llevar a cabo divisiones nucleares y formar células multinucleadas 3 1°,
Basandonos en estos antecedentes, evaluamos si la presencia de células multinucleadas
observadas en las distintas cepas de T. foetus en condiciones de cultivo estandar podrian
deberse a la presencia de pseudoquistes. Para esto, evaluamos la presencia de flagelos
externos ¢ internos en las células multinucleadas. Los resultados obtenidos indican que las
células multinucleadas de T. foetus encontradas en condiciones de cultivo estdndar,
presentaban mayoritariamente los flagelos externos (Fig. 9D), sugiriendo que dichas
estructuras no serian pseudoquistes. Para corroborar esto, parasitos T. foetus crecidos en
fase logaritmica de crecimiento fueron fijados y marcados con Calcofluor white (CFW); el
cual es un fluorocromo no especifico que se une a la superficie de los pseudoquistes/quistes
64 En concordancia con nuestros resultados anteriores, la ausencia de marca CFW positiva
estaria indicando que los parasitos multinucleados presentes en estas condiciones de
cultivo no eran pseudoquistes (Fig. 9E). En conclusion, nuestros resultados demuestran la
presencia de pardsitos multinucleados que no son pseudoquistes en condiciones de cultivo
estandar para T. foetus.
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Figura 9: T. foetus multinucleados estan presentes en condiciones estandar de cultivo. (A)
Estimacién del tamafio nuclear de T. foetus (cepa K y aislamientos OLI, 97H y V47) y T. vaginalis
(cepas B7268 y G3). Las imagenes de 50 nucleos tefiidos con DAPI fueron analizadas utilizando la
herramienta de umbral de Image J y la funcidén "Analizar particulas". Los experimentos se llevaron a
cabo en triplicado y tres veces independientes. Las diferencias medias se calcularon utilizando Ila
prueba de Kruskal-Wallis con un valor P de 0,05. (B) El contenido de ADN de T. foetus (OLI, K, 97H,
62H y V47) y de T. vaginalis (B7268 y G3) se determind mediante citometria de flujo. (C) Analisis
mediante citometria de flujo del tamanio celular de T. foetus K, T. foetus OLI, K, 97H, V47 y 62H, y T.
vaginalis B7268 y G3. (D) Imagen representativa de un parasito multinucleado de T. foetus K con
flagelos externos. CF, imagen de contraste de fase. DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol). Las flechas
blancas indican los flagelos externos. (E) T. foetus con mas de 2 nucleos negativo a la tincién con
Calcofluor white (azul). Los asteriscos blancos indican los nucleos tefiidos con yoduro de propidio
(rojo).

La deplecion de nutrientes induce la formacion de T. foetus
multinucleados
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Para comprender el rol de los parasitos multinucleados y/o pseudoquistes, evaluamos el
impacto de la restriccion de nutrientes en el medio de cultivo (induccion de estrés
nutricional) en la formacion de células multinucleadas. Para esto, seleccionamos dos cepas
gue habitualmente presentan cantidad de nucleos variables en condiciones de cultivo
estandar (K 'y 62H). Los parasitos se sincronizaron mediante una incubacién de 12 horas en
un medio de cultivo sin suero (Sincro); condicién en la que la mayoria de los protozoarios
presentan un nucleo Unico . Posteriormente, se le agregd suero al medio de cultivo y se
monitored el crecimiento a las 24 y 36 horas post agregado (sin realizar cambio de medio)
hasta su fase de muerte. Ademas, se tomaron muestras a los diferentes tiempos analizados,
se fijaron, se tifieron los nucleos con DAPI y se cuantificaron mediante microscopia de
fluorescencia. En la Figura 10A podemos observar la presencia de parasitos multinucleados
de T. foetus K a las 36 horas en las condiciones de incubacién planteadas previamente. En
el recuento de nucleos por células mostrado en la Figura 10B, en el cultivo de parasitos de
T. foetus K control, encontramos un 18,7% y un 6% de parasitos con 4 nucleos (4N) y con
mas de 4 nucleos (>4N), respectivamente. En los parasitos sincronizados, observamos un
5,7% con 4 nucleos y un 0,3% con mas de 4 nucleos; lo que sugiere que la falta de nutrientes
enriquecioé una poblacién de parasitos con 1 solo nucleo. A las 24 horas del agregado de
suero, el 18% de los parasitos de T. foetus K tenian 4N y el 2,4% tenia >4N. A las 36 horas,
los resultados fueron: 27,3% (4N) y 5,6% (>4N). La cepa 62H de T. foetus mostré a las 24
horas post agregado de suero un 58% y un 0,9% de parasitos con 4N y >4N,
respectivamente; mientras que se observé un 0,3% de parasitos con 4N a las 36 horas.
Basdndonos en estos resultados, concluimos que la deplecion de nutrientes induce la
formacidn de pardsitos multinucleados, principalmente en la cepa K de T. foetus.

Posteriormente, comparamos el contenido total de ADN por parasito en dos condiciones
diferentes de deplecién de nutrientes: pardsitos incubados en ausencia de suero durante
36 horas (condiciéon que denominamos “estrés moderado”) y parasitos incubados durante
36 horas sin cambiar el medio de cultivo (“estrés leve”). En T. foetus K observamos un
34,15% y un 50,2% de parasitos con mas del doble del contenido de ADN (>2C) en parasitos
cultivados en condiciones de estrés leve y moderado, respectivamente. Estos resultados
fueron consistentes con los resultados previos, en los cuales en condiciones desfavorables
en T. foetus K pudimos demostrar la presencia de células multinucleadas. Por otro lado, T.
foetus 62H presentd un 25,54% de células multinucleadas cuando se incubaron en
condiciones de estrés leve; y un 47,57% de parasitos con mas del doble del contenido de
ADN (>2C) cuando las condiciones de estrés fueron moderadas (Fig. 10C). En este analisis
concluimos que, si bien el nUmero de nucleos varia en condiciones de estrés nutricional, el
contenido de ADN de diferentes cepas de T. foetus no mostré diferencias significativas.

Finalmente, analizamos el tamafio de los nucleos de T. foetus Ky T. foetus 62H incubados
en condiciones de estrés leve y moderado. Los resultados obtenidos indican que el tamano
promedio de los nucleos fue de 50,54 um? y 34,35 um? para los parasitos T. foetus K
incubados bajo estrés leve y moderado, respectivamente. En T. foetus 62H, el tamafo
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promedio de los nucleos fue de 42,65 um? y 70,35 um? en pardsitos incubados en
condiciones de estrés leve y moderado, respectivamente. En este analisis concluimos que
la deplecién de nutrientes no indujo la formacion de parasitos multinucleados, sino que
provocd un aumento en el tamafio de los nucleos en T. foetus 62H (Fig. 10D).

Porcentaje de parasitos (%)
Porcentaje de parasitos (%)

Figura 10: La deplecidn de nutrientes induce la formacion de T. foetus multinucleados. (A) Imagen
representativa de pardsitos multinucleados presentes en condiciones estandar de cultivo. CF:
contraste de fase. Los nucleos se marcaron con DAPI. (B) Cuantificacién del nimero de nucleos por
parasito tefiidos con DAPI de las cepas Ky 62H de T. foetus. La cuantificacion se realizd luego de que
los parasitos se cultivaran en: medio de cultivo estandar por 24hs en presencia de suero (Control),
en medio de cultivo estandar sin suero por 12 hs (Sincro), parasitos sincronizados + 24hs en medio
de cultivo estandar con suero (Sincro + 24 hs) y parasitos sincronizados + 36hs en medio de cultivo
estandar con suero (Sincro +36hs). Se muestran los porcentajes de parasitos de diferentes cepas de
T. foetus con 1, 2, 4 6 mas de 4 nucleos. Se contaron cien parasitos de cada poblacidn por triplicado
en 3 experimentos independientes. Los resultados representan el promedio de 3 experimentos
independientes y el error estandar (SE). (C) Perfil del contenido de ADN de parasitos crecidos duran
te: 24hs en medio de cultivo estandar con suero (Control), 12 horas en medio de cultivo sin suero
(Sincro), cultivo de 36 hs en ausencia (Estrés moderado) é en presencia de suero de equino (Estrés
leve) determinado mediante citometria de flujo. (D) Estimacidn del tamafio nuclear de las cepas Ky
62H de T. foetus incubadas durante 36 hs en ausencia (Estrés moderado) 6 presencia de suero de
caballo (Estrés leve), determinado mediante microscopia de epifluorescencia. Se analizaron las
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imagenes de 50 nucleos teiidos con DAPI utilizando la herramienta el software Image J. Los
experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron tres veces. Las diferencias de medias se
calcularon utilizando la prueba de Kruskal-Wallis con un valor P de 0,05.

Considerando que observamos la presencia de células multinucleadas en los ensayos de
parasitos sometidos a condiciones de deplecion de nutrientes, a continuacion, evaluamos
si los parasitos cultivados durante 36 horas sin cambiar el medio de cultivo eran
pseudoquistes. Para esto, los parasitos fueron teilidos con CFW, incubados en condiciones
de deplecién de nutrientes y analizados mediante microscopia de fluorescencia. Los
resultados obtenidos indican que el 13,75% de los parasitos T. foetus de la cepa Kanalizados
eran positivos a la marcacion con CFW (Fig. 11Ay B).

Los trofozoitos y los pseudoquistes de T. foetus y T. vaginalis contienen un citoesqueleto
organizado en estructuras altamente diferenciadas; las cuales se denominan pelta-axostilo,
la costa y los flagelos. Estas estructuras se encuentran duplicadas antes del inicio de la
mitosis (fase S/G2) ° 7. En este contexto, analizamos la distribucién del citoesqueleto en
parasitos multinucleados obtenidos bajo un ensayo de estrés leve. Para esto, realizamos un
ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFA) utilizando un anticuerpo anti-a tubulina y
DAPI para la tincién de los nucleos. De acuerdo con reportes previos, detectamos un
citoesqueleto (axostilo y flagelos) por cada nucleo de estos pardsitos multinucleados (Fig.
11C). Lo cual resulta relevante si tenemos en cuenta que el citoesqueleto posee un rol activo
durante la citocinesis final de la mitosis y la separaciéon de las células hijas.

— 100 CEW+

mm CFW-

Porcentaje de células (%

36h
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Figura 11: Evaluacion de la presencia de pseudoquistes y de la distribucidn de las estructuras
citoesqueléticas en pardsitos multinucleados durante el agotamiento de nutrientes. (A) Imagen
representativa de un pardsito T. foetus K incubado durante 36 horas sin cambiar el medio de cultivo
y marcado con Calcofluor white (CFW). Las muestras se analizaron mediante microscopia de
epifluorescencia. Escala, 10 um. (B) Gréfico que representa el porcentaje de parasitos CFW+y CFW-
en muestras de T. foetus K mantenidos durante 36 horas sin cambiar el medio de cultivo. Se
contaron cien parasitos por triplicado en 3 experimentos independientes. (C) Imagen representativa
de inmunofluorescencias indirectas realizadas en T. foetus K incubados sin cambio de medio durante
36 hs; en las cuales utilizamos un anticuerpo anti- a tubulina (rojo) para visualizar el citoesqueleto
(axostilos y flagelos) y DAPI (azul) para marcar los nucleos. CF, imagen de contraste de fase. Las
flechas blancas indican una estructura citoesquelética (axostilo y flagelos) en estrecho contacto con
cada nucleo. Escala, 10 um.

La fision multiple ocurre durante la division celular de T. foetus

Algunos organismos (por ejemplo, algas y algunos protozoos) se dividen regularmente
mediante un mecanismo denominado fision mdltiple % ©’. En estos casos, el nucleo
experimenta varias divisiones mitdticas generando un mayor nimero de nucleos por célula,
luego el citoplasma se separa y una sola célula es capaz de generar numerosas células hijas
mononucleadas. Curiosamente, este tipo de fision celular parental ha sido descrito en
algunos organismos cuando se encuentran en condiciones ambientales desfavorables ©2,
Ademas, este proceso ha sido descripto como parte del ciclo de vida de otros flagelados
tricomonadidos; y resulta en la formacién de pardsitos multinucleados donde cada nucleo
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da lugar a la formacion de una célula hija ®’. En este contexto, decidimos evaluar si los
parasitos multinucleados que se estan formando en condiciones desfavorables de cultivo
podrian llevar adelante el proceso de fision multiple. Nosotros hipotetizamos que, en el
caso de existir fisién multiple, la cantidad de parasitos que se deberian generar deberia ser
mayor que si la division se diese por division mediante fision binaria longitudinal. Teniendo
en cuenta esto, evaluamos si los parasitos sometidos a condiciones nutricionales de estrés
leve eran capaces de dar lugar a numerosos parasitos individuales al restablecerles el medio
de cultivo estandar. Para tal fin, los parasitos T. foetus de la cepa K sometidos a una carencia
de nutrientes leve, asi como también pardsitos control (no sometidos a estrés) fueron
transferidos a medios de cultivo frescos ricos en nutrientes para luego evaluar su tasa de
crecimiento. Los parasitos fueron contados al cumplirse las 36 horas de cultivo en el mismo
medio de cultivo y 4 horas después de haberles realizado el cambio de medio. Nuestros
resultados demostraron que la tasa de crecimiento de los parasitos sometidos a un estrés
nutricional fue mayor que los parasitos control, incubados en medio de cultivo completo
durante 36 horas. Por otra parte, aquellos parasitos sometidos a un estrés nutricional
moderado (medio sin suero durante 36 horas) no fueron capaces de completar la divisidn
celular con la misma eficiencia (Fig. 12A).
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Figura 12: Analisis del egreso de T. foetus a partir de parasitos multinucleados. (A) Analisis
comparativo de las tasas de crecimiento de parasitos cultivados en condiciones estandar (Control),
de parasitos mantenidos en el mismo medio de cultivo completo durante 36 horas (Estrés leve), y
parasitos incubados en un medio sin suero durante 36 horas (Estrés moderado). Se contaron los
pardsitos transferidos al medio de cultivo completo a la 0 horay a las 4 horas posteriores. Las barras
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de error representan el error estdndar, y los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas determinadas por la prueba de Welch. (B) Imagen representativa del egreso de
parasitos individuales a partir de una célula multinucleada, donde pueden observarse las estructuras
del citoesqueleto asociadas a cada nucleo; las cuales fueron marcadas con un anticuerpo anti- a
tubulina (rojo) y DAPI (azul) para visualizar los nucleos. CF: contraste de fase. Las flechas blancas
indican la estructura citoesquelética relacionada a cada nucleo. El asterisco negro indica la presencia
de un "zoide". Escala, 10 um. (C) Inmunofluorescencia indirecta de parasitos T. vaginalis que
sobreexpresan la proteina de flagelo TvTSP6-HA en condiciones estandar de crecimiento, y que
fueron marcados con un anticuerpo anti-HA (verde). El axostilo y los flagelos se marcaron con un
anticuerpo anti-a tubulina (rojo), los nicleos se marcaron con DAPI (azul) y se analizaron mediante
microscopia de epifluorescencia. Las flechas blancas indican los flagelos, y las flechas azules indican
el axostilo (estructura citoesquelética relacionada con el nucleo). Escala, 10 um. (D) Las imagenes
muestran parasitos multinucleados de T. vaginalis que sobreexpresan la proteina de flagelo TvTSP6-
HA incubados sin cambio de medio durante 36 horas. Se realizé una inmunofluorescencia indirecta
utilizando un anticuerpo anti-HA (verde). El citoesqueleto se marcd con un anticuerpo anti-a
tubulina (rojo), y los nucleos se marcaron con DAPI (azul). Las flechas blancas indican la estructura
citoesquelética (axostilo y flagelos) relacionada con cada nucleo. Escala, 10 um.

Para examinar detalladamente el proceso de egreso en los parasitos multinucleados y poder
diferenciar axostilos y flagelos de manera inequivoca, decidimos incluir en nuestros analisis
parasitos T. vaginalis sobreexpresando una proteina de flagelo (TvTSP6-HA) °°. Parasitos T.
foetus Ky TVTSP6-HA fueron incubados en los mismos medios de cultivo durante 36 horas
para inducir un estado de estrés nutricional leve y luego colocados en medios de cultivo
frescos durante 2 horas adicionales. Luego, los parasitos fueron fijados y realizamos una
inmunofluorescencia indirecta (IFA) utilizando un anticuerpo anti- a tubulina, DAPI para la
tincidon nuclear de T. foetus; asi como también un anticuerpo anti-HA en el caso de los
pardsitos TVTSP6-HA (T. vaginalis).

En T. foetus (Fig. 12B) y T. vaginalis (Fig. 12C) pudimos determinar que, al restablecerles el
medio de cultivo estdndar, cada nucleo de los pardsitos multinucleados se encontraba
asociado a un axostilo y en el caso de los pardsitos TvISP6-HA podemos visualizar
claramente los flagelos en cercania de los nucleos y de los axostilos. Teniendo en cuenta el
rol que poseen ambas estructuras en la citocinesis final de la mitosis, el posicionamiento de
estas estructuras sugiere que cada nucleo estd preparado para el egreso.

Por otro lado, nuestros resultados estarian indicando que la divisién celular en estos
organismos puede ocurrir en cualquiera de los tres planos: longitudinal, oblicuo y
transversal (Fig. 12B y C, y Fig. 13A). Curiosamente, en estos ensayos observamos la
presencia de parasitos T. foetus y T. vaginalis sin nucleos (Fig. 13B y C). Este tipo de
estructuras, denominadas “zoides”, se ha observado previamente en otros organismos y se
demostré que se forman cuando la segregacidon de nucleos y/o su coordinacion con la
citocinesis durante la formacidn de las células hijas parecen estar comprometidas *° . La
presencia de zoides en nuestros ensayos podrian estar sugiriendo la existencia de una
divisién desigual de las células multinucleadas. En este sentido, mediante una marcacién
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con anti- a tubulina, pudimos observar que las estructuras de tipo zoides no contenian
estructuras del citoesqueleto clasicas (Fig. 12B y Fig. 13C).

En resumen, T. foetus Ky la cepa CDC1132 de T. vaginalis forman células multinucleadas en
condiciones de agotamiento de nutrientes; siendo éste un proceso reversible al
restablecerles las condiciones estandar de cultivo. Por lo tanto, estas formas multinucleadas
en estado latente podrian ser utilizadas por estos pardsitos como estrategia de
supervivencia y division en condiciones de estrés.

Figura 13: Evaluacion de la citocinesis de T. foetus
durante el agotamiento de nutrientes. (A) Imagen de
inmunofluorescencia indirecta donde se observa que
ocurre la division asincrdnica nuclear en estos parasitos.
El citoesqueleto se marcé con un anticuerpo anti- a
tubulina (rojo), y los ntcleos se marcaron con DAPI (azul).
Escala, 10 (B) Imagen de inmunofluorescencia donde se observa la formacion de una célula hija sin
nucleo (zoide). El citoesqueleto se marcd con un anticuerpo anti- a tubulina. CF, contraste de fase y
DAPI (azul). Escala 10um. (C) Imagen representativa de las células hijas enucleadas (zoides) de T.
foetus 62H. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala, 10 um. (C) Imagen de
inmunofluorescencia indirecta donde pueden observarse células hijas enucleadas (zoides) en
parasitos TVTSP6 durante la citocinesis. El citoesqueleto se marcd con un anticuerpo anti- a tubulina
(rojo), TVTSP6 se marcd con un anticuerpo anti-HA (verde), y los nucleos se marcaron con DAPI
(azul). Escala, 10 pm.

La privacion de nutrientes induce la formacion de parasitos
esféricos con un solo nucleo de mayor tamaiio
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A continuacién, evaluamos lo que sucedia con los nucleos al incubar T. foetus en ausencia
total de nutrientes (condicion que denominamos “estrés severo”). Inicialmente, T. foetus K
fueron incubados en agua durante 24 y 48 horas (estrés severo) y luego se cuantificaron los
nucleos por célula, utilizando la tincién con DAPI. La incubacidn bajo condiciones de estrés
nutricional severo indujo la transformacién de trofozoitos piriformes en formas esféricas
(Fig. 14A). Teniendo en cuenta esta observacidn, evaluamos si dichas estructuras eran
pseudoquistes mediante la determinacién de la localizacién de los flagelos, utilizando el
anticuerpo anti- a tubulina. Los resultados obtenidos demuestran que en estos pardsitos
los flagelos se encontraban internalizados (Fig. 14B). Para determinar si las estructuras
esféricas observadas bajo condiciones de estrés nutricional severo podrian ser células
multinucleadas, determinamos el nimero de nucleos por parasito a las 24 y 48 horas de
incubacién en agua. A las 24 horas, el 54,6%, el 38,3% y el 6,3% de los parasitos contenian
1, 2 y mas de 2 nucleos por pardsito, respectivamente. A las 48 horas, los porcentajes de
parasitos con 1, 2 y mas de 2 nucleos fueron del 76,6%, 21,3% vy 3,6%, respectivamente (Fig.
14C). Cuando los parasitos tenian 1 Unico nucleo, éste era de un tamafo mayor al
compararlo con los nucleos de los parasitos utilizados como control (Fig. 14D y E).

Para evaluar si estas células redondeadas con flagelos internalizados podian ser
pseudoquistes, los pardsitos se tifieron con CFW. El 8,6% y el 12,6% de los parasitos
mantenidos durante 24 y 48 horas en agua resultaron positivos al CFW, respectivamente
(Fig. 14F). Por ultimo, evaluamos el contenido de ADN de los pardsitos incubados en agua
mediante citometria de flujo. Como control, analizamos el contenido de ADN de los
pardsitos T. foetus K incubados durante 24 horas en medios de cultivo estandar. Como se
puede ver en la Figura 14G, el 76% de los parasitos incubados en condiciones de estrés
nutricional severo mostraron mas del doble de contenido de ADN. A continuacién, para
evaluar si existe la capacidad de revertir el fenotipo, los pardsitos mantenidos en el agua
durante 24 horas se transfirieron al medio TYM y se incubaron durante 24, 48 y 72 horas
para ver si las estructuras esféricas obtenidas en condiciones de estrés nutricional severo
eran capaces de transformarse en trofozoitos y potencialmente multiplicarse (Fig. 14H).
Luego de 24 horas de incubacion en el medio de cultivo rico en nutrientes, 71% de los
parasitos eran trofozoitos piriformes maéviles y un 29% de parasitos con forma esférica. A
las 48 horas, los porcentajes de trofozoitos piriformes y aquellos con forma esférica
observados en el cultivo, fueron del 93% y del 7%, respectivamente. Finalmente,
observamos la presencia de un 100% de trofozoitos piriformes luego de que las células
permanecieran 72 horas en medio de cultivo estandar (Fig. 14H).
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Figura 14: Andlisis de los nucleos de T. foetus durante la privacion de nutrientes. (A) Imagen
representativa de contraste de fase de T. foetus después de 24 horas de incubacidn en agua. Las
flechas blancas indican los trofozoitos esféricos. (B) Inmunofluorescencia indirecta utilizando un
anticuerpo anti- a tubulina donde se observan parasitos esféricos con flagelos internalizados (flecha
blanca). DAPI (azul). CF, imagen de contraste de fase. Escala, 10 um. (C) Grafico que muestra el
numero de nucleos de pardsitos incubados en agua durante 24 y 48 horas. 1N, un nucleo; 2N, dos
nucleos; >2N, tres 0 mas nucleos. (D-E) Imagenes representativas del tamarfio de los nucleos de T.
foetus incubados en medio de cultivo (Control) (D) y T. foetus incubados en agua durante 48 horas
(E). Escala, 10 um. (F) Grafico que muestra el porcentaje de parasitos CFW+y CFW- en muestras de
T. foetus K incubados en agua durante 24 y 48 horas. Se contaron cien parasitos por triplicado en 3
experimentos independientes. (G) Grafico que representa el contenido de ADN de T. foetus K
incubados en medio de cultivo TYM (TYM) durante 24 horas y en agua durante 24 horas. El
contenido de ADN se determiné mediante citometria de flujo. (H) Grafico del porcentaje de
trofozoitos piriformes y esféricos presentes en T. foetus K mantenidos en agua durante 24 horas y
recuperados en medio TYM durante 24 horas, 48 horas y 72 horas. (C, F, G y H). Las barras
representan los promedios de cada ensayo y sus errores estandar.

Un andlisis mas detallado nos permitié determinar que un Unico nucleo presente en los
pardsitos tratados fue capaz de “fragmentarse” en varios nucleos mas pequefios, 4 horas
después del suministro de nutrientes (Fig. 15A-B). Estos resultados indican que los parasitos
esféricos que se forman en condiciones de privacion de nutrientes, con un solo nucleo y un
contenido de ADN de mads de 1C; pueden revertir a trofozoitos métiles cuando se restablece
el suministro de nutrientes, sugiriendo que estas estructuras podrian considerarse formas
“dormidas” de estos parasitos.

Figura 15: Comparacidn de los ntcleos de T.
foetus durante la privacion de nutrientes y
la posterior restitucion de nutrientes. (A)
Imagen representativa de T. foetus
incubados en agua durante 24 horas
(trofozoitos esféricos). Escala, 10 um. (B)
Imagen representativa de T. foetus
incubados en agua durante 24 horas y
recuperados en medio TYM durante 4 horas
(trofozoitos piriformes). Los nucleos se
marcaron con DAPI (azul). CF, contraste de
fase. Las flechas blancas indican la presencia
de numerosos nucleos mas pequeiios. Escala,
10 pm.
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La endoreplicacion del genoma puede ocurrir durante el ciclo
celular de T. foetus

El ciclo de endoreplicacién es una variante del ciclo celular en el cual las células aumentan
el contenido de su ADN gendmico sin dividirse. Como antecedente, se sabe que la
endoreplicacién es una caracteristica intrinseca del protozoario Entamoeba histolytica, y
gue la formacion de células multinucleadas en este organismo es favorecida por la ausencia
de nutrientes 7% 1. Teniendo en cuenta lo antes expuesto, evaluamos si las células con mas
de 1 nucleo o con nucleos mas grandes observadas en T. foetus en condiciones de estrés,
estaban replicando activamente el ADN. Realizamos una inmunofluorescencia indirecta
utilizando un anticuerpo que reconoce especificamente el "antigeno nuclear de células en
proliferacién" (anti-PCNA) para determinar la replicacion activa del ADN en pardsitos bajo
condiciones de estrés 7273, Detectamos células de T. foetus positivas para PCNA cuando los
pardsitos se cultivaron durante 36 horas en condiciones de estrés leves (Fig. 16A); lo que
indica que, cuando la disponibilidad de nutrientes es baja, la maquinaria de replicacién se
encuentra activa en estos parasitos.

Para validar estos resultados, realizamos un ensayo utilizando bromodesoxiuridina (BrdU),
un analogo de timidina que se administra exégenamente y se incorpora en las células en
replicacion. T. foetus sometidos a condiciones de deprivacion de nutrientes se incubaron
con BrdU durante 2 horas; y luego realizamos una inmunofluorescencia indirecta utilizando
un anticuerpo anti-BrdU. En concordancia con nuestros resultados anteriores, detectamos
nucleos positivos para BrdU (Fig. 16B); lo que también nos estaria indicando que el ADN se
esta sintetizando activamente sin que las células se dividan. Estos resultados nos sugieren
que T. foetus posee la capacidad de utilizar un ciclo celular alternativo (endoreplicacién),
cuando esta expuesto a un estrés de tipo nutricional.

Finalmente, para confirmar que en estos parasitos ocurria la endoreplicaciéon del ADN,
utilizamos colchicina, que es una droga que bloquea el ciclo celular en G2-M e induce la
ocurrencia de este proceso alternativo en aquellas células que cuentan con la maquinariay
la regulacion para llevarlo adelante 74, Tratamos los parésitos con 1.5 mM de colchicina
durante 18 horas y cuantificamos el contenido de ADN mediante citometria de flujo. Como
se observa en la Figura 16D, los parasitos tratados con esta droga mostraron un 16,5%,
44,5% y 38,5% de células con contenidos de ADN de 1C, 2C y mas de 2C, respectivamente.
Mientras que, en los parasitos no tratados, los porcentajes fueron del 83%, 10% y 7% para
contenidos de ADN de 1C, 2C y mas de 2C, respectivamente. Ademas, corroboramos
mediante tincidén de los nucleos con DAPI, la presencia de nucleos de mayor tamafio (Fig.
16E y F). Concluimos entonces que T. foetus es capaz replicar activamente y aumentar su
contenido de ADN cuando se encuentra en condiciones de estrés, mediante un proceso
conocido como endoreplicacién del ADN.
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Figura 16: Proceso de reduplicacidon del genoma en T. foetus. (A) Western blot confrontando el
extracto proteico total de T. foetus y T. vaginalis con el anticuerpo anti-PCNA, donde puede
observarse la marca acorde al peso molecular esperado (36kDa). (B) Inmunofluorescencia indirecta
gue muestra los nucleos positivos para PCNA (verde) de parasitos T. foetus que se incubaron en el
mismo medio durante 36 horas. DAPI (azul). CF, imagen de contraste de fase. Barra de escala, 10
um. (C) Inmunofluorescencia indirecta de nucleos positivos para BrdU (verde) de parasitos T. foetus
K que fueron privados de suero durante 12 horas, antes de ser incubados con BrdU durante 2 horas.
DAPI (azul). CF, imagen de contraste de fase. Barra de escala, 10 um. (D) Representacién del perfil
de contenido de ADN de T. foetus K tratados con colchicina (y los pardsitos no tratados como
control). 1C, 2C o0 >2C, contenido de ADN. (E a F) Imagen representativa de trofozoitos de T. foetus
incubados en medio de cultivo con 1% de DMSO (control) y T. foetus incubados en medio de cultivo
con colchicina durante 18 horas. Barra de escala, 10 um.

Identificacion de posibles genes involucrados en el proceso de
endoreplicacion del ADN en T. foetus

Finalmente, con el propdsito de identificar los genes que podrian estar involucrados en el
proceso de endoreplicacion del ADN en T. foetus; realizamos un analisis transcriptomico de
pardsitos incubados en condiciones estandar de cultivo (control) y de parasitos incubados
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en condiciones de estrés nutricional (endoreplicando su ADN). Luego, identificamos los
transcriptos regulados diferencialmente; y analizamos en detalle aquellos genes que en
otros tipos celulares han sido relacionados con el ciclo celular (Fig. 17). Entre los genes que
mostraron una expresion baja con respecto al control (parasitos no tratados), pudimos
detectar a las ciclinas A, B, Cy D; Aurora kinasa A, SMCa y SMCb, MCM2, MCM6B, MCM2-
3-5, CKS2, CDC2, CEP44 y zf-DNA_pol.

En cuanto a lo que se ha descripto en otras células para estos genes; en mamiferos por
ejemplo la progresién adecuada del ciclo celular depende del nivel de expresion de las
ciclinas y de la posterior activacion de las quinasas dependientes de ciclinas (Cdks). Entre
las ciclinas conocidas se destacan las A, B, C, D y E. El ciclo de divisidn celular de mamiferos
muestra una distribucion diferente de actividades de las ciclinas de tipo C y D, las cuales
controlan la entrada al ciclo celular y la progresion de la fase G1, las ciclinas de tipo E que
controlan la entrada en S (sintesis de ADN). ); las ciclinas de tipo A controlan diferentes
aspectos de la replicacidon y progresion del ADN a través de la fase G2, y las ciclinas de tipo
B son los principales reguladores de la entrada en la mitosis (M) y la segregacion
cromosomica ’°.En este contexto, existen trabajos que demuestran que durante la
endoreplicacidn cesa la expresion de ciclina B 6 de la ciclina A en mamiferos 7. Y se ha
definido la existencia de una red mitética regulada por ciclina A en Drosophila, cuya
regulacion negativa promueve el cambio de ciclos mitdticos a ciclos de endoreplicaciéon 77.

En cuanto a las auroras quinasas; la mayoria de las células animales contienen dos quinasas
relacionadas, Aurora A y B; las cuales tienen localizaciones distintas y funciones
especializadas durante la mitosis y la proliferacién celular. Aurora A se localiza en los
centrosomas y los microtubulos del huso, y participa en la maduracion del centrosoma, la
entrada mitética y el ensamblaje del huso. Aurora B se localiza en el centrdmero internoy
la zona media del huso, y participa principalmente en el punto de control (checkpoint) del
ensamblaje del huso, la union del cinetocoro y la citocinesis. Se ha reportado que ambas
regulan casi todas las etapas cruciales de la fase M, desde la condensacion y separacién de
los cromosomas hasta el final de la citocinesis 78 7°. Se ha reportado que en Drosophila la
aurora B participa en la red de seiales que determina si la célula prosigue la mitosis clasica
o cambia a la endoreplicacion del ADN ”7. Ensayos de sobreexpresion de la aurora A en
células de mamifero demostraron que no desregula la duplicacién del centrosoma, sino que
da lugar a centrosomas adicionales a través de defectos en la divisidn celular y la
consiguiente tetraploidizacion 0.

La condensina es un complejo proteico (SMC) multi-subunitario que regula la condensacién
y segregacion cromosémica durante la division celular. Los complejos de proteinas SMC
proporcionan estructura a los cromosomas, por ende, dichas proteinas se encuentran
relacionadas con la segregacién cromosémica durante la mitosis, el control de Ia
transcripcion, de la replicacién, y de la reparacion y recombinacion del ADN 3! 8, |3
investigacion focalizada en la pérdida de funcién de proteinas SMC en Plasmodium spp., un
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pardsito que experimenta mitosis cerrada y endoreplicacidon durante su ciclo de vida indican
gue estas proteinas son requeridas para la proliferacién y transmisién de dicho parasito.

La ADN polimerasa alfa (poll) es un componente del complejo de iniciacion y es esencial
para el control del punto de control de la fase S. Se ha descripto que la eliminacién de poll
conduce a una mitosis aberrante y sugieren que la ADN polimerasa alfa es necesaria para la
sefial del punto de control que previene la mitosis si la sintesis de ADN es incompleta o
defectuosa .

La familia de proteinas MCMs (2-7) (Mini Chromosome Maintenance) son factores
esenciales para la replicacion del ADN que se conservan desde las arqueobacterias hasta las
levaduras y los humanos. En los ciclos mitéticos, los MCMs se asocian con la cromatina antes
de la replicacion del ADN, se disocian de la cromatina a medida que avanza la fase Sy estan
ausentes en la cromatina post-replicacion 8* 8. Los estudios realizados en Drosophila,
organismos que experimentan tanto ciclos mitdticos como endociclos, han revelado que el
gen dpa, homdlogo al gen MCM, desempefia un papel esencial en la replicacién del ADN en
células que estdn experimentando proliferacién mitética, pero no en células sometidas a
endoreplicacidn 86,

Las kinasas dependientes de ciclinas (CDKs) son la maquinaria central que regula la
progresidn a través del ciclo celular. Estas son quinasas de proteinas serina/treonina que
fosforilan sustratos clave para promover la sintesis de ADN y la progresién mitdtica. Las
subunidades cataliticas carecen de actividad hasta que se unen a sus subunidades de ciclina
correspondientes, las cuales estan reguladas de manera estricta tanto a nivel de sintesis
como de protedlisis dependiente de la ubiquitina. La unién de la ciclina permite que las CDK
inactivas adopten una configuracion activa similar a las quinasas monoméricas y activas &’.
En Drosophila oscilaciones de la Ciclina E/Cdk2 impulsan los endociclos. Especificamente, se
requiere un periodo de baja actividad de la Ciclina E/Cdk2 para permitir endociclos
sucesivos 3° 88,

El centrosoma lleva a cabo diversas funciones, incluida la nucleaciéon y organizacién de
microtubulos. Se ha encontrado que proteinas centrosomales (CEPs) estan involucradas en
regular la nucleacidn, estabilidad y dindmica de los microtibulos . El ciclo del centrosoma
se coordina con mayor frecuencia con la division celular mitdtica a través de la actividad de
diversos reguladores esenciales del ciclo celular, asegurando consecuentemente que el
centriolo se duplique una sola vez por ciclo celular. Las células gigantes del trofoblasto
(TGCs) en la placenta experimentan endociclos, lo que conduce a la poliploidia, un aumento
en la cantidad de ADN en estas células. Sin embargo, es notable que, a pesar de este
incremento en el contenido de ADN, no se observa un aumento correspondiente en el
nimero de centrosomas en estas células °. En estas células estos centriolos se desvinculan
de la replicacién del ADN, adquieren proteinas del centrosoma y pueden nuclear
microtubulos. En las TGCs el bloqueo de la formacién de los centrosomas no afecta la
progresion de los endociclos .
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Entre los genes que mostraron expresion alta con respecto al control (parasitos no tratados)
pudimos detectar a, Aurora B, RAD51A y DEAD/DEAH.

Como mencionamos anteriormente la Aurora B participa principalmente en el punto de
control (checkpoint) del ensamblaje del huso, la unién del cinetocoro y la citocinesis. La
alteracion de cada uno de estos pasos podria inducir aneuploidia, una de las principales
caracteristicas y fuerzas impulsoras de las células cancerosas. La deficiencia de Aurora B
interfiere con el ciclo celular. Las células deficientes en esta proteina no pueden dividirse
después de la mitosis y se vuelven tetraploides, con dos copias de centrosomas 2.

Finalmente, RAD51 es una de las proteinas involucradas en la replicacién fiel del ADN, asi
como también en la reparacion y la recombinacidn del mismo °2. Por otro lado, las helicasas
de ARN de la familia DEAD/DEAH-box son proteinas altamente conservadas que se unen al
ARN y poseen actividad ATPasa. Son cruciales para el metabolismo del ARN, desempefiando
roles importantes en procesos tales como la sintesis, procesamiento y transporte del ARN;
siendo por ende esenciales para la regulacion de la expresidon 2. Estudios recientes
demostraron que las ARN helicasas participan en la regulacidon de cada una de las fases
durante la progresion del ciclo celular: la transicién G1-S, la fase S, la transicién G2-M, la
mitosis y la citocinesis®* .En G. lamblia demostraron que 20 proteinas DEAD/DExH-box
estaban reguladas positivamente en condiciones de estrés; y que la expresion de 16 ARN
helicasas eran moduladas durante el proceso de variacidon antigénica. En base a estas
observaciones, han sugerido que las ARN helicasas DEAD/DExH-box podrian regular la
expresion génica durante los procesos adaptativos, en este parasito °°.

En conclusién, en este andlisis hemos podido identificar diferentes genes candidatos para
futuros estudios enfocados en el proceso de endoreplicacién del ADN en T. foetus.
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Figura 17: Grafico de Volcano plot que muestra los genes expresados diferencialmente al
comparar parasitos incubados en condiciones de estrés moderado y parasitos control. El grafico
muestra la magnitud del cambio (fold change) y la significacion estadistica (valor P ajustado). Los
genes diferencialmente expresados se graficaron como puntos de color violeta. A la derecha se
encuentran los regulados positivamente y a la izquierda aquellos regulados negativamente, en
relacién al control (sin estresar). El grafico fue realizado con el paquete EnhancedVolcano .
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DISCUSION DEL CAPITULO 1

Al igual que en la mayoria de los organismos vivos, en Tritrichomonas foetus, la divisidon
celular se consideraba un proceso mediante el cual se generaban dos células hijas
mononucleadas e idénticas, a partir de una Unica célula madre. Sin embargo, en el presente
trabajo demostramos que diferentes aislamientos y/o cepas de T. foetus y T. vaginalis
contenian 1, 2 6 mas de 2 nucleos por parasito en condiciones estandar de crecimiento; lo
cual evidenciaba la existencia de una forma alternativa de divisién celular en estos
parasitos. En este contexto, si bien algunos estudios previos habian documentado la
existencia de formas multinucleadas en algunos trichomonadidos, la relevancia de este
fendmeno no habia sido analizada en detalle. Existian informes que mencionaban la
presencia de células de mayor tamafio con mas de 2 nucleos en T. foetus °” °8 , T. vaginalis
% 100 Trichomonas lacerate ®’, Gigantomonas herculean °%; asi como la existencia de
formas gigantes de Trichomastix serpentis que podian originar 3 6 4 células hijas 7. Ademas,
se habia documentado la ocurrencia de mitosis multiples en material fresco aislado de
hospedadores naturales para Trichomonas muris, Trichomonas augusta, Tetratrichomonas
prowazeki y Eutrichomonas serpentis ®. Relacionado a esto, se habia propuesto
previamente la existencia de formas multinucleadas llamadas "pseudoquistes" en
Trichomonas vaginalis % 2, Tritrichomonas muris vy Trichomonas tenax %3, Como asi
también se habia detallado que la formacion de dichos pseudoquistes era inducida por
diferentes tipos de estrés tales como variaciones de la temperatura, tratamientos con
ciertas drogas y deplecién de hierro en el medio de T. vaginalis *°* 1%; o por variacion de
temperatura, deplecion de hierro y productos quimicos en T. foetus 106197,

La multinuclearidad se ha definido como un proceso relevante en diferentes organismos. La
aparicion de células multinucleadas en plantas se ha vinculado con un aumento en el
tamafio celulary, como resultado, con el crecimiento general del organismo 1%, En algunas
especies de amebas, las células multinucleadas parecen ser beneficiosas para el crecimiento
poblacional 1%. En condiciones de crecimiento axénico, los trofozoitos de E. histolytica
contienen cantidades heterogéneas de ADN debido a la presencia de multiples nucleos y
diferentes cantidades de ADN en cada nucleo; y la formacién de células multinucleadas en
este organismo se vié que es potenciada por la ausencia de nutrientes. En Acanthamoeba
castellanii, la multinuclearidad representa una adaptacidn fisioldgica de protozoarios no
adherentes que proporciona una ventaja para la proliferacién posterior 1%, Los parasitos
del género Plasmodium utilizan la multinucleacién en contextos adaptativos muy
diferentes. A lo largo de su ciclo de vida, estos pardsitos atraviesan regularmente fases
poliploides y multinucleadas °. Ademads, la regulacién del nimero de descendientes
también podria estar influenciada por factores extrinsecos del hospedador, y el parasito
adapta su capacidad de multiplicacidn segln la presencia de ciertos nutrientes o factores
de estrés 111 112 113 En este trabajo, demostramos que los pardsitos multinucleados estan
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presentes en condiciones estandar de crecimiento, asi como también en condiciones de
privacion de nutrientes, tanto en T. foetus como en T. vaginalis. Curiosamente, un bajo
porcentaje de estos parasitos multinucleados parecerian ser pseudoquistes (CFW+).
Ademas, observamos que los nucleos de estas células multinucleadas pueden no
permanecer sincrénicos durante el proceso de cariocinesis; ya que observamos parasitos
con cantidades impares de nucleos (3, 5 y 7 nucleos). Finalmente, revelamos que la
deplecion de nutrientes genera parasitos Unicos poliploides, de los cuales solo un pequefio
porcentaje es positivo a la tincion con CFW. En resumen, estos resultados proponen la
existencia de nuevas formas de resistencia en estado latente (pardsitos poliploides
multinucleados o mononucleados), diferentes de los pseudoquistes previamente
descriptos; cuya formacidon también se asocia a diferentes condiciones de estrés.

La fisién multiple se define como un modo de divisién celular que produce mas de 2 células
hijas por cada divisidn a través de la “brotacion” de la membrana plasmatica de una célula
madre poliploide o multinucleada ®’. Algunas algas y protozoos se dividen regularmente
mediante el proceso de fision mdaltiple % en los cuales el nicleo experimenta varias
divisiones previas. Después de que las divisiones nucleares se completan, el citoplasma se
separa para formar células individuales. En este contexto, algunos autores han descrito a la
fision multiple como una fase normal de amplia ocurrencia en el ciclo de vida de
Trichomonas augusta y otros tricomonadidos . Se sabe que los planos de division celular
estan dictados por multiples mecanismos para garantizar una citocinesis exitosa, por lo
tanto, el analisis e interpretacion del plano de divisién en todos los organismos es altamente
significativo 11> 116, En este contexto, hasta este trabajo era ampliamente aceptado que T.
vaginalis y T. foetus se dividian por fisidon binaria longitudinal. Sin embargo, |la observacion
frecuente de células multinucleadas con heterogeneidad en los sitios de citocinesis; nos
permitid demostrar la existencia de la fisidn multiple como otro posible mecanismo de
divisién celular en estos parasitos. Nuestros resultados también sugieren que dicha fisidon
multiple ocurre en diferentes planos: longitudinal, oblicuo y transversal en estos parasitos.
Previamente, se habia informado que la direccién del plano de divisidon en la fision binaria
en Tetratrichomonas gallinarum podia ocurrir en cualquiera de los 3 planos: longitudinal,
oblicuo 6 transversal ©’.

Un mecanismo que podria explicar la formacion de las células multinucleadas es la
endoreplicacién del ADN. Durante la endoreplicacion, las células llevan a cabo la replicacién
del ADN en ausencia de una posterior division celular 7. Este proceso puede adoptar
diferentes alternativas, tales como endociclos y endomitosis. Sin divisién celular 6 nuclear,
el endociclo consiste en fases S-G repetidas de todo el material genético sin que la célula
entre en la mitosis 118 33 | Esto resulta en un solo ndcleo con una ploidia aumentada. En la
endomitosis, las células condensan los cromosomas, pero no los segregan en las células
hijas. En cambio, vuelven aingresar a una fase similar ala G1, y la fase S comienza de nuevo:
ocurriendo durante la anafase dd como resultado un solo nucleo, y si ocurre durante la
telofase resulta en mudltiples nucleos dentro de una sola célula '°. El proceso de
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endoreplicacion se encuentra conservado evolutivamente, y es utilizado como una forma
de crecimiento por multiples tipos celulares durante el desarrollo de muchas especies de
plantas y animales 3. Este es un mecanismo de replicacién frecuente en artrépodos y se ha
estudiado ampliamente en D. melanogaster, en plantas, en peces, en ratones y en
humanos, donde algunas células endoreplican en respuesta a lesiones o infecciones;
mientras que otras lo hacen como parte de un programa de desarrollo ?°. También se ha
observado en una variedad de invertebrados y se vincula frecuentemente con un aumento
en el tamano celular y corporal. Ademas, la endoreplicacion mejora la resistencia de las
plantas al estrés ambiental y a la escasez de recursos (en ambientes de alta temperatura o
déficit de agua); y algunas plantas utilizan este modo de replicacion como una respuesta de
supervivencia al dafio en el genoma '8, Por otro lado, las células que experimentan
endoreplicacién en animales desarrollan resistencia al dafio del ADN al reducir la expresién
de genes pro-apoptdticos 8. La progresién tumoral también estd acompafiada de
endoreplicacion y poliploidia, y se sabe que este proceso esta asociado con la resistencia a
las terapias antitumorales 21, Los ciclos de endoreplicacidon en el pardsito E. histolytica
resultan en células con nucleos poliploides 6 células multinucleadas. Aqui, demostramos
que los parasitos multinucleados de T. foetus formados en condiciones de estrés nutricional
eran capaces de replicar activamente su ADN. Nuestros resultados demuestran que la
endoreplicacion puede ocurrir en estos parasitos durante la depleciéon 6 privacion de
nutrientes como una estrategia alternativa para la poliploidizacién; lo cual podria ser
utilizado por estos pardsitos para una multiplicacién rapida y eficiente cuando se
restablecen las condiciones dptimas (siendo ésta una estrategia eficiente en comparacién
con la demanda de recursos energéticos que significa la restitucién de un nucleo). En
conclusioén, los multiples contenidos gendmicos presentes en un solo nucleo 6 distribuidos
en varios nucleos en una sola célula, podrian representar un mecanismo de supervivencia y
multiplicacién en estos pardsitos frente a condiciones ambientales desfavorables.

Finalmente, consideramos que los trichomonadidos podrian representar un sistema
modelo interesante para estudiar la endoreplicacién del ADN vy la poliploidia; asi como
también sus efectos y posibles ventajas en la respuesta frente al estrés, el desarrollo y las
diferentes enfermedades.
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INTRODUCCION DEL CAPITULO 2

Via Hippo y sus contrapartes MEN/SIN

El control de la division celular es uno de los procesos celulares fundamentales que
involucra una intrincada red de moléculas y vias de sefalizacidn. La regulacién de este
proceso se ve influenciada tanto por factores internos como externos a las células; de
hecho, las células sélo se dividen cuando las condiciones nutricionales y ambientales son
favorables 122,

Una de las vias de sefializacion mejor estudiadas en el proceso de divisidon celular es la
denominada via Hippo; la cual es una via de traduccién de sefiales que se encuentra
conservada evolutivamente desde la mosca Drosophila hasta los humanos 2. En
mamiferos, esta via esta integrada por varios componentes claves: las quinasas MST1/2, la
proteina homaloga al Salvador 1 (SAV1), las proteinas MOBKL1A/B (MOB1A/B 6 Monopolar
spindle One Binder1 A/B), las quinasas supresoras de tumores grandes 1/2 (LATS1/2), la
proteina asociada a Yes 1 (YAP) y la familia de factores de transcripcién TEAD 23 (Fig. 18).
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Figura 18: Representacion esquematica de la via de sefializacion Hippo en células endoteliales
humanas. Cuando la via de sefializacidn Hippo estd activa/encendida (izquierda), multiples sefiales
ascendentes regulan la fosforilaciéon de las quinasas MST1/MST2, LATS1/LATS2 y las proteinas
YAP/TAZ. La fosforilacion de YAP/TAZ recluta proteinas 14-3-3, las cuales estimulan la retencidn
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citoplasmdtica 6 la degradacién proteolitica. Cuando la via de sefalizacion Hippo estd
inactiva/apagada (derecha), YAP/TAZ no se fosforilan, se localizan en el nicleo, forman un complejo
con los factores de transcripcion TEAD y regulan los genes necesarios para la proliferacién,
migracion y supervivencia de las células endoteliales. Imagen tomada de Boopathy, G. T. K. & Hong,
W124.

La proteina YAP actia como co-activadora de la transcripcion al unirse a TEAD1-4, regulando
de esta manera la expresién de una amplia gama de genes involucrados en la proliferaciéon
celular, la apoptosis y la renovacion de las células madres 2°. Esta via fue descripta por
primera vez en D. melanogaster y posteriormente se encontraron sus homédlogos en
mamiferos. Se ha reportado que desregulaciones en la via Hippo en D. melanogaster
generan un crecimiento desmedido de varios tejidos debido a una excesiva proliferacion y
a una reducida apoptosis. Debido a esto, la via Hippo ha sido descripta como una via
oncosupresora en estos organismos 126 127, También se ha definido que los componentes de

esta via en D. melanogaster son requeridos para una correcta progresién del ciclo celular
128 129 130

En modelos animales, alteraciones en la via Hippo inducen un crecimiento celular
descontrolado generando una tumorogénesis 12° 131127132133 Fopacificamente, en humanos
se ha observado que mutaciones en los genes que codifican para proteinas de esta via estan
presentes en algunos tipos de tumores; por lo cual se considera a la via Hippo como una via
supresora de tumores.

La via Hippo se activa mediante una serie de eventos de fosforilacion. Esta cascada de
fosforilacién desencadena una serie de respuestas intracelulares que regulan la actividad
de factores de transcripcion claves (YAP/TAZ) en la regulacién del crecimiento y la
proliferacion celular. En resumen, la proteina MST1/2 estimulada por sefiales aguas arriba,
es fosforilada; y a su vez ésta fosforila a SAV1 y MOB1A/B para contribuir en el
reclutamiento de LATS1/2. Rio abajo en esta via, MST1/2 fosforila a LATS1/2 y ésta fosforila
directamente a YAP/TAZ, lo que conduce a la retencién o degradacion de YAP/TAZ en el
citoplasma (Fig. 18). El YAP/TAZ inactivado no puede unirse al factor de transcripcién TEA
que contiene el dominio (TEAD), lo que resulta en un estado de transcripciéon represivo de
TEAD. La inactivacién de la via Hippo 6 la degradacidon de sus componentes permiten la
localizacion nuclear de YAP/TAZ; facilitando su unién a TEAD y activando la transcripcion de
genes involucrados en la supervivencia de las células tumorales, proliferacion, migracién,
invasion, inmunosupresidn, resistencia a fdrmacos, reprogramacion del metabolismo, etc.
134 130 133 (Fjg, 18).

La mayoria de los componentes centrales de la via Hippo presentan proteinas homologas
en eucariotas unicelulares. En estos organismos, los coactivadores MOB, las quinasas GCKII
STE20 y las quinasas NDR han sido principalmente caracterizados en el contexto de las vias
MEN (Red de salida de la mitosis en Saccharomyces cerevisiae) é SIN (Iniciacion de la
septacién en Schizosaccharomyces pombe) 3> 3¢ (Fig. 19) (Tabla 1). Las vias MEN/SIN
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controlan no solo la salida mitética (progresion desde la anafase hasta la telofase tardia);
sino también pueden desempefiar un rol en la regulacion de la citocinesis y la abscision final
durante la separacion de las células hijas. Tanto las redes MEN como SIN tienen una
fosfatasa Cdc14 como proteina efectora; siendo ésta una proteina altamente conservada
gue estad presente también en eucariotas multicelulares.

Drosophila melanogaster B. MEN Saccharomyces cerevisiae
Homo sapiens SIN Schizosaccharomyces pombe

Hippo
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Figura 19: Comparacion entre las vias Hippo y MEN/SIN. (A) Representacion esquematica de la via
Hippo en Drosophila melanogaster (naranja) y en Homo sapiens (azul). (B) Representacion
esquematica de la Red de Salida Mitotica (MEN) en Saccharomyces cerevisiae (naranja) y la Red de
Iniciacion de la Septacidn (SIN) en Schizosaccharomyces pombe (azul). En estas vias, las proteinas
ortélogas se representan con 6valos del mismo color (amarillo, Salvador/SAV1/Tem1/Spg1; verde,
Hippo/MST1/2/Cdc15/Cdc7; azul, Mats/MOB1/Mob1; naranja, Warts/LATS1/2/Dbf2). Imagen
tomada de Delgado y colaboradores 7.
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S. cervisiae S. pombe (SIN) D. melanogaster Mamiferos

(MEN)

Proteinas Cdc15 Cdc7 Hpo MST1/2

quinasas

similares

a Ste20

Proteinas Nudl Complejo Sav SAV1/Furry

Ccd11-Sid4-
de andamio
Ppc89

Proteina Dbf2/20 Sid2 Wts LAST1/2 o)

quinasa NDR NDR1/
2

Proteina Mob1 Mob1 Mats MOB1A/B

adaptadora

Proteina Cdc14 Clp1 Yki YAP/TAZ

efectora

Funcion Salida Salida Progresion Progresion de
la mitosis

en mitosis dela de la mitosis de la mitosis .. v
citocinesis

mitosis y citocinesis y citocinesis

Tabla 1: Principales proteinas componentes de las vias MEN, SIN e Hippo y sus principales
funciones en la mitosis

Puntos de control del ciclo celular y las vias Hippo/MEN/SIN

Las vias MEN/SIN (Mitotic Exit Network/Septation Initiation Network) en levaduras y su
contraparte en organismos superiores, la via Hippo, son fundamentales para diversas
funciones celulares claves. Estas vias estan involucradas en procesos como la salida de la
mitosis, la formacién del septo (en levaduras) y la regulacidon del equilibrio entre Ila
proliferacién celular y la apoptosis. A su vez, estas vias son parte de una red de sefializacidn
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mas amplia que coordina eventos claves en el ciclo celular, el desarrollo y la respuesta a
sefales ambientales. En relacion con el control del ciclo celular, estas vias estan conectadas
con los puntos de control del ciclo celular (checkpoints), asegurando que la célula complete
cada fase correctamente antes de avanzar al siguiente paso, evitando la proliferacién
celular descontrolada. En S. cerevisiae, por ejemplo, la via MEN regula las transiciones
metafase-anafase y M/G1 %38, La via SIN en S. pombe permite la formacion del septo,
regulando asi el inicio de la citocinesis 3°. Esto permite, una vez que los cromosomas son
ensamblados de forma correcta, la transicion metafase-anafase mediante una
relocalizacién celular de proteinas componentes de la via '3°. Por ultimo, la relocalizacidn
del complejo Sid2—MOB1 al sitio de division celular promueve la constriccion del anillo
medio y la septacién 140 141 En organismos multicelulares como Drosophila, la via Hippo
interviene en varios de los puntos de control del ciclo celular. Especificamente, MATS
(MOB1 de Drosophila) se localiza en los centrosomas durante la mitosis y es necesaria para
la correcta segregacion de los cromosomas; y también es participe necesario para una
correcta citocinesis 42 143, En los mamiferos se ha demostrado que todos los componentes
de la via Hippo son reguladores de la mitosis. Regulan el punto de control de la ploidia, los
controles de la sintesis y dafio al ADN, la dindmica de los centrosomas y la mitosis. En la
figura 20 se muestran todos los puntos de control del ciclo celular (checkpoints) donde
intervienen las proteinas centrales de la via Hippo.
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Figura 20: Representacion grafica de los puntos de control presentes en el ciclo celular y su
relacion con las proteinas claves de la via Hippo.
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Proteinas MOB (Monopolar spindle One Binder)

Entre las proteinas que constituyen las vias de sefializacion Hippo/MEN/SIN, las proteinas
MOB han sido objeto de investigacion en animales multicelulares durante mas de diez afios,
evidenciando su funcién consolidada como mediadores de sefales capaces de establecer
interacciones con diversas categorias de quinasas. Estas proteinas desempefian roles
fundamentales tanto en la via de sefializacion Hippo como en las vias de sefializacién
analogas a Hippo %4 La proteina MOB fue descubierta en S. cerevisiae por Luca y Winey en
1998, donde se demostrd que la proteina MOB era esencial para mantener los niveles de
ploidia y una mitosis exitosa. En este organismo, los autores identificaron dos proteinas
MOB: MOB1, la cual era esencial para la supervivencia celular debido a sus funciones
mencionadas anteriormente; y MOB2, que no era esencial para la supervivencia, pero

estaba involucrada en la asimetria de la brotacién durante la reproduccidon de las levaduras
145
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La proteina MOB1 también se demostré que participa en la formacién del septo durante el
proceso de fisién binaria en la levadura S. pombe. En levaduras mutantes de MOB1, las
esporas no lograron dividirse, lo que resulté en la formacion de células anormales vy
alargadas 135 146 147

En 2005, Lai y colaboradores demostraron que MOB actuaba como una proteina supresora
de tumores en D. melanogaster '%°, ya que las mutaciones en este gen condujeron a una
proliferacidn excesiva de células y al desarrollo de tumores en diversos érganos de la mosca.
En base a este fenotipo, se denominé a MOB1 como "MATS" (6 “MOB como supresor de
tumores”) 127 126 128 Desde entonces se han identificado genes Mob en otras especies; y se
han encontrado en numeros variables en hongos y moscas, donde existen tres 6 cuatro
genes; mientras que en humanos se han encontrado hasta 7 genes 44,

Las proteinas de la familia MOB estan formadas por adaptadores de sefiales de quinasasy
fueron caracterizadas por primera vez como reguladoras del mantenimiento de la ploidia;
donde contribuyen a garantizar la segregacién adecuada de los cromosomas antes de la
salida mitdtica; y permitiendo la transicion de la mitosis a la citocinesis 14°. También se ha
reportado que esta familia de proteinas son necesarias para mantener la polaridad y la
morfologia durante la division celular 8 149, En organismos multicelulares, las proteinas
MOB han sido principalmente caracterizadas como supresores de tumores y agentes de
morfogénesis, frecuentemente regulando las quinasas en la via Hippo *°°.

Via Hippo y endoreplicacion del ADN

La poliploidia es un estado en el que las células poseen mds de dos juegos de cromosomas
homologos. Este estado celular puede ser resultado de la fusion celular, é de divisiones
celulares anormales que incluyen endoreplicacion, deslizamiento mitdtico y fallo en la
citocinesis 1> . La via de sefializacion Hippo es un regulador critico de la auto-renovacion de
las células madres que dan origen a las células hijas, la regeneracion de tejidos y el tamafio
de los érganos 0 152, Los defectos genéticos que afectan esta via en ratones pueden
provocar un crecimiento desmedido de tejidos y el desarrollo de células tumorales en
multiples érganos 33 132 |nvestigaciones recientes en células de mamiferos, donde el
control de la ploidia es estricto, han demostrado una alta activacién de la via Hippo en
células poliploides 3. En hepatocitos una sobreexpresién de YAP, efector rio debajo de
LATS, aumenta la ploidia de estas células 3. El trabajo de Zhang y colaboradores
proporciona evidencia adicional sobre la importancia de la via Hippo en la regulacidon del
tamafo nuclear y la ploidia en hepatocitos. Los hepatocitos mutantes para diversos
componentes de la via Hippo exhibieron un aumento en el tamafo de sus nucleos y de la
ploidia. Contrariamente, la eliminacion de YAP mediante el knockout 6 delecidon génica
resultd en células con nicleos de menor tamafio y una reduccién de la ploidia ***. La
conexién entre la via Hippo y el control de la ploidia también se ha observado en programas
de desarrollo donde la endoreplicacion desempefia un rol fundamental. Por ejemplo, en
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células gigantes del trofoblasto, se ha identificado una relacién entre la via Hippo y la
regulacién de la ploidia. Estas células gigantes mononucleadas exhiben endociclos, con casi
1000 copias de su ADN gendmico; y la formacion de estas células mediante endociclos se
asocia con una disminucion significativa en los niveles de expresidon de LATS. La evidencia
adicional de que las células que sobreexpresan LATS muestran una disminucion en el
tamafio de los nucleos y una reduccion en el nimero de células poliploides refuerza la idea
de que un aumento en los niveles de LATS previene la formacién de endociclos 1*°. Estos
resultados respaldan la funcidn reguladora de la via Hippo, particularmente a través de
LATS, en el control de la ploidia y el tamafio celular durante procesos de desarrollo que
involucran la endoreplicacion °°. En Drosophila la reparacién de heridas de las células
epiteliales de la pared abdominal de un adulto, implica una respuesta especifica en el ciclo
celular. Por lo general, estas células se encuentran en un estado de reposo, pero ante una
injuria, las células epiteliales cercanas a la lesidon “reingresan” en el ciclo celular
(especificamente en la fase S), sin llevar a cabo la division celular; lo que resulta en un
aumento de la ploidia. Este mecanismo de reparaciéon se vid comprometido al inhibir,
mediante ARN de interferencia, el factor de transcripcion Yorkie (Yki), un componente clave
de la via Hippo. El bloqueo de Yki impidid el reingreso en la fase S de estas células epiteliales
en respuesta a la injuria. De manera similar, al sobreexpresar proteinas claves de la via
Hippo en las mismas células, se evidencié una inhibicidn del reingreso en la fase S; lo que

sugiere un rol relevante de la via Hippo en este proceso de reparacion celular en Drosophila
156 157

MOB1 en protozoarios

Ademas de los estudios realizados en los organismos modelo, también se abordé el andlisis
de las proteinas MOB1 en diferentes protozoarios. En el parasito extracelular Trypanosoma
brucei se ha descripto la existencia de dos proteinas MOB1 diferentes: MOB1-Ay MOB1-B.
Los autores sefialaron que, tanto en las formas sanguineas como las prociclicas de este
parasito, la deplecion de MOB1 generaba defectos en la citocinesis. En la forma sanguinea,
que es la forma infecciosa para mamiferos, la citocinesis se retrasé en la etapa temprana
de la incisidn del surco. Por otra parte, cuando se afectd la expresién de MOB1 en la forma
prociclica también se observé un defecto en citocinesis debido a una posicidn incorrecta del
surco de division 12, En Tetrahymena thermophila, un protozoario unicelular que se divide
de manera simétrica, MOB1 se acumula en los cuerpos basales en el polo posterior de la
célula; y por lo tanto esta proteina ha sido descripta como el primer marcador de polaridad
molecular 1*°. En este organismo MOB1 es crucial para la ubicacién correcta del plano de
divisién, la finalizacidn de la citocinesis y para mantener las tasas normales de crecimiento
de los cilios '#°. Por otra parte, estudios realizados en Toxoplasma gondii, organismo
unicelular intracelular obligado, demostraron que MOB1 participa en el control de la
proliferacién celular. Los autores observaron que los niveles de ARNm (ARN mensajero) de
MOB1 disminuyeron drasticamente cuando los parasitos se replicaban activamente dentro
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de la célula; y que la sobreexpresion de MOB1 condujo a un retraso en la tasa de replicacién
del parasito . Finalmente, en T. gondii, MOB1 también se localiza preferentemente en el
polo posterior de la célula, donde se encuentra el complejo basal que es esencial para la
citocinesis celular 0.

Por otro lado, al estudiar la historia evolutiva de la via Hippo en un grupo diverso de
organismos unicelulares que incluye al ciliado Tetrahymena thermophila, a la diatomea
centrada Thalassiosira pseudonana, al alga Chlamydomonas reinhardtii, al pardsito
protozoario Trichomonas vaginalis y a la ameba flagelada Naegleria gruberi; Se ha llegado
a la conclusion de que Mats/MOB1 emerge como el miembro mas antiguo de la via Hippo
desde una perspectiva evolutiva, siendo el Unico miembro presente en organismos
unicelulares. A medida que avanzamos en la cadena evolutiva, se observa que su funcion
ha experimentado modificaciones, sugiriendo una adaptacion y diversificacion de esta
proteina a lo largo del tiempo 6.

Teniendo en cuenta la relevancia de las proteinas MOB en el control de la ploidia y del ciclo
celular en diversos tipos celulares, nos propusimos como Objetivo especifico 2 de esta tesis,
evaluar el rol de la proteina MOB1 en el proceso de division celular de Tritrichomonas
foetus.
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RESULTADOS DEL CAPITULO 2

El genoma de Tritrichomonas foetus codifica para dos proteinas
MOB

Las proteinas MOB se encuentran en todos los eucariotas y estdn formadas por
aproximadamente entre 210 y 240 aminodcidos. Inicialmente, identificamos dos proteinas
MOB en el genoma de T. foetus (AOA1J4J7F7 y AOA1J4L4G6), a las cuales denominamos
MOB1 y MOB2 respectivamente. Luego, con el objetivo de determinar la homologia de las
proteinas MOB de T. foetus (MOB1 y MOB2) con las proteinas MOB de diferentes
organismos, realizamos un alineamiento de secuencias. Los porcentajes de identidad que
encontramos entre la TfMOB1 y la TfMOB2 fue del 41%. Especificamente, para la
comparacion de la TFMOB1 con el resto de las secuencias analizadas los porcentajes fueron
los siguientes: T. brucei: 31.92%, N. caninum: 22.80%, T. gondii: 23.70%, E. histolytica:
31.16%, G. intestinalis: 25.12%, L. donovani: 33.49%, S. cerevisiae: 33.18%, D. melanogaster:
37.74%, B. taurus: 39.62%, S. pombe: 38.46%, H. sapiens1A (MOB1A: 40.57%), H. sapiens2
(MOB2: 26.67%). Por otro lado, cuando comparamos la TfMOB2 con el resto de las
secuencias analizadas los porcentajes fueron: T. brucei: 39.17%, N. caninum: 22.77%, T.
gondii: 22.27%, E. histolytica: 33.80%, G. intestinalis: 24.64%, L. donovani: 36.41%, S.
cerevisiae: 33.18%, D. melanogaster: 43.06%, B. taurus: 45.37%, S. pombe: 40.28%, H.
sapiens1A (MOB1A: 44.91%), H. sapiens2 (MOB2: 29.17%) (Fig. 21).
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Figura 21: Alineamiento miltiple entre las proteinas MOB de T. foetus y MOBs de referencia en
otros organismos. T. foetus (Tritrichomonas foetus) MOB1(AOA1J4)7F7). T. foetus (Tritrichomonas
foetus) MOB2 (AOA1J4L4G6). T. brucei (Trypanosoma brucei) (Q95UMS), N. caninum (Neospora
caninum), T. gondii (Toxoplasma gondii) (AOA139YOH6), E. histolytica (Entamoeba histolytica)
(C4AM947), G. intestinalis (Giardia intestinalis) (V6TLD7), L. donovani (Leishmania donovani)
(AOA3S5H5TS), S. cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae) (P40484), D. melanogaster (Drosophila
melanogaster) (Q95RA8), B. taurus (Bos taurus) (AOA3Q1MBK1), S. pombe (Schizosaccharomyces
pombe) (094360), H. sapiens1A (Homo sapiens) (MOB1A,Q9H8S9), H. sapiens2 (Homo sapiens)
(MOB2,Q701A6). Aquellos aminoacidos con propiedades fisicoquimicas similares se encuentran
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coloreados de manera idéntica: hidrofdbicos (rosa), aromaticos (marrén), positivos (lila), negativos
(rojo), hidrofilicos (verde), conformacionales (fucsia) y cisteina (amarillo). Se marcaron sélo los
aminoacidos que superan el 20% de conservacion.

La proteina TfMOB1 presenta localizacion nuclear y citosdlica;
mientras que TFMOB2 se localiza Unicamente en el citosol

La proteina MOB tiene un rol fundamental en el proceso de division celular en S. cereviciae,
S. pombe y en mamiferos; ya que participa en el control de las vias MEN, SIN e Hippo,
respectivamente 14> 147 129 En este contexto, nos propusimos caracterizar a las proteinas
MOB1 y MOB2 de T. foetus, analizando inicialmente sus localizaciones subcelulares en
parasitos que sobreexpresaban ambas proteinas. Para esto, pardsitos T. foetus de la cepa K
fueron transfectados con el vector de expresion MasterNeo que contenia una etiqueta de
hemaglutinina, y al que le insertamos los marcos abiertos de lectura de los genes que
codifican para la TTMOB1 y para la TTMOB2, independientemente (denominados TFTMOB1FL
y TEIMOB2FL, respectivamente). Como control, se transfectaron parasitos con el vector vacio
(TfEpNeo) 8. Posteriormente, determinamos la eficiencia de transfeccion y/o
sobreexpresion, mediante un ensayo de Western blot utilizando un anticuerpo anti-HA. En
la Fig. 22A podemos observar en el lisado proteico total de pardsitos TTMOB1FL una banda
de peso molecular de 25 kDa, la cual coincide con el tamafio esperado de TfMOBI.
Observamos también una banda del mismo peso molecular esperado, cuando analizamos
el lisado de parasitos TTMOB2FL.

A continuacion, llevamos a cabo la evaluacién de la localizacion subcelular de las proteinas
TfMOBIFL y TFTMOB2FL mediante inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo
primario anti-HA. Observamos que TfMOBI1FL presentaba una distribucion nuclear y
citosélica en estos pardsitos; siendo la marca nuclear mucho madas intensa que la
citoplasmatica (Fig. 22B). Para validar la localizacién subcelular de TfMOB1, utilizamos un
anticuerpo generado especificamente contra la proteina MOB1 (anti-MsMOB1) de
Medicago sativa (alfalfa); el cual nos fue cedido por la Dra Citterio del Departamento de
Ciencias del ambiente y territorio, de la Universidad de Milano-Biocca >’. Cabe destacar que
este anticuerpo habia sido capaz de reconocer especificamente la proteina MOB1 en otras
plantas y en células de animales *’. Para evaluar si dicho anticuerpo reconocia la proteina
MOB1 de T. foetus, realizamos una inmunofluorescencia indirecta co-localizando TTMOB1
endégena y TfMOBI1FL-HA. Los resultados revelaron que tanto la proteina TfMOB1
endogena como la TFIMOBIFL presentaban similar distribucién intracelular: una fuerte
marca nuclear y una sefial menos intensa en el citoplasma (Fig. 22B).

En cambio, la proteina TIMOB2FL mostré una localizacidon unicamente citoplasmatica. En la
Figura 22C, podemos observar que tanto en células que no estan en divisién como en
aquellas que si, la proteina siempre se localizd en el citoplasma. Considerando la
localizacion subcelular de ambas proteinas, los resultados sugieren que la proteina TTIMOB1
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al presentar localizacién nuclear, podria tener alguna participacion en la regulacién del
proceso de divisidon celular. En este contexto, se ha descripto que en los organismos que se
dividen por mitosis cerrada, las proteinas involucradas en la division celular ingresan al
nucleo mediante los poros nucleares %2, Teniendo en cuenta lo antes expuesto y que el
objetivo de esta tesis era caracterizar el proceso de divisidon celular de T. foetus, decidimos
seguir analizando Unicamente el rol de TFIMOB1 en el resto de la tesis.

Anti-HA

TfMOBFL TFMOB2FL

Figura 22: Localizacidn celular de las proteinas TFIMOB1 y TfMOB2. (A) Western blot de extractos
proteicos totales de TfMOB1FL y TfMOB2FL utilizando el anticuerpo anti-HA. (B)
Inmunofluorescencia indirecta de parasitos TFTMOB1FL utilizando un anticuerpo anti-MsMOB1
(rojo), anti-HA (verde). DAPI (azul). CF, imagen de contraste de fase. Barra de escala, 10 um. (C)
Inmunofluorescencia indirecta de parasitos TFMOB2FL utilizando un anticuerpo anti-HA (rojo). DAPI
(azul). CF, imagen de contraste de fase. Barra de escala, 10 um.

Los resultados obtenidos por inmunofluorescencia sugieren que el anticuerpo anti-
MsMOB1 estaria reconociendo la proteina endégena MOB1 de T. foetus (Fig. 22B). Para
constatar la especificidad del anticuerpo anti-MsMOB1, realizamos un Western blot
utilizando un extracto proteico total de T. foetus y el anticuerpo primario anti-MsMOB1.
Como se puede observar en la Figura 23A, el anticuerpo reconoce una Unica banda
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correspondiente a un peso molecular de aproximadamente 25 kDa. Para confirmar los
resultados obtenidos utilizando una técnica con mayor resolucién, realizamos una
inmunomicroscopia electrdnica utilizando el anticuerpo anti-MsMOB1, y demostramos que
dicho anticuerpo reconocié una proteina MOB de localizacidon nuclear y citosdlica en
pardsitos T. foetus salvajes de la cepa K (Fig. 23B). Si bien no podemos descartar con
nuestros ensayos que el anticuerpo anti-MsMOB1 pueda reconocer a la TfMOB2, la
localizacion dual (nuclear y citosélica) coincide con lo observado en los parasitos TTIMOB1FL;
por ende, este resultado nos estaria sugiriendo que el anticuerpo anti-MsMOB1 es capaz de
reconocer a la proteina MOB1 de T. foetus.

A B

Lisado
T.foetus

5

Figura 23: Localizacidn subcelular de TFMOB. (A) Western blot de un extracto proteico total de T.
foetus utilizando el anticuerpo anti-MsMOB1. (B) Inmunomicroscopia electréonica de parasitos T.
foetus realizada con el anticuerpo anti-MsMOB1, donde puede observarse la distribucién nucleary
citosdlica de la proteina TFMOB reconocida por el anticuerpo utilizado (flechas rojas). N: nucleo.

La expresion y la localizacion subcelular de TFTMOB1 varian
durante el ciclo celular de T. foetus

Considerando reportes previos sobre el rol de la proteina MOB en el ciclo celular de
diferentes organismos; nos propusimos analizar la posible relacion de la TTMOB1 con el ciclo
celular de este protozoario 163 128158 164 143 parg esto, analizamos el nivel de expresion del
gen Tfmob1 mediante PCR en tiempo real (qPCR) a lo largo de las distintas fases del ciclo
celular. Se analizaron tres grupos de parasitos: parasitos sincronizados y arrestados en G1
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(obtenidos mediante incubacidn durante 18 horas sin suero); asi como también dos grupos
de parasitos que se encontraban en las fases G2/M (obtenidos mediante incubacién sin
suero durante 18 horas y posterior reactivacion del ciclo celular por agregado de suero e
incubacién posterior durante 3 horas y 5 horas ) 6. Como control, se determiné mediante
citometria de flujo la fase del ciclo celular en la que se encontraba cada poblacidn. El analisis
de los resultados de la citometria confirmd que los parasitos incubados durante 18 horas
sin suero estaban arrestados en la fase G1; mientras que los parasitos a los que se les
restablecié el medio TYM complementado con suero durante 3 horas y 5 horas, se
encontraban mayoritariamente en las fases G2-M (Fig. 23A). La PCR en tiempo real reveld
que cuando los parasitos estaban detenidos en la fase G1, los niveles de expresidn del gen
Tfmob1 eran bajos al compararlos con los niveles observados en los parasitos que se
encontraban mayoritariamente en las fases G2-M (18 hs sin suero + 5 hs de medio con
suero) (Fig. 23B). Los resultados obtenidos sugieren que los niveles de expresion del gen
Tfmob1, si bien aumentaron en las fases G2-M, en general se mantienen bajos durante la
progresion normal del ciclo celular en T. foetus.
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Figura 23: Caracterizacion de la proteina MOB1 durante el ciclo celular de T. foetus. Pardsitos
incubados durante 18 horas sin suero (Tiempo 0) e incubados sin suero durante 18 horas; a los
cuales posteriormente se les restablecid el suero durante periodos de 3 horas y 5 horas (Tiempo 3
y 5 respectivamente). (A) Imagen representativa del contenido de ADN de cada una de las
poblaciones de parasitos analizados. (B) PCR en tiempo real de las distintas poblaciones de
parasitos. Las barras representan el promedio de la expresidon en cada uno de los tratamientos
relativizados al tiempo 0.
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Luego, teniendo en cuenta los cambios de expresion de Tfmob1 a lo largo del ciclo celular,
decidimos evaluar si estos cambios de expresion se acompanaban de cambios en su
localizacidon subcelular. Con este objetivo, realizamos una inmunofluorescencia indirecta de
parasitos en las diferentes fases del ciclo celular (G1 y G2-M). Los parasitos incubados
durante 18 horas sin suero (tiempo 0), parasitos incubados durante 18 horas sin suero a los
cuales se les agregd suero y luego se los incubd durante 3 horas y 5 horas; fueron fijados e
incubados con el anticuerpo anti-MsMOB1. Como se observa en la Fig. 24, la proteina
TfMOB1 mostré una distribucién diferente dependiendo si los pardsitos estaban en G1
(tiempo 0) 6 en G2-M (tiempos de 3hs y 5hs). En el tiempo 0 se observé una marca mas
intensa en el nucleo de los parasitos, al compararlos con los tiempos de 3 hsy 5 hs. En los
tiempos de incubacién de 3hs y a las 5hs, la marca se distribuyé de manera homogénea en
toda la célula (nucleo y citoplasma). Este patron concuerda con observaciones reportadas
en otros organismos, donde la localizacion de la proteina es dindmica y depende de las fases
del ciclo celular 165 166 14257 Fn resumen, los resultados obtenidos estarian sugiriendo un
posible rol de la proteina MOB1 en el ciclo celular de T. foetus.

\

TfMOB1

TfMOB1

TfMOB1 TfMOB1

Figura 24: Caracterizacion de la proteina MOB1 durante el ciclo celular de T. foetus. Parasitos
incubados durante 18 horas sin suero (Tiempo 0) e incubados sin suero durante 18 horas a los cuales
posteriormente se les restablecié el suero durante periodos de 3 horas y 5 horas (Tiempo 3y 5
respectivamente). En la figura se observa la inmunofluorescencia de las distintas poblaciones de
parasitos TO (tiempo 0), T3 (tiempo 3hs) y T5 (tiempo 5hs), en la cual se utilizdé un anticuerpo anti-
MsMOBL1 (verde) y anti-a tubulina (rojo). CF, imagen de contraste de fase. Los nlcleos se marcaron
con DAPI. Las flechas blancas indican la marca nuclear predominante de TFMOB1 en parasitos al TO.
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El gen Tfmob1 presenta una expresion diferencial en condiciones
de estrés nutricional

Teniendo en cuenta la incidencia del estrés nutricional en la divisién celular de T. foetus nos
propusimos analizar los niveles de expresion de Tfmobl en parasitos incubados en
condiciones de estrés nutricional. Planteamos dos condiciones de estrés nutricional: a)
pardsitos incubados durante 48 horas en medio de cultivo estandar sin suero (estrés
moderado) y b) y parasitos incubados durante 48 horas en un medio de cultivo sin maltosa
(restriccidon de carbohidratos); considerando a esta ultima condicion como un tipo de estrés
nutricional mas severo. Como control, se incubaron parasitos en condiciones estandar de
cultivo. El andlisis de gPCR evidencié una disminucidn en la expresién del gen cuando los
pardsitos se encontraban en condiciones de estrés nutricional (Fig. 25). Los resultados
obtenidos demuestran una disminucion significativa de aproximadamente 7 y 20 veces en
la expresion del gen cuando los pardsitos fueron incubados en medio TYM sin suero y
maltosa, respectivamente; en comparacion con la expresion de este gen en pardsitos
cultivados en medio TYM con suero.

Si consideramos que los niveles de expresion de Tfmob1 aumentan cuando los parasitos se
encuentran en las fases G2-M (Fig. 23B), y que los valores disminuyen cuando los parasitos
se encuentran en condiciones de estrés nutricional (leve y moderado); estos resultados nos
estarian sugiriendo un rol de esta proteina en la proliferacidon de estos parasitos.

Figura 25: Andlisis de la expresidn del gen que codifica para
la proteina TfMOB1 en parasitos incubados en condiciones
de estrés nutricional. Las barras representan el promedio de
la expresidn relativa del gen Tfmob1 en parasitos incubados
en medio TYM sin suero (estrés moderado), y en medio TYM
sin maltosa (estrés severo). Los datos se relativizaron
respecto a la expresion del mismo gen en parasitos incubados
0.5 en medio TYM suplementado con suero (sin estrés). Los datos

corresponden a tres ensayos independientes y la barra de

error representa el desvio estandar. El andlisis estadistico se

llevdo a cabo mediante comparaciones de a pares con el

0.0 | - *_ control con el Test de Tuckey, con p <0,005.

Expresion relativa a sin estrés
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Las proteinas TFTIMOB1FL y TFTMOB1ANt se localizan en el nucleo y
en el citoplasma

En otros organismos se ha demostrado que las proteinas MOB poseen una estructura alfa-
hélice en su extremo N-terminal con dos residuos fosforilables (12 y 35) y que la
fosforilacion de estos residuos es clave para regular su funcién %7 168 Especificamente,
mutaciones en el N-terminal de ScMob1l (S. cerevisiae) arrestan a las levaduras en los
estadios finales de la mitosis e inhiben la interaccién con la quinasa Dbf2p (LAST1 en
mamiferos) %8, Acorde a lo expuesto, utilizamos el predictor GPS 3.0 kinase-specific
Phosphorylation Site Prediction, para determinar los residuos fosforilables de la secuencia
N-terminal de TTMOB1. Mediante el andlisis bioinformatico pudimos determinar que los
sitios 9 y 31 son los Unicos putativamente fosforilables dentro del extremo N-terminal de
esta proteina. Por ende, nos propusimos evaluar si la delecién de un fragmento del N-
terminal (conteniendo estos dos sitios putativos de fosforilacién) de la proteina MOB1;
tenia alguna implicancia funcional en estos parasitos. Generamos entonces una poblacién
de parasitos sobreexpresando esta version truncada de la TfTMOBI1, a la que denominamos
TfMOB1ANt. En resumen, para realizar experimentos de ganancia de funciéon que nos
permitan evaluar la funcion de MOB1 en el proceso de divisién celular obtuvimos tres
poblaciones de parasitos transfectados: TfEpNeo, TTMOBI1FL y TTMOB1ANt. Como control,
para demostrar la sobreexpresion de cada una de las proteinas realizamos una evaluacién
por Western blot utilizando un anticuerpo anti-HA. En los parasitos TfMOB1ANt
observamos una banda acorde al peso molecular esperado teniendo en cuenta la delecién
del extremo N-terminal (21.5 kD) (Fig. 26A). A continuacion, llevamos a cabo la evaluacion
de la localizacidon subcelular de la proteina TTMOB1ANt mediante inmunofluorescencia
indirecta utilizando un anticuerpo primario anti-HA. Observamos que TfMOBI1ANt
presentaba una distribucidn tanto en el citoplasma como en el nicleo de estos parasitos,
siendo la marca nuclear mucho mas intensa, corroborando que la delecidn de N-terminal
no modifica la localizacidon celular de la proteina (Fig. 26B).
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Figura 26: Evaluacion de la localizacion subcelular de TFTMOB1ANt: (A) Western blot de extractos
proteicos totales de TfMOB1FL y TfMOB1ANt utilizando el anticuerpo anti-HA. (B)
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Inmunofluorescencia indirecta de parasitos TTMOB1ANt utilizando un anticuerpo anti-HA (verde).
DAPI (azul). CF, imagen de contraste de fase. Barra de escala, 10 um.

La sobreexpresion de la proteina TFMOBI1FL afecta el crecimiento
de T. foetus

Para evaluar el rol de MOB1 durante el proceso de division celular, evaluamos el efecto de
la sobreexpresion de TFTMOB1FL y TFTIMOB1ANt en el crecimiento de los parasitos. Teniendo
en cuenta que el crecimiento de T. foetus se ve influenciado por la concentracién de
nutrientes presente en el medio de cultivo; examinamos la cinética de crecimiento
realizando el recambio del medio de cultivo cada 24 horas. Por ende, si se presentaban
diferencias en el crecimiento de los parasitos TIMOB1FL 6 TfTMOB1ANt; este efecto se
deberia ala sobreexpresion y no a la falta de nutrientes. En la Figura 27A, podemos observar
que los pardsitos TTMOB1FL, pero no asi los pardsitos TTMOB1ANt, mostraron un retraso en
el crecimiento al compararlos con aquellos parasitos control TfEpNeo. Estos resultados nos
sugieren un posible rol de la proteina TFTMOB1 en la regulacién del crecimiento del parasito
T. foetus.

Para evaluar si esta proteina pudiese estar afectando el proceso de divisidon; evaluamos el
contenido de nucleos de los pardsitos sobreexpresantes. Para esto, los nucleos de las
diferentes poblaciones de parasitos (TfEpNeo, TTMOB1Fl y TTMOB1ANt) fueron tefidos con
DAPI y las imagenes fueron analizadas mediante microscopia de epifluorescencia.
Determinamos el porcentaje de parasitos que se encontraban en proceso de division;
considerando parasitos en divisién a aquellos que presentaban dos 6 mas nucleos. La Figura
27B nos muestra que las poblaciones de parasitos TTIMOB1FL 6 TTMOB1ANt presentaron un
porcentaje significativamente mayor de parasitos en proceso de divisidn, en comparacion
con el control (TfEpNeo). Los pardsitos TIMOBI1FL mostraron un 39,3 % de parasitos en
division; mientras que los parasitos TfEpNeo tuvieron un 17,3% de parasitos en division. Por
su parte, los pardsitos TTMOB1ANt mostraron un valor intermedio de 29,7%. Estos
resultados nos sugieren que el retraso en el crecimiento de TFIMOB1FL podria deberse a una
alteracion/retraso en el proceso de separacion de las células hijas (citocinesis); y que los
parasitos TTIMOB1ANt si bien mostraron un porcentaje intermedio de células en division,
pudieron resolver de manera mas eficiente la divisidn celular final; no viéndose afectada su
curva de crecimiento.
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Figura 27: Anadlisis de la proliferacion de parasitos TFTMOB1FL, TFTMOB1ANt. (A) Curva de
crecimiento de parasitos TTMOB1FL y TFMOB1ANt y de los parasitos control (EpNeo). (B) Recuento
de parasitos EpNeo, TTMOB1FL y TFTMOB1ANt con 2 o mas nucleos. Las barras representan el
promedio de tres recuentos independientes. El analisis estadistico se llevé a cabo con ANOVA de un
factor, y las comparaciones de a pares con el test de Tuckey- p<0,005.

Teniendo en cuenta que las tasas de crecimiento nos brindan informacién acerca de la
velocidad a la que una poblaciéon de microorganismos aumenta en niumero en un periodo
de tiempo especifico; y que dichas tasas estan influenciadas por varios factores que incluyen
la disponibilidad de nutrientes, la temperatura, el pH, la presidn, y otros factores
ambientales; nos propusimos estimar comparativamente las tasas de crecimiento de los
parasitos TTMOBI1FL y TTMOB1ANt en condiciones normales de cultivo, y en condiciones de
estrés nutricional. El objetivo de este ensayo fue evaluar en profundidad el efecto de la
sobreexpresion de ambas versiones de TFTMOB1 en el crecimiento de pardsitos en ambos
contextos. Inicialmente, las tasas de crecimiento en condiciones normales de cultivo se
calcularon a partir de los datos obtenidos de la curva de crecimiento mostrada en la Figura
27A. En estas condiciones los parasitos TIMOBI1FL presentaron una tasa de division
significativamente menor (3,7%) respecto a los parasitos TfEpNeo (14,1%); indicando un
efecto negativo de la sobreexpresion de TfMOBIFL en el crecimiento de los parasitos.
Aquellos parasitos TTIMOB1ANt no presentaron diferencias significativas en sus tasas de
crecimiento (13,6%) al compararlas con los parasitos control (Fig. 28A). Estos resultados
sugieren que la sobreexpresion de TIMOB1FL genera alteraciones en el crecimiento de los
parasitos; y que la porcidn delecionada del N-terminal de TfTMOB1 no estaria afectando la
proliferacién normal de estos parasitos incubados en condiciones estandar de cultivo.
Luego, para analizar el crecimiento en condiciones de estrés nutricional de los parasitos
TfEpNeo, TEIMOB1FL, TFTMOB1ANt, calculamos las tasas de crecimiento de dichos parasitos
incubados en medio TYM en ausencia de suero (estrés nutricional). Las tasas de crecimiento
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de los pardsitos EpNeo fueron similares a los parasitos TFTMOB1FL, en un 3,7% y 3,6%,
respectivamente. Por otro lado, los pardsitos que sobreexpresaban la versién truncada de
la proteina tuvieron una mayor tasa de crecimiento (6%) en estas condiciones, respecto a
los pardsitos EpNeo (Fig. 28B). Al comparar las tasas de crecimiento en la misma poblacién
de parasitos, en presencia o en ausencia de suero, observamos que la tasa de crecimiento
(en ausencia de suero) de los parasitos EpNeo disminuyd de un 14% en presencia de sueros
aun 3,7%. Estos resultados concuerdan con lo observado a lo largo de todo este trabajo: en
ausencia de nutrientes el parasito disminuye su proliferaciéon. En cuanto a los parasitos
TfMOBIFL, observamos que no presentaron variacion significativa en comparacion con los
parasitos cultivados en presencia de nutrientes, con tasas de 3,6 % y 3,7%, respectivamente.
Por su parte, aquellos parasitos TFIMOB1ANt también disminuyeron significativamente su
tasa de crecimiento: 13,7% cuando fueron cultivados en presencia de suero, y un 6% cuando
fueron incubados en ausencia de suero (Fig. 28C). Este hallazgo indicaria que la
sobreexpresion de TfMOBIFL estaria retrasando el crecimiento de los parasitos en
presencia nutrientes, y que el retraso de crecimiento debido a la restriccién de nutrientes
no estaria asociado a la funcion de MOB1. Este resultado encuentra respaldo en la
literatura, donde se ha descripto que la activacién de esta via conduce a un freno en la
proliferacién celular.
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Figura 28: Analisis del crecimiento de parasitos TFMOB1FL y TFTMOB1ANt. (A) Tasas de crecimiento
de parasitos EpNeo, TFIMOB1FL, TTMOB1ANt calculadas a partir del crecimiento de estos parasitos
en medio de cultivo estandar suplementado con suero (sin estrés). Las barras representan el
promedio de tasas de crecimiento obtenidas en tres ensayos independientes. Las barras de error
representan el error estandar. El analisis fue llevado a cabo con ANOVA y las comparaciones de a
pares se hicieron con el Test de Tuckey con p<0,005. (B) Tasas de crecimiento de parasitos EpNeo,
TfMOBI1FL y TFTMOB1ANTt calculadas a partir del crecimiento de estos pardsitos en medio de cultivo
estandar sin suero (estrés moderado). Las barras representan el promedio de tasas de crecimiento
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obtenidas en tres ensayos independientes. Las barras de error representan el error estdndar. El
analisis fue llevado a cabo con ANOVA vy las comparaciones de a pares se hicieron con el Test de
Tuckey con p<0,005. (C) Comparacion de las tasas de crecimiento mencionadas en los puntos Cy D.
Las barras representan el promedio de tasas de crecimiento obtenidas en tres ensayos
independientes. Las barras de error representan el error estandar. Las comparaciones de a pares se
llevaron a cabo mediante test T con p<0,005.

Parasitos TFMOB1FL no aumentan su contenido de ADN en
condiciones de estrés nutricional

Entre las diversas funciones de las proteinas que componen la via Hippo, se destaca su rol
crucial en el mantenimiento de la ploidia en Drosophila y en lineas celulares de mamiferos
132 133 126 155 En células de mamiferos (donde existe un estricto control de la ploidia), los
componentes de la via Hippo muestran altos niveles de expresidn. También se sabe que
estos niveles de expresion disminuyen en células que permiten la ocurrencia de endociclos
y experimentan un aumento en el contenido del material genético. Este patrén de expresion
sugiere una funcion clave de la via Hippo en la regulacién fina de la ploidia en contextos
celulares especificos.

En el capitulo 1 del presente trabajo, demostramos que durante el ciclo de vida de T. foetus,
el parasito tiene la capacidad de endoreplicar su ADN cuando se encuentra en condiciones
de estrés nutricional. Ademas, determinamos que existe una disminucion en los niveles de
expresidon de Tfmob1 cuando el pardsito se encuentra en condiciones de estrés nutricional.
Este ultimo hallazgo nos sugiere una posible relacion entre la proteina TfMOB1 vy la
respuesta del parasito frente a situaciones de escasez de nutrientes. Por lo antes planteado,
evaluamos el posible rol de la proteina TIMOB1 en la respuesta frente al estrés nutricional
y su posible relacion con las variaciones del contenido de ADN. Inicialmente, determinamos
el contenido de ADN mediante citometria de flujo de pardsitos EpNeo, TFTMOBI1FL y
TfMOB1ANt incubados durante 24hs y 48 horas en medio TYM sin suero (estrés nutricional
moderado). Paralelamente, analizamos el contenido de ADN de las poblaciones de parasitos
EpNeo, TTMOBI1FL y TFTMOB1ANt en total ausencia de nutrientes (incubados 24 horas en
agua), tratamiento al cual denominamos “estrés nutricional severo”. Al comparar el
contenido de ADN de los parasitos en las distintas condiciones de cultivo, observamos que
los TfEpNeo tenian la capacidad de aumentar su contenido de ADN cuando se los sometia
a estrés nutricional. En condiciones normales de cultivo, los pardsitos del control EpNeo
presentaron un 12,2% de células con mas de dos veces su contenido de ADN. Cuando se
incubaron por 24hs y 48 horas en ausencia de suero, este porcentaje aumenté a 20,5% vy
22,5%, respectivamente. Los parasitos TIMOB1FL mantuvieron constante el porcentaje de
células con mas de dos veces el contenido de ADN, siendo 19,7%, 21,7% y 20,24% para los
pardsitos incubados en medio de cultivo estandar con suero, y sin suero a las 24hs y a las

78



48 hs, respectivamente. Por su parte, los parasitos TTMOB1ANt no mostraron variaciones
significativas en el porcentaje de células con mas de dos veces su contenido de ADN; ya sea
creciendo en medio con suero (21,51%) 6 en medio estandar sin suero durante 24 horas
(16,5%), 6 durante 48 horas (23,6%). Por otra parte, cuando la falta de nutrientes fue
absoluta (incubacion durante 24 horas en agua), tanto los parasitos EpNeo como aquellos
TfMOB1ANt presentaron un aumento significativo en el porcentaje de parasitos con mas de
dos veces el contenido de ADN. El porcentaje para los parasitos EpNeo fue del 33,18%, y
para los parasitos TTIMOB1ANt fue del 33,81%. Contrariamente, los parasitos TTMOBI1FL
mantuvieron el porcentaje de parasitos (23,7%) con mas de dos veces el contenido de ADN;
sin sufrir cambios significativos en comparacidn con aquellos parasitos incubados en medio
estandar conteniendo suero (Fig. 29). Estos resultados demuestran que los pardsitos que
sobreexpresaban la version TfMOB1FL mantuvieron constante su contenido de ADN
durante el estrés nutricional (moderado y severo), por ende, no fueron eficientes para
aumentar su contenido de ADN ¢ ploidia. Por otro lado, los pardsitos TFTMOB1ANt solo
aumentaron su contenido de ADN frente al estimulo de estrés nutricional severo.

Estos resultados nos sugieren una participacion de la TTMOB1 en el punto de control de |a
ploidia; y por ende en la regulacion del proceso de endoreplicacion del ADN que acontece
en T. foetus en situaciones de estrés.
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Figura 29: Analisis del contenido de ADN de parasitos TfEpNeo, TFMOB1FL y TfMOB1ANt.
Porcentaje de pardsitos con mas de dos veces el contenido de ADN de parasitos EpNeo, TFIMOB1FL,
TfMOB1ANt incubados en medio de cultivo estandar (sin estrés), en medio de cultivo estandar sin
suero (estrés moderado) durante 24hs y 48 hs, y 24 horas en agua (estrés severo). Las barras
representan en promedio de tres ensayos independientes. Las comparaciones se hicieron por
poblacidn de parasitos de a pares usando como control el valor de los pardsitos crecidos en medio
de cultivo estdndar. El test de analisis para cada comparacion fue el de test T.
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DISCUSION DEL CAPITULO 2

La familia MOB incluye un grupo de proteinas no cataliticas conservadas evolutivamente,
cuyos miembros estan implicados en la salida mitdtica (permiten la transicion de la mitosis
a la citocinesis), y la coordinacion de la progresién del ciclo celular con la polaridad y la
morfogénesis celular 163 169 145 170 Ectas proteinas suelen localizarse dentro de las células
relacionadas a las estructuras involucradas en la progresion del ciclo celular. En T. foetus,
observamos que MOBL1 se localiza en el citoplasma y el nucleo; y que dicha localizacién es
variable dependiendo de las fases del ciclo celular. Estos resultados coinciden con los
observados en Drosophila, donde la DMMOB1 presenta una localizacién celular similar 142,
En S. cerevisiae, se demostré que la localizacién subcelular de ScMOB1 es dinamica a lo
largo del ciclo celular ya que en |la anafase MOB1 se localiza en los cuerpos polares del huso
(equivalentes funcionales de los centrosomas en levaduras) y al final de la gemacién se
reubica en el cuello de la yema permaneciendo alli hasta la abscisién final 163, Otro estudio
demostré que MOB1 también colocaliza con Cdc14 en los cinetocoros de estos organismos
71 En S. pombe, MOB1 estd presente en los cuerpos polares del huso durante toda la
mitosis; y en las etapas tardias de dicho proceso se acumula en el anillo medio, donde se
forma el septo que completa la divisién celular *#’. En A. thaliana, la AtMOB1 se localiza en
el citoplasma, en la membrana plasmatica y en el nicleo. En humanos, la proteina MOB
tiene una localizacién dindamica: en el centrosoma durante la mitosis temprana, luego en la
zona media del huso y finalmente en el cuerpo medio en las etapas posterior es de la mitosis
(formacidn y funcién del huso mitdtico y citocinesis) 2. En cuanto a los protozoarios,
Tetrahymena acumula MOB1 en los cuerpos basales en el polo posterior de la célula . En
Toxoplasma gondii MOB1 se localiza entre los nucleos en formacion durante la divisiéon
celular ¥y en T. brucei, es citosdlica y excluye al nicleo durante la division celular 8, Estos
datos demuestran que la funcién conservada de MOB1 no depende completamente de una
localizacion subcelular conservada. En T. foetus la localizacion de MOB1 depende de las
fases del ciclo celular, y esto podria atribuirse al tipo de mitosis que presenta este
organismo (cerrada). En las mitosis cerradas es frecuente que las proteinas involucradas en
el proceso de divisién celular ingresen 6 salgan del nucleo a través de los poros nucleares
162 Nosotros observamos que durante la fase G1, la TFTMOB1 si bien se encuentra en el
citoplasma y el nucleo, la sefal nuclear es mads intensa; y que cuando los parasitos se
encuentran en las fases G2-M la sefial es mas homogénea en toda la célula. En este
contexto, recordemos que los trichomonadidos se dividen por criptopleuromitosis
(conservando la integridad de la envoltura nuclear durante todo el proceso), en la cual el
huso completo es extranuclear (incluidos centros organizadores de microtubulos 6 MTOCs,
el huso central y las fibras cromosémicas) 2 >1. Si consideramos que la TTMOB1 pueda estar
asociada funcionalmente a las estructuras involucradas en la mitosis; resulta coherente
considerar que durante las fases G2-M, la TFIMOB1 esté presente de manera homogénea en
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todo el parasito (6 sea que no se concentre en el nucleo, considerando que las estructuras
del huso que participan en estas fases se encuentran en el citosol).

Estudios realizados en levaduras, ciliados y en células humanas 1°° 149 165 173 174 175 indjcan

qgue la abundancia y localizacion de las proteinas MOB debe estar finamente regulada en
zonas definidas de las células para que desempefien su funcién de manera eficiente. La
ausencia de niveles correctos de proteina MOB en la regidon del surco compromete el
posicionamiento del plano de divisién y el mecanismo de abscision, es decir, la citocinesis
>7147 'En concordancia, los niveles de la mayoria de las proteinas implicadas en la progresién
del ciclo celular estan regulados a través de la expresion periddica de sus ARNm durante el
ciclo celular 176, La expresion de estos reguladores ocurre en dos ondas de expresion
durante las transiciones de las fases G1/S y G2/M. El grupo G1/S, comprende los genes que
regulan la sintesis del ADN (incluidos el metabolismo, la replicaciény la reparacién del ADN).
El grupo, G2/M, incluye a aquellos genes involucrados en la mitosis (ensamblaje del huso,
la segregacion cromosémica vy la citocinesis) 7. En este capitulo demostramos que existe
una expresion diferencial de Tfmob1 durante las fases del ciclo celular; siendo mas altos los
niveles de expresion en aquellos pardsitos que se encontraban en las fases G2-M del ciclo
celular; por ende, en parasitos durante divisidén activa. En concordancia, patrones similares
de expresiéon de la proteina MOB fueron observados en plantas, especificamente en M.
sativa, donde se determind un aumento en la expresidon del gen Msmob1 en tejidos con
proliferacion activa >’. Datos obtenidos en T. gondii y Eimeria tenella mostraron niveles mas
altos de ARNm de MOB1 durante la fase sexual de estos parasitos 178 179 180 181 Eny contraste,
en S. pombe, no se observaron cambios significativos tanto en los niveles de la proteina
MOB1 como en su ARNm a lo largo del ciclo celular *’. También determinamos que los
niveles de expresién de Tfmob1 eran bajos en parasitos incubados en condiciones estandar
de cultivo, y en condiciones de estrés nutricional estos niveles de expresion eran ain mas
bajos; lo cual concuerda con lo observado en D. melanogaster, donde la MATS se expresa
en niveles bajos en los tejidos en desarrollo como parametro normal 147,

Nuestros estudios de sobreexpresion para evaluar el efecto de la ganancia de funcién de
TfMOB1 demostraron que la sobreexpresion de TTMOB1provocd una disminucién en la tasa
de crecimiento y aumenté el porcentaje de parasitos en divisién. Estos resultados
concuerdan con lo reportado en T. gondii, donde la sobreexpresion de la proteina MOB1
generd un retraso en la tasa de replicacion de los taquizoitos (forma parasitaria del ciclo
asexual) 1%, En el tejido ocular de Drosophila, mutaciones en MATS (MOB1) generaron un
aumento en la proliferacion y la aparicion de tumores 12°. Es sabido que las vias Hippo estan
conectadas con los puntos de control del ciclo celular, asegurando que la célula complete
cada fase correctamente antes de avanzar al siguiente paso; y que esto contribuye a evitar
la proliferacion celular descontrolada. En S. cerevisiae, la via MEN (equivalente a la via hippo
de mamiferos) es fundamental para asistir las transiciones de metafase-anafase y M/G1 3>,
La via SIN en S. pombe permite la formacidén del septo, regulando asi el inicio de la
citocinesis 3% y una vez que los cromosomas son ensamblados correctamente, permite la
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transicion metafase-anafase mediante una relocalizacién celular de proteinas componentes
de la via 3>, En Trypanosoma brucei el silenciamiento de MOB1 afecta negativamente la
progresidon normal del ciclo celular, retrasando la mitosis sin afectar la citocinesis *°%. En
Drosophila la via Hippo interviene en varios de los puntos de control del ciclo celular.
Especificamente, MATS (MOB1 de Drosophila) se localiza en los centrosomas durante la
mitosis; es necesaria para la correcta segregacion de los cromosomas y la correcta
citocinesis. Mutantes de MATs (MOB1) detienen su crecimiento en la etapa larval del
segundo estadio y dichas larvas eventualmente mueren; y se ha postulado que la mutacidn
de MATS causa inestabilidad gendmica, lo que sugiere su participacion en la funcion del
punto de control del ciclo celular.

En los mamiferos los componentes de la via Hippo regulan el punto de control de ploidia,
los controles de la sintesis y dafio al ADN, la dindmica de los centrosomas y la mitosis 2.
En lineas celulares tumorales, se encontré que la sobreexpresiéon de LATS1 6 LATS2 indujo
el arresto en las fases G2/M y G1/S 18 184185 Tanto LATS1 como LATS2 se encuentran en el
centrosoma y su pérdida de funciéon resulta en una multinucleacién, amplificacién
centrosomal e inestabilidad gendmica; lo que sugiere un rol de ambas proteinas en la
progresion del ciclo celular 186 187 18 185 |5 proteina MOB1A en mamiferos modula la
duplicacion de los centrosomas y la orientacion del huso mitético 3. Se ha observado que
la deplecién de LATS 6 MOB1 prolonga la telofase (genera células con puentes intercelulares
persistentes), genera fallas en la citocinesis y afecta la transicion M/G1 6>,

Teniendo en cuenta que los pardsitos TTMOB1FL mostraron mayor cantidad de parasitos en
divisién y el rol de la MOB en otros tipos celulares a nivel de la citocinesis; nuestros
resultados nos sugieren que el retraso del crecimiento podria deberse a una alteracién en
el final de la mitosis en estos pardsitos. En los parasitos TFTMOB1ANt, a pesar de no
evidenciarse un retraso significativo en el crecimiento, se observé un incremento notable
en el porcentaje de parasitos en divisidn en comparacion con el grupo de control. Por lo
cual la delecion estaria generando un fenotipo que podria estar siendo compensado por la
proteina enddgena. Estos resultados estarian indicando que la porcién N-terminal de MOB1
seria importante para ejercer su funciéon durante la division celular, posiblemente debido a
la eliminacidn de los dos residuos fosforilables. En este contexto, se ha reportado que las
proteinas MOB se fosforilan y sufren cambios conformacionales que regulan la interacciéon
con las quinasas; y que mutaciones por ejemplo en el N-terminal de ScMob1 arrestan a las
levaduras en los estadios finales de la mitosis e inhiben la interaccién con la quinasa Dbf2p
(LATS1 en mamiferos) 1*°. Ademas, se describieron que las quinasas MST1/2 catalizaban la
fosforilacién de los residuos de aminodcidos Thrl12 y Thr35 de la HsMOB1, y que estas
modificaciones postraduccionales ralentizaban la progresion del ciclo celular '°'. En
mamiferos, la fosforilacion de MOB1A/B dependiente de MST1/2 también afecta la
transicidon de mitosis a G1 °1. Ademas, las células con MOB1A no fosforilable se caracterizan
por una progresion acelerada a través de G1/S, pero el mecanismo no se ha explorado mas
a fondo %1, Sin embargo, dada la estrecha interaccién entre MOB1A/B y LATS1/2, serd
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interesante analizar si MOB1A/B, de la misma manera que LATS1/2, media la transicion
G1/S a través de un mecanismo similar en el punto de control de tetraploidia G1 6 punto
de control de dano al ADN. Es interesante destacar también que, en los Ultimos afios, se
considera que las MOB ademas integran complejos distintos donde pueden no tener socios
quinasas; lo que estaria indicando que estamos lejos de tener una imagen completa de sus
funciones celulares y la multiplicidad de vias de sefalizacion en las que participan. Esta idea
esta respaldada por el hecho de que MOB y otros miembros de las vias de Hippo se han
asociado con la biogénesis y la funcién de los cilios *°. Esto demuestra que tanto la
fosforilacién como el extremo N- terminal de la proteina MOB tendrian roles variables
dependiendo del tipo celular y las diferentes cascadas de sefalizacidn; por lo cual el efecto
de la delecidn del extremo N-terminal de TFMOB1 requiere de un analisis mas detallado
para confirmar su rol en estos parasitos.

Por otro lado, en las lineas celulares de eucariotas superiores, se sabe que el suero actua
como un fuerte inhibidor de la via Hippo; por ende, en presencia de los componentes del
suero, esta via se reprime, favoreciendo la proliferacion celular 2. T. foetus, en ausencia
de suero en el cultivo, detiene su divisién celular. En este contexto, demostramos que la
sobreexpresiéon de la proteina TfTMOB1 mantuvo a los parasitos con bajas tasas de
crecimiento tanto en presencia como en ausencia de suero, a diferencia de los pardsitos
control donde solo la falta de suero redujo significativamente la tasa de crecimiento.
Adicionalmente, se observé que los parasitos que sobreexpresaban la versién truncada de
la proteina TTMOB1, aunque disminuyeron la tasa de crecimiento, no lo hicieron tanto como
los parasitos de control, posiblemente debido a un efecto funcional de la proteina en su
version truncada. Estas comparaciones de las tasas de crecimiento sugieren que la proteina
TfMOB1 tendria un rol en la regulacién de la proliferacion celular Unicamente en
condiciones nutricionales favorables; y mantener la via en la que participa activada de
manera continua, podria mantener baja la proliferacion celular. En condiciones
nutricionales adversas, el descenso en la tasa de replicacion pareceria ser independiente de
MOB1.

Durante la transicion G1/S, periodo entre el final de la fase G1 y el inicio de la fase S donde
se sintetiza el ADN, la célula evalua si las condiciones son adecuadas para pasar a la fase de
replicacion del ADN (punto de control de ploidia)'®® 17, Se sabe que tanto la via MEN en S.
cereviciage *> como la via Hippo en mamiferos y Drosophila son las encargadas del
mantenimiento de la ploidia *** 1. En situaciones donde no se garantiza la estabilidad de
la ploidia estas vias se activan impidiendo la continuacién de la proliferacion celular 1> 153,
En células tumorales mamarias, se ha reportado que los genes que pertenecen a la
transicion G2/M estan regulados negativamente en las células poliploides; los genes
involucrados en la transicién G1/S son regulados positivamente, y los genes relacionados
con la citocinesis se encuentran regulados negativamente 1°3. Como describimos en el
capitulo 1, T. foetus en condiciones de estrés nutricional es capaz de llevar a delante una
serie de endociclos y aumentar su contenido de ADN sin realizar la citocinesis final,
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generando células poliploides '%°. Los resultados del presente capitulo nos sugieren que en
condiciones donde el parasito T. foetus tiende a endoreplicar su ADN es necesario que la
proteina TFIMOB1 presente bajos niveles de expresién; ya que los resultados obtenidos
demuestran que la sobreexpresién constante de TfMOB1 disminuye la capacidad de
endoreplicacién del parasito en condiciones de estrés nutricional. Resultados similares se
observan durante la formacion de las células gigantes del trofoblasto; las cuales pasan por
un estadio de endociclos y aumento de la ploidia; y durante este proceso, los niveles de
expresion de LATS (quinasa a la cual se une la MOB1) se ven disminuidos durante la
diferenciacidn °°. En levaduras, lineas mutantes para MOB1 presentan un aumento de la
ploidia %3, En este contexto, se ha observado también que en células de mamiferos
poliploides la via Hippo se ve activada '*°. Recordemos que las células que sobreexpresan
LATS muestran una reduccion en el numero de células poliploides, por ende, un aumento
en los niveles de LATS previene la formacion de endociclos. Estos resultados respaldan la
funcion reguladora de la via Hippo, particularmente a través de LATS, en el control de la
ploidia 1. Y que ademds MOB1 y LATS son co-participes del punto de control de la ploidia
(ver Fig. 20).

En sintesis, nuestros resultados nos indican que la sobreexpresion de la proteina MOB1 en
T. foetus mantiene estable el contenido de ADN en los parasitos indiferentemente si hay 6
no aporte de nutrientes. En cuanto al fenotipo de los parasitos sobreexpresando la version
truncada de la proteina MOB (TfMOB1ANt), éstos no fueron eficientes para inducir la
endoreplicacion frente al estrés moderado, pero si frente a un estrés severo. Si
consideramos que el gen Tfmob1 mostré mayores niveles de expresidn en parasitos que se
encontraban en la fase G2-M; y que parasitos sobreexpresando la proteina MOB1
mostraron retraso en el crecimiento sumado a la presencia de mayor cantidad de células
en divisidn; nuestros resultados nos estarian sugiriendo un rol de esta proteina en los
puntos de control del ciclo celular de las fases G2-M de estos pardasitos (ver Fig. 20).
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CONSIDERACIONES FINALES

Durante el desarrollo de esta tesis realizamos nuevos aportes relacionados a la
caracterizacidén de la divisidn celular del parasito Tritrichomonas foetus. A lo largo de los dos
capitulos, hemos contribuido significativamente al conocimiento de las diversas formas de
division que presenta el parasito; asi como también pudimos caracterizar una proteina en
particular, y establecer su relacidon con la regulacion del proceso de division en estos
protozoarios. En el capitulo 1 reportamos que el parasito puede ser multinucleado durante
su ciclo de vida y que esta multinuclearidad se ve favorecida por el estrés de tipo nutricional.
A su vez demostramos que estas formas multinucleadas pueden dar origen a varios
parasitos en condiciones normales; evidenciando la existencia del mecanismo de fision
multiple en T. foetus. También logramos demostrar que T. foetus es capaz de endoreplicar
su ADN si es sometido a condiciones de estrés nutricional; lo cual representaria una
interesante estrategia de supervivencia y proliferacion para este microorganismo; sobre
todo si asociamos este proceso con la fision multiple mencionada previamente, y con las
estructuras similares a quistes (CFW+) también descriptas en este trabajo. Finalmente,
pudimos identificar genes que podrian estar relacionados con el proceso de endoreplicaciéon
del ADN en este protozoario; los cuales seran blancos de futuros estudios a abordar por
nuestro grupo de trabajo. Teniendo en cuenta la relevancia de la existencia de este proceso
en la naturaleza, es importante destacar que nuestros resultados también podran contribuir
a la comprension de este proceso en otros tipos celulares. En el capitulo 2, caracterizamos
por primera vez una proteina de la via Hippo en este protozoario (TfMOB1); revelamos su
relacion con la progresion del ciclo celular del parasito; y pudimos demostrar que TTMOB1
estaria regulando de forma negativa la endoreplicacion del ADN.
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