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RESUMEN

Con el interés de ampliar nuestros estudios sobre el sistema de actina en
T.cruzi y su regulacioén, iniciamos la caracterizacion molecular del gen de
profilina. En eucariontes superiores es una de las proteinas de unién a actina
monomérica 1:1 y su funcién esta en la regulacién de la polimerizacién de actina
en microfilamentos. Se amplific6 a partir de DNA gendmico una sonda
homologa de 349 nt utilizando oligonucleétidos disefiados a partir de una
secuencia de expresion (EST) depositada en GenBank (Al034988-TENG0048
T.cruzi). Analisis de Blast de esta secuencia dentro del la base de datos del
proyecto de genoma de T. cruzi, identific6 dos contigs conteniendo las dos
variantes haplotipicas que se sabe existen en la cepa CL-Brener (Esmeraldo y
No Esmeraldo). Se utilizo la sonda homéloga para aislar un fragmento de 7.1 kb
delimitado por EcoR | en una biblioteca genémica. Este fragmento contiene una
secuencia de 2.1 kb rio abajo del gen de profilina que se encuentra ausente en
los contigs del proyecto de genoma de T. cruzi. Los datos de la secuencia
fueron utilizados para ensamblar cinco contigs diferentes. EIl gen se expresa
como un mensajero de 0.7 kb, tamafio suficiente para codificar para una
proteina de 150 aa. Del andlisis de los sitios de procesamiento del RNAmM
identificados al comparar con secuencias de las clonas gendmica y cDNA, se
determind que las regiones no traducidas son de tamafio similar a las reportadas
para otros RNAm en T. cruzi. El mensajero tiene una vida media de 3 h en fase
media logaritmica y se demostr6 que el RNAmM se estabiliza durante la fase
estacionaria, como se ha detectado para otros genes de mantenimiento. Se
subcloné el gen que codifica para la proteina y para un péptido recombinante en
un vector de expresion. Sin embargo, no fue posible inducir su expresién. Se
efectud la prediccion de la estructura terciaria de profilina de T. cruzi y se
encontré que la estructura terciaria contiene las siete cadenas beta antiparalelas
flanqueadas por cuatro alfa hélices tipicas de las profilinas. Asi mismo, se
demostré que la insercion de 19 residuos hacia el extremo carboxilo de la
proteina descrito en T.brucei, también se encuentra presente en T.cruzi y

Leishmania. El papel fisiologico de esta insercion necesita ser estudiado.



ABSTRACT

To continue the study of the actin system and its regulation in T.cruzi, we began
the molecular characterization of the profilin gene. In eukaryotes, profilin forms a
1:1 complex with monomeric actin that it is involved in the regulation of actin
polymerization into filaments. A homologue gen probe of 349 nt, was amplified
by PCR from genomic DNA using two primers designed on a EST sequence
encoding for profilin and deposited in GenBank (accession number Al034988-
TENGO0048 T.cruzi). Blast analysis of this sequence in the T. cruzi Genome
Database identified two contigs containing the two variant haplotypes known to
exist in the CL-Brener strain (Esmeraldo and Non-Esmeraldo). The homologue
probe was used to isolate a 7.1 kb-EcoR | delimited DNA fragment from a
genomic library. This fragment contained a 2.1 Kb sequence downstream the
profilin gene absent the T. cruzi Genome contigs. This data was used to
assemble 5 different contigs. The profilin gen was expressed as a 0.7 kb RNA
big enough to encode for a 150 amino acids protein. Genomic and cDNA
sequence analysis allowed us to identify the precise location of the sequences
involved in mRNA processing. The length of the 5° and 3" untranslated regions
were within the expected range for T. cruzi mRNAs. The half-life of the transcript
was 3 h in mid-log phase, but it was stabilized during stationary phase of growth,
as it occurs with other housekeeping genes. Subcloning of a recombinants
profilin and peptide in an expression vector was carried out. However it wasn't
possible to detect protein expression. A predictive model of the tertiary structure
of profilin T.cruzi was obtained and was demonstrated it presents seven beta
sheets packed into antiparallels surrounded by four alpha helices characteristic
of other profilins. We also demonstrated that a 19 aa insertion at the C terminus
of T.brucei is also present in T.cruzi and Leishmania. The physiological role of

this insertion remains to be determined.



1.INTRODUCCION

1.1 Generalidades de los Cinetoplastidos.

Los cinetoplastidos son protozoarios flagelados que se caracterizan por la
presencia de una estructura celular, el cinetoplasto. Esta estructura es una
intrincada red de moléculas circulares de DNA mitocondrial que se localiza en la
base del flagelo. Este orden se ha subdividido en tres familias:
Trypanosomatidae, Bodanidae y Cryptobiidae (Stevens et al., 2001). Estos
organismos pueden ser de vida libre; encontrarse en ambientes acuaticos;
parasitar plantas, organismos vertebrados e invertebrados y pueden tener ciclos
de vida mono o digenéticos (que incluyen invertebrados hematofagos). A pesar
de estas diferencias se ha sugerido que estos organismos provienen de un
ancestro de vida libre comun (Wrigth et al., 1999).

1.2. Familia Trypanosomatidae.

La familia Trypanosomatidae se caracteriza por tener un solo flagelo y el
cinetoplasto, a ella pertenecen tres especies de importancia médica:
Trypanosoma cruzi, Leishmania major y Trypanosoma brucei, cuyos genomas
estan secuenciados. Los tres pardsitos presentan en comun estructuras

celulares de interés bioldgico (figura 1) entre las que se destacan:

Citoesqueleto: esta constituido por un corset subpellicular, el axonema, el

baston paraflagelar, el cuerpo basal y la zona de adherencia del flagelo (De
Souza, et al. 1999). EIl corset subpellicular esta compuesto por una red de
microtubulos entrelazados que se encuentran adosados a la membrana celular a
la cual recubren casi en su totalidad, con excepcion del &rea correspondiente al
bolsillo flagelar. EIl flagelo sale del bolsillo flagelar, se dobla hacia delante
permaneciendo adosado al cuerpo del parasito, dando la apariencia de una

membrana ondulante y emerge en forma libre en su extremo anterior (Gull,



2003). Posee un axonema con una estructura basica similar a la de otros
organismos flagelos, esto es un patron de microtubulos de 9+2 y una estructura
filamentosa altamente organizada que lo acompafia en toda su longitud y que se
denomina bastén paraflagelar. La longitud del flagelo varia de acuerdo al
estadio del ciclo de vida del parésito, en amastigotes mide solamente 1um,
mientras que en epimastigotes y tripomastigotes llega a medir 20 um (De Souza
2002).

Citostoma

Axonema
Basillo
paraflagelar

Acicocalsisoma
1

Aparato |
DeGolg | |

Bolsillo
flagear

Ciretlasto  s—

Nicleo |
"

5 Nuckolo
Mitocondria

k
Il'q. !
Reservosana

Microti bulos
Subpeliculares

Figura 1. Estructura celular de T. cruzi. Figura que esquematiza algunas estructuras
celulares, tomada de De Souza Mem Ins Oswaldo Cruz 94:17-36, 1999.

Bolsillo flagelar: es una invaginacion de la membrana plasmatica, carente de

microtUbulos, desde donde emerge el flagelo y en donde se lleva a cabo el proceso
de endocitosis. En epimastigotes y amastigotes de T. cruzi, contiene una
invaginacion profunda de la membrana plasmatica (la citofaringe) que puede llegar
hasta la region nuclear. EIl orificio de salida se conoce como citostoma. Las
moléculas endocitadas son internalizadas en el fondo de la citofaringe de donde se

desprenden las vesiculas endociticas (Waghabi et al., 2005).



Reservosomas: estructuras vesiculares de membrana Gnica que contienen

lipidos y proteinas, que se originan a través de la fusién y maduracion de vesiculas
endociticas. Aqui se acumulan grandes cantidades de cruzipaina que es la
principal proteinasa de cisteina presente en T. cruzi. Los reservosomas son
organelos de reserva que son utilizados por los epimastigotes cuando se

encuentran creciendo en un medio escaso de nutrientes (De Souza 2002).

Cinetoplasto: corresponde a una condensacién de DNA localizada en el
interior de la mitocondria Unica. Esta condensacién se encuentra adyacente al
cuerpo basal flagelar. ElI DNA mitocondrial consiste de una red altamente
estructurada compuesta de moléculas circulares de DNA entrelazadas que
reciben el nombre de maxicirculos y minicirculos. Los maxicirculos contienen
los genes que codifican para los RNAr mitocondriales y para proteinas
hidrofébicas mitocondriales involucradas principalmente en el proceso de
fosforilacion oxidativa. Los minicirculos codifican para los RNA pequefios guia
gue controlan el proceso de edicion de los mensajeros transcritos en los
maxicirculos (Estévez, 1999). Los RNA de transferencia mitocondriales se

codifican en el ndcleo y se importan a la mitocondria.

Glicosoma: es el peroxisoma de los tripanosomatidos. Se caracteriza por
contener enzimas catalasas, oxidasas, ademas de las enzimas glicoliticas
involucradas en la conversion de glucosa a 3-fosfatogliceraldehido (De Souza
2002).

Los tres tripanosomatidos patégenos, comparten caracteristicas
generales pero cada uno es trasmitido por diferentes vectores y tienen
caracteristicas particulares durante su ciclo de vida. Debido a que el modelo de
estudio aqui trabajado es T. cruzi, se describe con detalle la enfermedad que
este produce, su ciclo de vida, y aspectos moleculares de su organizacion y

expresion geénica.



1.3. Trypanosoma cruzi.

Protozoario, parasito y agente causal de la enfermedad de Chagas o
Tripanosomiasis Americana, se distribuye exclusivamente en el Continente
Americano. El ciclo de vida incluye dos huéspedes: insectos hematdfagos
(Garcia y Azambuja, 1991) y a vertebrados (Miles, 1978). Los insectos
transmisores de la enfermedad de Chagas pertenecen a la familia Hemiptera

Reduviidae, subfamilia Triatominae (figura 2).

Frratoma dpnidiate

Figura 2. Triatoma sordida y Triatoma dimidiata. Dos de las especies responsables de la
transmision de la enfermedad de Chagas (www.sucen.sp.gov.br./.../chagas/t.sordida_gde.jpg
y www.mex.ops_oms.org/.../chagas/t_dimidiata.jpg )

1.3.1. Ciclo de vida.

En México existen de 30 a 34 especies de estas chinches conocidas
como “besuconas”, “hociconas” o “trompudas” que son de habitat selvatico.
Algunas especies se han adaptado a los ambientes peri domésticos, es decir en
convivencia con los humanos lo que facilita su transmision (Sandoval et al.,
2008). El ciclo de vida (figura 3) se inicia cuando una chinche se alimenta por la
picadura y succién de la sangre de un vertebrado infectado con tripomastigotes
sanguineos de T. cruzi. En el intestino se diferencian a epimastigotes, los

cuales se dividen repetidamente por un proceso de fision binaria (Zeledon et al.,



1997). Al llegar a la cloaca una cierta proporcion de epimastigotes se
transforman en tripomastigotes metaciclicos; los cuales son eliminados con las
heces al momento de alimentarse el insecto. Los tripomastigotes entran al
vertebrado a través de excoriaciones de la piel y mucosas, invadiendo después
las células hospederas. Dentro de las células, los tripomastigotes se redondean
para formar amastigotes, los cuales se multiplican intracelularmente por fision
binaria para posteriormente transformarse en tripomastigotes sanguineos. Esta
forma de tripomastigote se libera al torrente sanguineo por la lisis de la célula
parasitada con posibilidad de infectar otras células o de nuevo infectar un

insecto triatbmino, cerrando asi, el ciclo de vida aqui descrito.

P 75

Epimastigotes (replicativos)

oS

v

Tripomastigotes
metaciclicos

Tripomastigotes (no replicativos)

sanguineos
(no replicativos)

Figura 3. Ciclo de vida de T. cruzi y estadios morfoldgicos. Los tres diferentes estadios
segun su morfologia microscépica se incluyen en el recuadro: epimastigotes,
tripomastigotes y amastigotes.



1.3.2 Enfermedad de Chagas.

En Latinoamérica, esta enfermedad representa un serio problema de
salud publica y se estima que existen aproximadamente 100 millones (25 % de
los habitantes de Latinoamérica) de personas en riesgo de infectarse, y entre 16
y 18 millones de individuos ya infectados (figura 4) (WHO, 2002).

Chagas Disease

B Chagas Endemic Countries
WHO/CTD, May 1396

Figura 4. Paises en donde la enfermedad de Chagas es endémica.

www.dndi.org.br/imagens/mapa_doenca_chagas.jpg

La enfermedad asociada con la infeccion de T. cruzi presenta tres etapas
en humanos. La fase aguda, la cual aparece poco después de la infeccién, se
caracteriza por una alta parasitemia y una inflamacién severa en el sitio de
entrada del parasito conocida como Chagoma. Cuando la entrada es a través
de la mucosa oftalmica la inflamacion resultante recibe el nombre de signo de
Romana, figura 5A. La etapa intermedia puede durar de 5-40 afos, tiempo en

donde la respuesta inmune reduce la cantidad de tripanosoméatidos en



circulacién, por lo que es asintomatica. La fase cronica se desarrolla en 30-40 %
de los pacientes infectados, los 6rganos mas afectados son: el corazdn
(cardiopatia chagasica) (figura 5B), intestino y tejido nervioso (Parada et al,
1997).

4

Figura 5. Enfermedad de Chagas. A) Infante con signo de Romafia, inflamacion peri-
oftdlmica que ocurre como consecuencia de la infeccion via mucosa ocular
www.travelclinic.it/image/Trip03.jpg. B) Radiografia de térax que muestra crecimiento
del corazén secundario a enfermedad de Chagas
www.fac.org.ar/fec/chagas/c11mitel/mitel2.jpg

La ruta de infeccion principal se establece a través de la transmision por
el vector, pero una segunda ruta se presenta por transfusion sanguinea en
zonas urbanas. La seroprevalencia en Bancos de Sangre regionales de México
anti-T. cruzi es de 0.75-1.5 % (Guzméan-Bracho, 2001). En Estados Unidos, el O-
0.5% de la poblacion presenta anticuerpos contra el parasito, la mayoria
inmigrantes de areas endémicas de Latinoamérica que residen en ese pais
(Buekens et al. 2007). La tercera ruta de infeccion se da por transfusion
materno-fetal de T. cruzi, en madres embarazadas cronicamente infectadas. En
dos regiones endémicas de México (Chiapas y Veracruz) se detecté que el
4.1% de las mujeres embarazadas eran seropositivas para T. cruzi, sin

embargo, no se encontrd una transmision vertical (Olivera, 2006).



1.3.3 El proyecto de genomade T. cruzi (TcruziDB. http://TcruziDB.org)

En Julio de 2005 la revista Science publico los genomas de los tres
principales tripanosomatidos de importancia médica: Leishmania major (lvens et
al. 2005), Trypanosoma brucei (Berriman et al., 2005) y T. cruzi (El-Sayed et al.,
2005a). Estas publicaciones fueron acompafadas de un articulo de gendémica
comparativa entre estas especies (El-Sayed et al., 2005b). T. cruzi cepa CL
Brener fue seleccionada para el proyecto de genoma por ser la mejor
caracterizada experimentalmente (Zingales et al., 1997). Para T. cruzi se
reconocen dos linajes genéticos: T. cruzi 1y T. cruzi Il (Nunes, 1997). T. cruzi |
esta asociado con el ciclo de transmision selvatico e infeccidbn a marsupiales.
T.cruzi 1l esta asociado al ciclo de transmision domeéstica e infeccion a
mamiferos, de este linaje se agruparon cinco subgrupos: lla, llb, lic, lid y lle.
Ya empezado el proyecto de genoma se hizo evidente que la cepa CL Brener es
un hibrido derivado del subgrupo Ilb y del subgrupo llc (que a su vez hibrido
derivado de T. cruzi | y T. cruzi Il). Durante el ensamblaje del genoma se
identificé una alta variacion alélicas. El analisis comparativo de las secuencias
identificadas con las del genoma de la cepa Esmeraldo (subgrupo Ilb) permitié
distinguir dos haplotipos los cuales fueron denominados Esmeraldo y No-
Esmeraldo. De los 22,570 genes identificados, 6159 corresponden al haplotipo
Esmeraldo, 6043 No Esmeraldo y 10,368 representan genes que no pudieron
ser asignados a un haplotipo particular. En promedio la divergencia entre los
dos haplotipos es de 5.4%, y las regiones codificadoras son mas conservadas
que las intergénicas (una diferencia del 2.2%). Las diferencias en el nUmero de
genes asignados especificamente a un haplotipo (6159 vs. 6043) se deben,
probablemente, a la cantidad de copias de genes especificos encontrados en
cada uno de ellos. Por ejemplo, la actina convencional, que previamente hemos
caracterizado (Cevallos et al., 2003), se encuentra codificada por tres genes, dos
de ellos estan presentes en un alelo y uno en el otro. Otro ejemplo descrito en

nuestro laboratorio es el gen que codifica para la proteina ribosomal S4 que
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también se encuentra codificada por tres genes, dos se encuentran en un alelo y

el tercero en el otro (Pérez-Escobar et al. 2007).

Con respecto al estudio de la expresion proteémica de T. cruzi (Atwood I
et al. 2005) describe que el 30 % de los genes analizados que codifican para
proteinas son expresados en todos los estadios examinados, otros no se

expresan.

1.3.4 Organizacion genomica.

En tripanosomatidos, las regiones codificadoras estan organizadas en
“tAndem” separadas por regiones intergénicas pequefias de entre 100 - 400
nucledtidos y con la misma polaridad para genes que se transcriben
policistronicamente (Stiles et al. 1999). La presencia de “clusters”, grupo de
genes con la misma orientacion para su transcripcion, la mayoria
correspondientes a genes de mantenimiento, se ha sugerido que funciona como
un mecanismo que permite incrementar la abundancia de los transcritos de
aguellas proteinas que son altamente expresadas. En cambio los genes del
miniexén o “spliced leader”, que proporcionan el casquete (“cap” nucleétido 7-
metilguanilato) durante el procesamiento de los RNA mensajeros, se encuentran
en unidades de transcripcidbn monocistronica con su propio promotor localizado
justo corriente arriba de cada uno de los genes (Gilinger et al., 2001), agrupados
en tAndem con aproximadamente 200 genes (Agabian et al. 1990) y codificados

en una regién particular del genoma.
1.3.5. Transcripcion.

Al igual que los eucariontes superiores, la transcripcién de los genes en
tripanosomatidos se lleva a cabo por tres tipos de RNA polimerasas (RNAP). La

RNAP | transcribe los genes RNA ribosomales a excepcion del 5S, la RNAP I

transcribe los genes codificadores para proteinas y el spliced leader que confiere
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el cap a todos los mensajeros, y finalmente la RNAP Il transcribe los RNA de
transferencia, el RNA 5S y los RNA nucleolares pequefios (Geiduschek et al.
2001).

El promotor para la RNAP |, se encuentra localizado a 1.8 kb del cistron
ribosomal y ha sido caracterizado en el laboratorio (Figueroa-Angulo, et al.,
2006). También se ha caracterizado el promotor de RNAP Il que determina la
transcripcion del miniexon (Luo et al., 1999; Gilinger y Bellofatto, 2001). En
cambio, no se ha podido detectar la presencia de promotores que medien la
transcripcion de las regiones codificadoras para proteinas. Sin embargo, se
sabe que estos genes se transcriben de manera policistronica, dando lugar a un
transcrito primario, el cual es procesado generando los mensajeros maduros y
cuyos niveles son regulados post-transcripcionalmente. Para el promotor de
RNAP Ill se han descrito algunos elementos y cajas que regulan la transcripciéon
(Hernandez-Rivas et al., 2007).

1.3.6 Procesamiento de los RNAmM.

Al igual que en otros eucariontes cada RNAm de tripanosomas es cortado
a partir de un precursor y modificado en los extremos 5’ y 3. En tripanosomas
las unidades policistronicas son procesadas co-transcripcionalmente a través de
los mecanismos de “trans-splicing” y poliadenilacion (figura 6) generando RNA
mensajeros maduros que son traducidos. El trans-splicing es un mecanismo
mediante el cual el extremo 5" de todos los RNAmM es procesado por la insercion
de un pequefio RNA de ~ 39 nucleoétidos transcrito en otro sitio del genoma
(miniexon o “spliced leader”) y que confiere el cap (Boothroyd et al., 1982). En
estos organismos el mecanismo de “trans-splicing” y poliadenilacién parecen
estar acoplados, pues se dan en un rango acotado de distancia de ~ 100-400
nucleotidos, dependiendo de la especie (LeBowitz et al., 1993), y ambos eventos
son dependientes de una region rica en polipirimidinas localizadas dentro de las
regiones intergénicas (Campos et al., 2008). Mientras no ha sido posible

identificar una sefial de poliadenilacion rio arriba de la regiéon rica en
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polipirimidinas, si se ha podido identificar al dinucle6tido AG rio abajo de esta
region como el sitio aceptor aceptor del SL (Huang et al., 1991; Schurch et al.,
1994). En un estudio in silico de los UTRs (regiones no traducidas) de T. cruzi
se estimé que las regiones no traducidas en el extremo 5’ presentan una
longitud media de 35 nucleétidos y las del extremo 3’ una longitud media de 137
nucleodtidos. Casi el 90% de los 5" UTR tienen menos de 50 nty el 91% de los
3" UTR son menores de 500 nt (Campos et al., 2008). EIl tamafio mas largo de
los 3 UTR es congruente con otros estudio en los que se identificaron
secuencias regulatorias rio abajo de la region codificadora (Silva et al., 2006).
Muchos de estos elementos regulatorios analizados son responsables en
controlar la estabilidad del RNAm, lo que constituye el principal mecanismo
involucrado en la expresion diferencial en T. cruzi (Haile y Papadopoulou,
2007).

Polll Pol Il
PR G I
Transcripcion y adicion © Transcripcion policistronica
del cap

ol Ve I
SL SL

Trans-splicing y

poliadenilacion

L s VYR, e— YL s PN

mMRNAs
maduros

Figura 6. Expresion de RNAm en tripanosomatidos. Los RNAmM maduros se producen por
la union de transcritos generados en dos unidades de transcripcion. Los genes del spliced
leader con su promotor individual y la region codificadora de los mensajeros que
generalmente se producen policistronicamente. Se destaca la presencia de un cap (e)
presente en el extremo 5" del RNAm en el SL. El trans-splicing y la poliadenilacion son
procesos acoplados que ocurren en la region intergénica transcrita en el pre-RNAM
policistronico. Genes de spliced leader: cajas negras, SL; cap, punto rojo; promotores,
flechas; el tracto de pirimidinas y sitio aceptor de spliced AG, ambos dentro de la burbuja

azul. Tomado de tesis Perez-Escobar 2008.
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1.4. Citoesqueleto en Eucariontes.

El citoesqueleto en eucariontes superiores es una estructura celular
compuesta principalmente de tres tipos de fibras: microfilamentos, filamentos
intermedios y microtubulos. Estas fibras se forman por la polimerizacion de
subunidades proteicas. Los microfilamentos y microtubulos se dan por la
polimerizacién de subunidades de actina y tubulina respectivamente, en cuanto a
los componentes de los filamentos intermedios, tienden a ser variables de un tipo

celular a otro, de una especie animal a otra y de condiciones fisioldgicas.

1.4.1. Citoesqueleto de Actina.

Las principales funciones del citoesqueleto de actina estan relacionadas
con la motilidad celular y cambios de forma de la célula durante el ciclo celular.
También participa en la organizacion del citoplasma para generar fuerzas
mecanicas dentro de la célula en respuesta a diversas sefales extracelulares, es
esencial para algunas actividades contractiles y para controlar las interacciones

celulares, la adhesion molecular, y el transporte intracelular (Alberts et al., 2002).

1.4.1.1 Actina.

Actina es una proteina intracelular abundante en todas las células
eucariontes conformando el 5% al 10% del total de proteinas. En promedio
contiene 375 aminoacidos y un peso molecular = 42 kDa. En los vertebrados se
tienen identificadas seis isoformas de actina codificadas por una familia de
genes y con una distribucion tejido especifica: actina o de musculo esquelético,
actina o de musculo cardiaco, actina o de musculo liso de aorta, actina o de
musculo liso de estdbmago y, las actinas citoplasmicas B y y presentes en todas
las células. En la actualidad, actina es reconocida como una de las proteinas
mas conservadas, abundantes y versétiles de las células eucariontes. Las

actinas mas divergentes como la de los protozoarios, tienen mayor parecido a la
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y actina citoplasmica de vertebrados, compartiendo similitudes del 65% al 70%.
Los datos cristalograficos indican que actina es una proteina globular
conformada por dos dominios conectados por una bisagra. La molécula
presenta una hendidura que forma sitios de union tanto para el cation divalente
(generalmente Mg**en las células) como para un nucleétido ATP o ADP. Actina
tiene la actividad intrinseca de ATPasa convierte ATP-actina en ADP-actina y
libera el fosfato (Paavilainen et al., 2004). Los dominios de actina llamados
originalmente como grande y pequefio (aunque ahora se sabe que tienen casi el
mismo tamafio) son divididos en subdominios. ElI dominio pequefio esta
compuesto de los subdominios 1 y 2 mientras que el dominio grande esta
compuesto de los subdominios 3y 4.

La mayoria de las funciones de actina requieren la formacion de
filamentos, también conocidos como microfilamentos. La actina presente en
estas estructuras recibe el nombre de actina F. A la forma monomérica de la
proteina se le llama actina globular o actina G (Alberts et al.,, 2002). Los
microfilamentos son fibras flexibles de aproximadamente 7 nm de diametro y
varios micrometros de longitud. Cada microfilamento esta constituido por dos
hebras de polimeros de actina con la misma polaridad, que se enrollan para
formar una estructura helicoidal doble, entrecruzandose las hebras cada 13
subunidades. Cada monomero de actina tiene sitios de unién en su superficie
gue le permiten asociarse a través de una interaccion cabeza-cola con otros dos
monomeros generando el filamento helical. Debido a que todos los monémeros
de actina estan orientados en la misma direccion se pueden distinguir dos
extremos: mas y menos. Esta polaridad se distingue facilmente con la
“decoracion” con fragmentos S1 de miosina los cuales se unen a las moléculas
de actina en el filamento formando una serie de proyecciones laterales dirigidas
en una direccion, que a nivel de microscopia electronica adquiere la apariencia
de flecha, lo que da orientacion al filamento. A partir de este ensayo se

nombraron extremo punteado y barbado a los extremos mas y menos,
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respectivamente, del filamento. La polaridad del microfilamento es importante

para su ensamblaje (Alberts et al., 2002).

Los estudios de polimerizacién in vitro de actina globular purificada han
aportado datos importantes para describir a los filamentos ensamblados
espontaneamente. El primer paso en la polimerizacion de actina, llamado
nucleacion, es la formacion de un agregado de tres mondmeros de actina unidos
a ATP. In vitro es posible alongar estos complejos por la adicion reversible de
mondémeros en ambos extremos, sin embargo, el extremo mas crece cinco
veces mas rapido que el extremo menos. Actina tiene actividad intrinseca de
ATPasa, que resulta en la conversion de ATP-actina a ADP-actina después del
ensamblaje del filamento. Sin embargo, los mondémeros con ATP se unen mas
facilmente al flamento que aquellos que contienen ADP. Existe un equilibrio
entre los monomeros y los filamentos dependiendo de la concentracién de los
monomeros libres: la velocidad con la cual un mondémero se incorpora al
filamento es proporcional a su concentracion. Se define como concentracion
critica a la concentracion de mondmeros con la cual la velocidad de ensamblaje

es igual que la de desensamblaje (Yarmola et al. 2006).

1.4.1.2. Proteinas de unién a actina (ABPs).

En las células el proceso de polimerizacion de actina esta regulado por
una gran variedad de proteinas de unién a actina (ABPs). Las actividades de las
ABPs estan controladas por varias rutas de sefializacion celular. Muchas de
estas proteinas reguladoras de actina son especificas de determinados phyla y
por lo tanto estan involucradas en procesos diferenciados y peculiares en dichos
grupos. Sin embargo, un subgrupo de seis clases de proteinas de unién a actina
monomeérica estan conservadas entre los eucariontes, de tal manera, que parece
tener funciones de regulacion en procesos citoesqueléticos comunes a todos los
tipos celulares (Paavilainen et al., 2004). En organismos unicelulares, como las

levaduras, tipicamente solo se tiene una isoforma de cada una de las seis clases
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de ABPs de unibn a monomeros de actina, mientras que organismos
multicelulares se encuentran varias isoformas de tejido especifico. Dado que
este grupo de proteinas son las que se encuentran filogenéticamente
conservadas se cree que son las proteinas primordiales en la regulacién de la
concentracion citoplasmética de actina monomérica (Paavilainen, et al. 2004).
Las seis clases de proteinas, que se encuentran conservadas en organismos
eucariontes son profilina, twinfilina, ADF/cofilina, Srv2/proteina asociada a
ciclasa (CAP), la proteina del Sindrome de Wiscott-Aldrich (WASP)/familia
WASP homodlogo a verprolina (WAVE) y la familia de proteinas verprolina y

proteina de interaccion WASP.

La nucleacién del flamento de actina se puede llevar a cabo a través de
tres tipos de mecanismos mediados cada uno de ellos por las proteinas Spire,
forminas y el complejo Arp2/3. Este ultimo complejo se activa por una familia de
proteinas que actdan como intermediarios: WASP y WAVE. Algunas ABPs
interactian con filamentos de actina (F-actina) para formacion de haces o
uniones cruzadas; o bien, se unen a los extremos barbados bloqueando el
ensamblaje (capping como CapG y CapZ). Otras proteinas de union actina
regulan la longitud de los filamentos y el recambio de los monomeros ya sea al
cortarlas en piezas cortas, como gelsolina y severina; o bien favoreciendo la
despolimerizacion de los filamentos en los extremos puntuales por ejemplo
ADF/cofilina (Paavilainen et al.2004).

1.4.1.3 Vias de sefalizacion.

La dinamica del citoesqueleto de actina depende de sefales
extracelulares e intracelulares. Algunas de estas sefales se establecen por la
accion de lipidos inositoles fosforilados, que al interactuar con una variedad de
ABPs, indirectamente tienen un efecto en el ensamblaje de actina estimulandolo
o inhibiéndolo. En términos generales los fosfatidilinositoles (PIPs) y los

productos de su metabolismo juegan un papel critico en transduccion de sefales
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en la regulacién del citoesqueleto de actina, en la fisién y fusion de membrana,
asi como en la expresion de genes. Los PIPs se localizan en el aparato de
Golgi, endosomas, reticulo endoplasmico y estructuras electrodensas dentro del
nacleo (Watt et al. 2002). Existen varias especies quimicas, la base principal es
un inositol-1-fosfato ligado por un grupo fosfato al diacilglicerol, generandose por
permutacion del sitio fosforilado del grupo inositol. Los PIPs interactian con
proteinas de membrana para ser reclutados y anclarse a la membrana, pero
pueden tener interacciones adicionales incluyendo con proteinas de unién
actina. La molécula fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [PIP,] es importante en la
regulacion de la dinamica de actina y es sintetizada por tres rutas. La primera
por fosforilacion de un fosfatidil inositol-(4)P en la posicion 57, por la fosfato
cinasa-fosfoinositol tipo I. La segunda ruta por la fosforilacion del fosfatidil
inositol-(5)P en la posicibn 4" por la fosfato cinasa-fosfoinositol tipo II.
Finalmente se pueden generar por la desfosforilacion de PIP3 por la fosfatasa 3°.

En fagocitos el PIP, modula la polimerizacién de actina al incrementar
el numero de microfilamentos con extremos barbados libres y promover su
formacién de novo, a través, de la activacién/inactivacién de proteinas de union
a actina como WASP vy profilina. La interaccion de PIP, con proteinas de
membrana puede modular el anclaje de los filamentos de actina a la membrana
plasmatica durante la ingestion de la fagocitosis. Ademas PIP, interactia
directamente con proteinas intracelulares, incluyendo reguladores del
citoesqueleto de actina, y es sustrato de fosfoinositol cinasa para producir PIP3
(Hilpela et al. 2004).

1.5. Profilina.

1.5.1. Generalidades

La profilinas son pequefias proteinas (12 a 15 kDa), cuya funcion es
promover el ensamblaje de actina en presencia de los extremos barbados de los
filamentos (Pantolini et al., 1993), o bien, secuestrar mondmeros de actina en

ausencia de los mismos (Pollard, 1986). Profilina puede participar en modular la
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cantidad de actina-ATP libre, al favorecer el recambio de ADP por ATP
(Goldschmidt-Clemont, 1992; Carlier et al., 1993). Mas aun, profilina es capaz
de unirse a otras proteinas asi como fosfatidilinositol, y ligar asi las rutas de
sefalizacion con el sistema de actina (Witke, 2004). Aun cuando la mayoria de
las profilinas solo tienen 25% de similitud en secuencia de aminoacidos, estés se
encuentran conservadas bioquimicamente y estructuralmente (Thorn et al.,
1997).

Se ha demostrado que la ausencia de profilina provoca que procesos que
dependen de actina (como la citocinesis y el crecimiento celular polarizado) no
se lleven a cabo como se ha documentado en Dictyostelium, levaduras y células
de mamifero (Witke ,2004).

1.5.2. Isoformas de profilina.

Los genomas de la mayor parte de organismos analizados, contienen
familias génicas pequefias que codifican diferentes isoformas de profilina y
varian en numero de acuerdo a la complejidad del organismo. EI hongo
Dictyostelium discoideum expresa tres isoformas de profilina bioquimica y
funcionalmente diferentes (Arasada et al. 2007). En vertebrados existen cuatro
isoformas que difieren en secuencia y presentan funciones tejido especifico
(Lambrechts et al.,, 2000). Alun cuando por secuencia son altamente
divergentes, las isoformas I, Il y lll son especificas a vertebrados mientras que la
profilina isoforma IV difiere de las anteriores siendo similar a la profilina de
organismos invertebrados (Polet et al., 2007). En plantas las profilinas, primero
descritas por el interés como alergeno (Valenta et al. 1991), presentan isoformas
con menor divergencia de secuencias (Kovar et al., 2000). Su funcion biolégica
propuesta es la participacion en la germinacion del polen al regular, junto con
otras proteina de union actina, la estructura citoesquelética de actina y el
crecimiento del tubo polinico que es la emanacién del citoplasma a través del

cual migran los nucleos masculinos en direccion al gameto femenino (McCurdy
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et al., 2001). En granos de polen no germinados, profilina puede secuestrar G-
actina y, bajo estimulos como la hidratacion del polen y/o germinacion, se libera
actina para su polimerizacibn por un mecanismo desconocido de des-
secuestracion (Tiwari et al., 1988). En humano a pesar de las diferencias en
secuencia de la isoforma | y Il de profilina las propiedades bioquimicas de

ambas son extremadamente bien conservadas (Polet et al., 2007)

Se sabe poco de las modificaciones postransduccionales que puedan
tener las profilinas y sus consecuencias funcionales. En plantas se ha reportado
la presencia de isoformas secundarias a la fosforilacidn de tirosinas tanto en
profilina | como de profilina Il (Guillén et al., 1999). Posteriormente este grupo
reporté que la fosfoinositol 3-cinasa es capaz de unirse a profilina dependiendo
del estado de fosforilacion de las tirosinas cercanas a la region de union a PLP
de la profilina del frijol, lo que puede influir en la dindmica de ensamblaje de
actina (Aparicio-Fabre et al. 2006). En mamiferos se ha reportado la presencia
de profilina fosforilada particularmente en la serina 137 la cual parece estar
mediada por Proteina cinasa C (Vemuri et al. 2001 y Sathish et al. 2003) Sin
embargo, a diferencia de las tirosinas involucradas con la union a PLP la ser-137

parece estar presente solo en mamiferos y no en las profilinas en general..

1.5.3 Estructura de profilina

Uno de los criterios de identificacion para una proteina y predecir su
funcién se basa en su estructura secundaria y terciaria (Jockusch et al. 2007).
La estructura terciaria de profilina esta conservada desde Acanthamoeba hasta
mamiferos (figura 7), muestra cuatro a hélices una de ellas en el extremo amino
y una mas en la region carboxilo adyacentes una de otra en un arreglo
antiparalelo y de localizacion cercana a la superficie de la profilina. Cabe
resaltar que este arreglo crea un surco conservado para interactuar con un tipo

de ligando, como péptidos ricos en prolina (Mahoney et al, 1998). Ademas
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contiene siete cadenas p-plegadas empaquetadas y rodeadas de las a hélices

formando un centro compactado (Federov, 1997).

Figura 7. Estructura terciaria de profilina.
La figura fue generada al utilizar el programa
Py-mol empleando el PDB 1pne, profilina
bovina. Las estructuras secundarias a-hélice,
en rojo y pB-plegadas, en amarillo.

1.5.4 Ligandos de union a profilina.

Otro de los criterios aceptados para definir profilina es su capacidad de

interactuar con tres clases de ligandos (figura 8):

A) Un sitio de unién a actina expuesto en la superficie (Schutt et al., 1993), que
también es capaz de interactuar con proteinas relacionadas a actina (ARPS)
(Machesky et.al, 1994). Los sitios de unidon a actina en profilina se han
determinado por cristalografia de rayos X del complejo profilina y actina-f§ de
bovino. Los residuos que participan en el sitio de unidon actina son
pobremente conservados y el contacto comprende las regiones en profilina
localizadas en la alfa hélice 3, porcion amino terminal de la hélice 4 y las
cadenas beta 4, 5 y 6. Estas regiones mantienen contacto con los
subdominios 1 y 3 de actina. Schutt et al. (1993) identificaron que veintiiin
aminoéacidos contribuyen a este contacto el cual se dividié en dos partes. La
primera parte involucra los residuos E82, V118, H119, G121, M122, N124,
L125, Y128 y E129 que interactian con el subdominio 1 de B-actina. La
segunda parte incluyen los residuos F59, V60, N61, L69, S71, V72, 173, R74,
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B)

C)

R88, L90, T97 y N99 que interactuan con el subdominio 3. Eads et al. (1998)
determinaron los sitios de union actina de profilina de S. cerevisae basados
en su estructura cristalografica y relacionandola a los sitios descritos por
Schutt (ver tabla ). Ademas se identificaron los aminoacidos

correspondientes que llevan a cabo esta interaccion en profilina de humano.

Un dominio de unién a regiones ricas en L-prolina. Varias proteinas
involucradas en la nucleacion de los filamentos de actina y que se sabe
interactuan con las profilinas, como forminas (Pruyne et.al, 2002), miembros
de Ena/VASP (Harbeck et.al 2000) y la familia de WASP/WAVE (Stradal
et.al, 2004), contienen motivos ricos en prolinas diferenciados como una
cadena de seis a diez residuos consecutivos de este aminoacido. En
profilina, este sitio esta conformado por un parche hidrofébico en la superficie
de la proteina en el cual se identifican varios aminoacidos aromaticos, los
cuales forman la llamada “escalera aromatica”. Estos aminoacidos (W3, Y,
Wa1, H/Y 133, Y130), Son los que establecen el contacto directo con los residuos
de prolina presentes en los diversos ligandos. El resto de los aminoacidos
conservados (I21 G2z Asz Lizs) Son necesarios para mantener la estructura y
orientacion de la escalera aromatica. Thorn et al. (1997) reportaron que de
los 18 residuos conservados en mas del 80% de las profilinas, casi la mitad
(W3 ,Ys, 121,G23, W31, Asz, H/Y133, L134, Y139) S€ encuentran localizados en este
parche hidrofébico en la superficie de profilina, que es distinto del sitio de
unién a actina. Esta region es la responsable de la union a ligandos con

regiones ricas en prolina.

Un dominio de union a lipidos de fosfatidilinositol. Estudios funcionales in
vitro han demostrado la capacidad de los fosfatidil inositoles, en especial
PIP,, de unirse a profilina. Cuando PIP, esta unido a ella no puede ser
hidrolizado por la fosfolipasa C-y. Sin embargo, cuando esta fosfolipasa es
activada mediante su fosforilacion secundaria a estimulos externos, entonces

si es capaz de hidrolizar el PIP; liberando a profilina. Se sabe que la unién
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de PIP, con profilina inhibe la formacion de complejos profilina:actina por lo
gue se ha postulado que los fosfatidil inositoles secuestran a profilina en
condiciones basales. Por lo tanto, los niveles de PIP, regulan la actividad de
profilina, a niveles altos previene su asociacion con actina y a niveles bajos
se favorece la unibn a actina. Los mecanismos responsables del
desplazamiento de actina por PIP, no se conocen ni tampoco se han
identificado todos los aminoacidos de profilina involucrados en la asociacion
PIP,:profilina. En 1992, Yu et al. propusieron a los residuos 126-136 de
profilina como la regién probable de interaccion dada la gran similitud de
estos aminoacidos con los presentes en los motivos de union a PIP;
demostrados en gelsolina. Ademas, se ha demostrado que la mutacién del
residuo D8 resulta en un aumento en la afinidad de profilina por PIP;
mientras que la mutacion de R88 la disminuye (Sohn et al., 1995).
Lambrechts et al. en el 2002 demostraron que la arginina 136 también
contribuye a la union de PIP, con profilina y que las dobles mutantes en R88

y R136 tenian un efecto aditivo en su capacidad de unir PIP5.

Unién a PIP,

Poli-Lprolina

Figura 8. Ligandos de profilina. Estructura del complejo profilina:actina de humano
formando complejo con un segmento poli L- prolina de VASP, PDB ID:2pav (Ferron et
al., 2007) Profilina I en negro, actina en rojo y el fragmento de prolinas en azul.

Profilina denota residuos de interaccion con PIP; reportados por Shohn et al., 1995 (verde
y rosa). La figura fue generada por el programa CHIMERA (Pettersen et al., 2004).
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Tabla I: Residuos funcionales en profilina demostrados por mutagénesis y cristalografia.

Especie | Residuo Funcién* Referencia bibliogréfica

S.cerevisiae [S2 Parche hidrofébico-PLP |[Wolven et al. 2000

Cedergren-Zeppezauer 1994; Schliter K. et.al., 1998 ;
Humano W3 unién a PLP Wolven et al. 2000
S.cerevisiae |Q4 Parche hidrofébico-PLP |[Wolven et al. 2000
Humano Y6 unién a PLP Schliter K. et al.,1998

Sohn et. al. 1995, Schliter K. et.al. 1998; Wolven et
Humano D8 unién a PIP2 y PLP al. 2000
Tetrahymena |A20 Conservacion estructura |Wilkes et al. 2000
Tetrahymena |122 Parche hidrofébico-PLP [Thorn et al 1997; Wilkes et al. 2000
Tetrahymena |G24 Parche hidrofébico-PLP |Wilkes et al. 2000

Thorn et al 1997; Wilkes et al. 2000; Wolven et al.
S.cerevisiae W30 unién a PLP 2000
Athaliana  |W31 unién a PLP Thorn et al 1997
S.pombe E43 Conservacion estructura [Thorn et al 1997; Schliter K. et al. 1998

Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc Q56; Hs Y59)
Bovino F59 unioén a actina Schliter K. et al.

Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc S57; Hs V60)
Bovino V60 unioén a actina Schliter K. et.al.
Bovino N61 unioén a actina Schutt et al. 1993
A. thaliana |G62 Conservacion estructura [Thorn et al 1997
A. thaliana |G67 Conservacion estructura [Thorn et al 1997
Bovino K69 unioén a actina Schutt et al. 1993
Bovino S71 union a actina Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc M68; Hs S71)
Bovino V72 unioén a actina Schutt et al. 1993
Bovino 173 unién a actina Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc L70; Hs 173)
Bovino R74 union actina Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc R71; Hs R74)
Bovino E82 unién actina Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc no; Hs E82)
Bovino R88 unién actina Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc R80; Hs R88)
Humano R88 unién actina y PIP2 Sohn et. al.,1995
Bovino K90 unioén a actina Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc no; Hs K90)
Bovino T97 unién a actina Shutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc D82; Hs T97)
Bovino N99 unién actina Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc G85; Hs N99)
Bovino V118 unioén a actina Schutt et al. 1993

Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc Q105; Hs
Bovino H119 unién a actina H119%)
S.cerevisiae [Y120 Parche hidrofébico-PLP [Thorn et al. 1997en et al. 2000

Schluter K. et.al. 1998; Eads et al.1998 (Sc A106; Hs
Bovino G120 unién actina* G120%)

Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc G107; Hs
Bovino G121 unién actina G121)
Bovino M122  |uni6n a actina Shutt et al. 1993

Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc T110; Hs
Bovino N124 unién actina N124%)
Bovine K125 unién actina Schutt et al. 1993; Eads et al.1998 (Sc K111; Hs

K125)
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Bovino Y128 unién a actina Schutt et al. 1993.

Bovino E129 unién actina Schutt et al. 1993; Eads et al. (ScK115, Hs E129%)
S.cerevisiae Y126 Union-PLP Wolven et al. 2000; Schluter et al. 1998

Shchulter Cedergren-Zeppezauer 1994, Thorn et al.,
Humano H133 Uni6n-PLP 1997
Humano R136 Union PIP2 Lambrechts et al. 2002
Athaliana |L139 Parche hidrofébico-PLP [Thorn et al. 1997
Humano Y139 union PLP Polet et al. 2006

*Aminoacidos en la misma posicion para Humano (Hs) y S.cerevisae(Sc), identificados en el

articulo de Eads et al.

1.8. Sobre el citoesqueleto de tripanosomaétidos.

Comparando con otros organismos eucariontes, una de las caracteristicas
de los protozoarios de la familia Trypanosomatidae es la presencia de una malla
de microtubulos por debajo de la membrana plasmatica designada como corset
subpellicular.  Los microtubulos estan involucrados en la division celular,
transporte intracelular, movimiento de cilios por flagelos y un papel importante en
la organizacion de la morfologia celular. En las secuencias del genoma de los
tres tripanosomatidos se pueden identificar componentes homologos tanto para
citoesqueleto basado en tubulina como el de actina (figura 9).

El andlisis de los genomas de los tripanosomatidos revela que, en
comparacion a los eucariontes superiores, estos organismos presentan un grupo
de proteinas de union actina que a pesar de ser limitado, es suficiente
tedricamente para llevar acabo el ensamblaje y desensamblaje de los filamentos
de actina (De Melo et al. 2006). Los tres organismos: Leishmania, T. cruziy T.
brucei (Tabla Il) contienen genes que presentan homologia para profilina, factor
despolimerizante de actina (ADF)/cofilina, twinfilina y la proteina asociada a
ciclasa (CAP)/Srv. Estan presentes dos tipos de proteinas involucradas en la
nucleacion de actina (forminas y ARP2/3). Sin embargo, no hay activadores del
complejo ARP2/3 (WASP y WAVE), ni homologos para el complejo de dinactina
lo que ha sugerido una perdida de la habilidad de comunicacién entre el sistema
filamentoso de actina y el de tubulina (Berriman et al. 2005). Cabe sefialar que
T. cruzi a diferencia de T. brucei y Leishmania major, ha retenido el complejo
CapZ F-actina, lo que sugiere una diferencia en funcion entre las diferentes

especies de tripanosomatidos.
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Figura 9. Sistema de actina y proteinas de union actina en Tripanosomatidos. Filamentos compuestos por mondmeros de actina se
muestra en amarillo. El texto en negro significa los procesos involucrados en la organizacién del citoesqueleto. Componentes para los
cuales los genomas de tripanosomas codifican uno o mas homologos se muestra en rojo y para los que no se encuentran en los tres genomas
se indica en texto gris. Las proteinas del CapZ unicamente se encuentran en T.cruzi en texto azul. Modificado de Science 2005,5733(309)

Cortesia de Yayoi (tesis de maestria)
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Tabla Il. Identificacién de homologos para proteinas de unién actina en el proyecto de
genoma de los tres tripanosomatidos (homologos detectados v y no detectados x)

PROTEINAS DE UNION ACTINA T. cruzi T. brucei L.major
Unién a G-actina
Profilina v v v
Twinfilina v v v
CAP/Srv2p v v v
Timosina 4 X X X
Corte
Gelsolina X X X
Recambio
ADF/cofilina v v v
Activadores de ARP2/3
WASP/Scar X X X
Las17p X X X
EPS15/Pan 1p X X X
Verprolina X X X
ABP1 X X X
ActA X X X
Nucleacién
ARP2/3 v v v
Forminas v v v
Capping
CAPZ-a+CapZ-B v X X

Existen pocos estudios bioquimicos con respecto a la localizacion vy
funcion de actina en estas especies. En numerosos estudios ultraestructurales
de diferentes tripanosomatidos no se han descrito los tipicos microfilamentos de
actina de 5-7 nm, lo que sugiere que actina no tiene un papel estructural
importante en estos organismos (Gull, 1999; Mortara; 1989, De Melo; 2008).
Ademas no se ha descrito motilidad basada en actina en esta familia, ya que
estos parasitos no forman pseudOpodos ni presentan movimiento por
deslizamiento como el visto en los apicomplexa. Tampoco parece intervenir en

los procesos de adhesion y citocinesis (Berriman et al., 2005).
Un estudio reciente de inmuno microscopia (tanto de luz como

electronica) en Leishmania con anticuerpos homélogos demostré que la proteina

no solo se encuentra en el flagelo, nucleo y cinetoplasto sino que también esta
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localizada en las membranas nucleares, vacuolares y plasmaticas. La actina
asociada a membrana también se observa asociada con los microtubulos
subpeliculares (Saharasrabuddhe et al., 2004). Garcia-Salcedo et al. (2004)
empezaron a esclarecer la estructura y localizacion intracelular de actina en los
tripanosomatidos africanos (T. brucei). En este estudio se empled la
degradacion especifica de mensajeros de actina inducida con RNA de
interferencia en los dos estadios de T. brucei. En las formas sanguineas, la
ausencia de actina resulté ser letal. En este estadio, actina co-localizé con el
sistema endocitico, se vieron alteraciones morfoldgicas y funcionales, como la
inhibicion de la endocitosis. En cambio, en las formas prociclicas, actina se
encontré uniformemente distribuida a lo largo de la célula y no parecio tener una
importancia morfologica y funcional (Shi et al. 2000, Garcia-Salcedo 2004).
Estos datos sugieren que existen distintos papeles de actina en los diferentes
estadios de T. brucei (Garcia-Salcedo 2004). La Unica informacion que sugiere
el papel funcional de actina en el tripanosoma americano T. cruzi proviene de
Bogitsh y col. 1995, quienes encontraron que el inhibidor de microfilamentos
citocalasina B disminuye la entrada de peroxidasa y de sacarosa, asi como del

numero de reservosomas en epimastigotes.

Nuestro grupo de trabajo ha estado interesado en el sistema molecular de
actina de T. cruzi . Hemos descrito la organizacion génica de actina y estudiado
la regulacion de sus RNA mensajeros durante el crecimiento (Cevallos et al.
2003 y Cevallos et al. 2005). En el dltimo estudio se observo que la vida media
de mensajeros que codifican para algunas proteinas de mantenimiento como
actina, la proteina ribosomal S4, Tripanotion reductasa y TIM se estabilizan
durante la fase estacionaria. Recientemente se ha localizado actina en los
diferentes estadios de este parasito utilizando anticuerpos contra actina
recombinante de T. cruzi. En los tres estadios actina present6 una distribucion
difusa a través de todo el cuerpo celular y el flagelo, sin embargo, en
epimastigotes y amastigotes se observaron concentraciones especificas en el

bolsillo flagelar (Segura Y., 2008). Dado que no se observaron estructuras
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filamentosas, y se demostré que actina se encuentra principalmente en un
estado soluble, se sugiere que sus funciones podria llevarlas a cabo a través de
la formacion de estructuras filamentosas simples, o estructuras transitorias muy
inestables. Esto podria ser determinado por las caracteristicas intrinsecas de la
proteina o por las proteinas de union de actina presentes en el parasito.

1.8.1. Profilina en tripanosomatidos.

El dnico estudio de profilina en tripanosométidos fue realizado en
Trypanosoma brucei en donde se describe que el gen de profilina tiene un marco
de lectura abierta de 450 pb, y no se detectaron diferencia de expresion a nivel
de mensajero en ambas formas del parasito sanguinea y prociclica (Wilson y
Seebeck, 1997). Antes de la publicacion del proyecto genoma, el trabajo del
grupo de Seebeck resalta que en la secuencia deducida de aminoacidos de
profiina de T. brucei, presenta una insercion de secuencia inusual de 19
residuos localizada estructuralmente antes de la a-hélice del carboxilo terminal.
Sin embargo, no hay estudios sobre su expresion a nivel de proteina ni de su

posible funcién.

El objetivo del presente trabajo fue la caracterizacion del contexto
gendmico, andlisis de la expresidon a nivel de mensajero y analisis de la
secuencia deducida de aminoacidos y estructura de la proteina para entender el
papel biolégico de profilinaen T. cruzi.
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2.

OBJETIVO

Iniciar el estudio de profilina en T. cruzi mediante la caracterizacién de su

contexto gendmico, el analisis de su expresién a nivel de mensajero, analisis de la

secuencia deducida de aminoacidos, desarrollo de un modelo estructural y

obtencidon de una proteina recombinante.

2.1

Objetivos particulares:

Aislar y secuenciar clonas gendmicas que contengan el gen para profilina

y estudiar su contexto genémico.
Determinar la presencia del transcrito del gen de profilina en

epimastigotes y la estabilidad relativa del transcrito en fase media

logaritmica y estacionaria del crecimiento.

Obtener clonas de cDNA para el andlisis comparativas de secuencias con

la clona gendmica y determinar los sitios de procesamiento del RNAm.

Subclonar profilina en un vector de expresion para crear una proteina

recombinante.

Analizar de la secuencia deducida de aminoacidos para buscar la

presencia de motivos conservados reportados en la familia de profilinas.

Predecir la estructura terciaria de profilina.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cultivo y extraccion de acidos nucleicos de T. cruzi.
3.1.1 Cultivos celulares.

Se realizaron cultivos de epimastigotes de T. cruzi cepa CL Brener
(TINF/BR/1963/CL-Brener). Los epimastigotes se cultivaron a 28 °C en medio
LIT (liver infusion triptone medium) complementado con suero bovino fetal
inactivado al 10%, Penicilina 100 U/ml, Estreptomicina 100 ug/ml y Hemina 10
mg/ml. El cultivo siempre se inici6 a 1X10° células/ml. El crecimiento de
T. cruzi se monitoreo diariamente mediante la cuenta celular en la camara de
Neubauer considerando que el tiempo de generacion promedio es de 24 h. En
nuestro sistema experimental definimos la fase media logaritmica como el
punto en que el cultivo se encuentra a 8-10 x 10° células/ml de densidad
mientras que la fase estacionaria es cuando al hacer la cuenta diaria del
cultivo, no se registra un aumento en su densidad por 72 h (aproximadamente
80-100 x10° células/ml).

3.1.2. Extraccion de DNA gendmico.

Cultivo de paréasitos de fase logaritmica tardia (30 x10° cel/ml) con 10°
células fueron cosechados por centrifugacion a 4500 xg durante 10 min/4°C en
el rotor SS-34 Sorvall. Posteriormente las células se lavaron en PBS 1X y se
resuspendieron en buffer de lisis [Tris-HCI 50 mM (pH 8.0), NaCL 50mM, EDTA
50mM (pH 9.0), Triton X-100 4%] con proteinasa K, y se incubaron a 37°C toda
la noche. La extraccién de acidos nucleicos se realizé primero con fenol (pre-
equilibrado con Tris-HCI 0.1 M pH 8.0), la segunda extraccion fenol:cloroformo
1:1 y finalmente con un volumen de cloroformo. EI ADN gendmico se precipitd
con MgCl; y se resuspendio en Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EDTA 0.2mM, y el RNA
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presente fue digerido con RNAasa pancreética (20 pg/ml) por 1h a 37 °C
(Medina-Acosta y Cross, 1993).

3.1.3. Extraccién de RNA total con Trizol.

Todo material empleado para el manejo de RNA se lavo en agua tratada
con DEPC vy la cristaleria horneada toda la noche. Las camaras de
electroforesis usadas son sélo para RNA y se lavaron también con agua DEPC.
Lo anterior se hizo para evitar en lo posible la degradacién del RNA. Para todos
los experimentos se extrajo el RNA con TRIZOL de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante (Invitrogen). Brevemente, los parasitos se
cosecharon centrifugandolos a 2200 x g por 8 min en centrifuga Beckman
Coulter, modelo Allegra 21R. EIl botdn celular se lavé con PBS 1X frio, se
transfirieron a un tubo eppendorf. Se centrifugaron de nuevo a 12000 x g/1 min
y se elimind el sobrenadante. Se agregd un mililitro de TRIZOL y se
homogenizaron las células pipeteando varias veces. Después de incubarse a
temperatura ambiente 5 min se adicioné 0.2 ml de cloroformo. Los tubos se
agitaron vigorosamente por ~15 seg. se incubaron a temperatura ambiente por 2
a 3 min. Las muestras se centrifugaron en frio por 15 min a 12000 x g. Se
recuperé la fase acuosa y el RNA se precipité adicionando 0.5 ml de
isopropanol. Se incubd 10 min a temperatura ambiente y luego se centrifugé en
frio a 7500 x g /10min. EIl sobrenadante se desecho por decantacion. La pastilla
formada por el RNA precipitado se resuspendido en un volumen apropiado de
agua tratada DEPC.

3.2 Obtencién de una sonda de DNA especifica para profilina.
Antes de la liberacion del proyecto genoma de T. cruzi se habia
identificado en la base de datos de NCBI una clona de la biblioteca de expresion

gue contiene una secuencia parcial de cDNA de profilina. A partir de la region

codificadora incompleta de profilina de T. cruzi (codigo de acceso de Al034988
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TENGOO048) se disefiaron dos oligonucleotidos. EIl oligonucleotido con sentido
se inicia a partir del nucledtido 3 del marco de lectura abierta (O-profil-f:
5 GTCGTGGCAGGCGTATATATCGATGS") y el antisentido se ancla en la
region codificadora aproximadamente 354 nucleétidos después del ATG de inicio
(O-profil-r: 5"CGCGCGAAGACATGAAGAAGTTCC3'). Las condiciones de PCR
para estos primers fueron 30 ciclos; 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, 68 °C por
30 s. Para la amplificacion se utilizo el DNA gendmico de T. cruzi digerido con
EcoRIl. El producto de PCR de 349 pb se clon6 en el vector de PCR Blunt Il
Topo. Posteriormente se verificd por secuencia que el segmento amplificado

contiene la secuencia codificadora para profilina.

Tabla I1l. Vectores de clonacion utilizados en este trabajo.

Nombre Tamafio Uso Proveedor
pBluescript 2958bp Clonacion. Plasmido procedente de pUC19, contiene el Stratagene
SK- origen de replicacion de pMB1, de control relajado y

considerado un plasmido de alto nimero de copias. Confiere

resistencia a ampicilina

PCR-Bluntll- | 3519pb Clonacion de productos de PCR. Vector linearizado con Invitrogen
TOPO DNA topoisomerasa | del virus Vaccinea, covalentemente
unida en su extremo 3’ de cada cadena DNA. El vector
contiene el gen ccdB, fenotipo letal, fusionado al extremo
carboxilo del fragmento LacZ. Los productos de PCR en el
vector inhiben la expresion del gen fusionado LacZa-ccdB
permitiendo el crecimiento Unicamente de las recombinantes
positivas después de la transformacion y seleccionadas por la

resistencia a kanamicina

pQE-30 3416pb Expresion de proteina fusionada a seis histidinas en el Qiagen
extremo 5’del polylinker. Contiene elementos que regulan
su expresion como promotor T5 y dos secuencias operadoras
donde se une el represor lac. Dos fuertes terminadores

transcripcionales y un gen para p-lactamasa (bla) que

confiere resistencia a ampicilina.
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3.3. Preparacion de sonda con marca radioactiva.

Las sondas empleadas en estudios de Southern y Northern blots de nylon
se elaboraron con el kit de marcaje “Random primers labeling system”
(Invitrogen). Brevemente se emple6 25 ng de DNA blanco desnaturalizado por
calor (temperatura de ebullicion del H,O/10min.) en 25 ul de agua y se adicioné
5 uCi [a*? P] dCTP (sp.act. 3000 Ci/mmol). La sonda se liberé de marca libre al
pasarla por una columna de Sephadex G-50. Finalmente se agregd a 10 ml de
solucion de hibridacion (50%Formamida, 4X Denhardts, 0.2% SDS, 120 mM
buffer de fosfatos, SSC 2X, 2 mM EDTA pH 8). Antes de su uso la sonda se

calent6 a temperatura de ebullicion del agua por 5 minutos en bafio maria.

Todas las hibridaciones se hicieron a 42 °C por 18 h. Las membranas
para Southern blot se lavaron en una soluciéon de SSC 0.2X y SDS 0.1%, y para
Nouthern Blot SSC 2X y SDS 0.2%; a 42 °C durante 30 minutos, 3 veces.

3.4. Caracterizaciones génicas.

3.4.1 Experimento tipo Southern Blot.

El DNA gendmico obtenido de epimastigotes de T. cruzi (7 pug por carril) o
el DNA plasmidico (0.3 ug por carril) fueron digeridos con endonucleasas de
restriccion y los fragmentos de DNA resultantes se separaron por electroforesis
en un gel horizontal de agarosa 0.8% en 1X TBE. Las bandas de DNA fueron
visualizadas después de tefiir el gel con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio, en un
transiluminador de luz ultravioleta de onda corta. El gel se enjuagd con agua
desionizada y se colocé en solucion desnaturalizante (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M)
en agitacion durante 50 min a temperatura ambiente. Pasado esto el gel se
enjuago y se coloc6 durante 50 min en agitacion en solucién neutralizante (NacCl
1.5 M, Tris-HCI 0.5M pH 7.2, EDTA 0.1 mM). Posteriormente el DNA de los

geles fueron transferidos de acuerdo al método descrito por Southern (Southern,
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1974) a una membrana de nylon (Hybond-N, Pharmacia Biotech Limited),
posteriormente se fij6 por radiacion UV utilizando un Hoefer UV cross-linker
(Hoefer Scientific Instruments) y se bloqued la membrana con solucion de
hibridacion (Formamida 50%, Denhardts 4X, SDS 0.2%, buffer de fosfatos 120
mM, SSC 2X, 2 mM EDTA pH 8) a 42 °C/2h. Las membranas fueron hibridados
con la sonda marcada radiactivamente diluida en solucion de hibridacion a
42°C/18h. Después de este tiempo se retird la sonda marcada al lavarse por
tres tiempos, la membrana se expuso a una pantalla (FUJI) y la imagen
resultante es capturada y digitalizada después de 24h de exposicion con el
sistema Molecular Imagen (BioRad Laboratorios). El tamafio de los fragmentos

de digestion fue estimado en base a los marcadores Ladder 1kb Invitrogen.

3.4.2. Electroforesis de Campos Alternos Transversales (TAFE) (Schwartz
et al. 1984).

Los cromosomas se obtuvieron del cultivo de epimastigotes (aprox. 2 x10°
células) el cual fue centrifugado a 6000 x g durante 10 min a 4 °C. EI bot6n se
enjuagd con PBS 1X, las células intactas obtenidas fueron resuspendidas en 2
ml de agarosa de bajo punto de fusion al 1% fundido en TBE 1X. Se realizaron
bloques de agarosa con epimastigotes al vaciar sobre un molde, se dejaron
solidificar 15 min a 4°C, posteriormente se colocaron en la solucion de lisis
(Sarcosil 1%, EDTA 0.5 M pH 8.0 y proteinasa K 1mg/ml) y se incubaron a 50°C
en la solucion de lisis durante 48 horas, con el fin de liberar los cromosomas
intactos. Una vez transcurrido este tiempo los bloques de agarosa se
enjuagaron con TE dos veces y se almacenaron a 4°C hasta ser utilizados.
Posteriormente dos terceras partes (aproximadamente 1.3 X10°® parasitos) de un
bloque se utiliz6 para correr en el sistema TAFE, dentro de un gel de agarosa
1% en TBE 0.5 X (45.5 mM Tris, 45.5 mM acido bérico, 1 mM EDTA, pH 8). El
gel se corrié a 14 °C en el equipo de campos alternos transversal (Gene-Line
System, Beckman) a 280 V por 80 h con pulsos de 3 min, seguido por 40 horas

a 400 V con pulsos de 8 min (Riveron et al. 1994). Al término de la corrida el
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gel fue depurinizado en 200 ml de HCI 0.2 M con dos cambios de 15 min.
Posteriormente se enjuag0é con agua desionizada y se colocd en solucion
desnaturalizante (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) en agitacion durante 50 min. De
nuevo se enjuagd y se colocé durante 50 min en agitacion con soluciéon
neutralizante (NaCl 1.5 M, Tris-HCI 0.5M pH 7.2, EDTA 0.1 mM).
Posteriormente el DNA de los geles fue transferido de acuerdo al método
descrito por Southern (Southern, 1974) a una membrana de nylon (Hybond-N,
Pharmacia Biotech Limited) e hibridado con la sonda radiactiva 42°C/18h. Como

control de tamafo se utilizaron marcadores DNA de levadura-PFGE.

3.4.3 Tamizaje a partir de una Biblioteca Genomica y Biblioteca de cDNA
de T. cruzi.

Se utilizé una biblioteca genémica-EcoRlI (T. cruzi Il cepa CL-Brener) y
una biblioteca de cDNA de TINF/CL/1945/cepa Tulahuen-EcoRI-Kpnl (T. cruzi 1)
construidas en el vector AZAP 1l (Stratagene). Ambas bibliotecas se tamizaron
por tres rondas utilizando como sonda el fragmento de DNA de profilina (355pb)
obtenido a partir de la base de datos ESTs de T. cruzi . La escision del
fagémido a vector pBlueScript SK- se realizé de acuerdo a las instrucciones
propuestas por el fabricante (Stratagene). Las clonas obtenidas fueron
secuenciadas por el método dye-terminator dentro del secuenciador
automatizado ABI-PRISM™ 310 (Applied Biosystems).

3.4. Caracterizacion del RNAm.
3.5.1. Northern blot.

El gel se prepar6 fundiendo la agarosa en 73 ml de agua tratada con
DEPC en horno de microondas, se dejé enfriar lo suficiente para poder agregar

10 ml de buffer MOPS / EDTA 10X y 16.2 ml de Formaldehido 37%, se agito

suavemente para homogenizar y se vacié en camara de electroforesis (Pellé et
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al. 1993). Se dejo gelificar por 1 h. Se emple6 MOPS / EDTA 1x como buffer de
corrida. El gel se pre-corrio a 60 V por 3 min y una vez cargadas las muestras el
gel se corrieron a 80 V/4.5h. Posteriormente el RNA del gel desnaturalizante fue
transferido a una membrana de nylon (Hybond-N, Pharmacia Biotech Limited) la
cual se fijo, se bloqueo e hibridé con la sonda radiactiva. EIl control de tamafio
de los fragmentos hibridados fueron estimados a partir de marcadores de RNA
0.24-9.5 kb, Invitrogen.

3.5.2. Determinacién de la vida media de RNAmM

Al cultivo de epimastigotes en dos puntos, fase estacionaria y fase
logaritmica, se adicion6 actinomicina D suficiente para una concentracion final
de 10 pg / ul. Inmediatamente antes de agregar el farmaco se tomo la alicuota
para el tiempo 0. El resto del cultivo se incuba a 28°C y se toman alicuotas a
diferentes tiempos, en nuestro caso: 1, 3, 6, 9, 12, 24 y 36 h (Cevallos et al.,
2003). Estas muestras se lavaron una vez en PBS 1X frio, los epimastigotes
fueron cosechados por centrifugacion y los pellets finales se guardaron a -70 °C.
Al finalizar el experimento se realizaron extracciones de RNA con TRIZOL
(Invitrogen).

3.5.3. Determinacion de niveles de equilibrio de RNAm.

Del volumen total de RNA purificado se corrié una muestra de 2 ul en un gel

de agarosa 0.8% para ver la integridad y cantidad relativa del mismo. Cuando se

comprobo que el RNA estaba integro, se precipité aproximadamente 10 ug de RNA

con 1/10 de volumen de acetato de potasio 3 M y 2.5 volumenes de Etanol 100 % a

-20°C toda la noche. Se centrifugd por 15 minutos a maxima velocidad en

centrifuga eppendorf modelo 3415 D, el sobrenadante se deseché por decantacion

y la pastilla se resuspendié en el buffer especial para northern (agua DEPC, buffer

A, formaldehido-formamida 3:7 y colorantes para GLB).
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Antes de realizar el gel para hacer el Northern blot, se realiz6 un gel
preparativo para normalizar la carga entre las diferentes muestras en tiempos (0,
1, 3,6,9, 12, 24 y 36 h) tomando 2 ul de cada muestra para analizarlos en un
gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio. Con el Molecular Imager FX
system se determiné por densitometria la abundancia relativa de RNA, se utilizo
como control de carga las 3 especies mayores de RNA ribosomal que son muy
abundantes y facilmente visibles. Una vez calculado la carga de las muestras se
realizé el gel para northern e hibridacion del blot (ver northern Blot). La cantidad
de la sefal radioactiva en la membrana fue detectada con el sistema Molecular
Imager FX (BioRad) y la cuantificacion de las muestras fue hecho utilizando el
software Quantity One (BioRad). Los niveles especificos de RNAms fueron
normalizados en relacién a la cantidad de RNAr 24S-B presente en cada linea
detectada por hibridacion (Cevallos et al. 2003). La cantidad de marca presente
a cada tiempo se ajusté por carga y los resultados se expresaron como la
relacion de RNAm de profilina/24Sp RNAr, normalizado al 100%.

3.6. Proteinarecombinante.

3.6.1. Subclonacién del gen de profilinade T. cruzi.

La construccion de una proteina recombinante se inici6 con la
subclonacion de la region codificadora completa de profilina y un péptido
recombinantes en el vector de PCR Blunt Il Topo. Para ello se realizaron
reacciones de PCR (30 ciclos; 94°C por 1 min, 56°C por 1 min, 70 °C por 3 min)
con un par de oligonucledtidos para cada construccion, donde el templado fue la
clona gendémica (ver tabla Ill). Los oligonucledétidos disefiados contienen el sitio
de restriccion BamHI (subrayado) y mantienen el marco de lectura abierta en
fase con seis histidinas del vector recombinante pQE-30 dentro del extremo

amino de la proteina 6 péptido de interés.
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Tabla IV. Oligonucleétidos empleados para la subclonacion de la proteina y el péptido

recombinantes. En negritas se resalta el codon de inicio y término de la proteina.

Foward Reverse
REC1 dgatcc atg tcg tgg cag gcg | ggatcc tta gta atc taa act gat aag
REC2 ggatcc ctc gtg cag tcc tcc | ggatcc tta tgc aat aat agc cgt ctg

Los insertos recombinantes se subclonaron con el sitio Bam HI en
vectores de expresion pQE-30. Las construcciones resultantes se utilizaron para
transformar Escherichia coli cepa M15, que contiene el plasmido pREP4. Este
se mantiene en presencia de kanamicina y confiere mayor control de la
expresion de la proteina/péptidos recombinantes (QIAexpress, QIAGEN), la
seleccion de las clonas resulta de la resistencia a ampicilina/kanamicina. Todas

las construcciones obtenidas se confirmaron por secuencia.

3.6.2. Expresion de la proteina recombinante.

E.coli M15 transformada con cada una de las construcciones de expresion
obtenidas fueron cultivadas en medio con ampicilina (100ug/ml) y kanamicina
(25ug/ml) a 37°C toda la noche (QlAexpress, QIAGEN). A partir de éste se
resembro6 un cultivo nuevo con los dos antibidticos, hasta una densidad Optica de
0.6 (absorbancia a 600nm). Llegada a esta densidad se tomé 1 ml del cultivo
para el tiempo cero de induccién y posteriormente se indujo de acuerdo a las
indicaciones del Kit QlAexpress adicionando isopropylthio- galactoside a una
concentracion final de 1 mM y 0.1 mM. Se dejo incubando 37 °C/5 h colectando
1 ml del cultivo inducido cada hora. Posteriormente las alicuotas se
centrifugaron a 12,000xg / 20 min a 4 °C. Al retirar el sobrenadante los botones

celulares se congelaron a -20 °C.
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3.6.3. Electroforesis de proteinas e Inmunohistoquimica.

El boton de células congelado se disolvio en tampon de carga en
condiciones reductoras (62.5 mM Tris-HCI pH6.8, 25% de glicerol, 2% de SDS
10%, Glicerol, 0.01% azul de bromofenol y 0.1%,3-mercaptoetanol), se calenté a
92 °C 5min. Se dejé en hielo mientras se carga en el gel. Dos geles de
separacion de poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12% se
prepararon a temperatura ambiente conteniendo 0.1% de SDS, como
previamente fue descrito (Laemmli, 1970). Las condiciones de corrida fueron
tampon Tris-Glicina (25mM Tris pH8.8, 192 mM de glicina, 0.1% de SDS) a 20
mA durante 1.5 h. Uno de los dos geles corridos en paralelo se tifié (azul de
coomasie 1X Bio-rad), se destifido (20% de etanol y 10% acido acético glacial),
los tamafios de las proteinas se verificaron con marcadores totales de peso
molecular SDS-PAGE (Broad range BioRad). El segundo gel se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa 0.45 um (Laboratorios BioRad, California, US) en
tampon de transferencia (25 mM Tris-HCI pH 8.3, 0.19 M glicina y 20% metanol)
por 2 h a 150 mA (Towbin et.al, 1979).

Posteriormente, para detectar la proteina recombinante expresada con un
tallo de histidinas, se llevé a cabo el reconocimiento de la bandera con el
anticuerpo comercial anti-histidinas (0.2pg/ml Anti-Hisg mouse 19G, ROCHE). El
segundo anticuerpo reconoce IgG (0.2ug/ml Anti-mouse 1gG, AP-labeled Pelkin-
Elmer) y como control positivo se utiliz6 un standard de peso molecular que
contiene 6Xhis (6X Ladder,Qiagen). Durante el procedimiento la membrana se
lavé con PBS/0.1%Tween20 a temperatura ambiente. Después del lavado la
reaccion se reveld con un sustrato (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato a una
concentracion 0.21g/l y nitroazul de tetrazolio a una concentracion 0.42 g/l) para
la fosfatasa alcalina y se dej6 actuar hasta que se hicieron visibles las bandas.

La reaccion se par6 al retirar el sustrato y cambiar a agua destilada.
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3.7. Modelaje molecular.

La prediccion de la estructura terciaria a partir de la secuencia deducida
de aminoacidos de profilina en T. cruzi se realizé con el programa MODELLER
(http://salilab.org/modeller/), que utiliza la base de datos de proteinas con
estructura cristalografica determinadas experimentalmente (PDBs). El programa
se llevd a cabo por cuatro pasos (Sali et al., 1993):

A. La identificacion y seleccion de secuencias homologas que tengan el
mayor grado de similitud con la proteina a ser modelada y de las cuales
se conozcan las estructuras cristalogréaficas (templados).

B. Alineamiento de la secuencia a ser modelada con la secuencia templado
con mejor resolucion cristalografica.

C. Construccion de un modelo de la estructura terciaria

D. Validacion del modelo resultante.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencién de una sonda homologa para profilina.

Este proyecto se inici6 antes de la publicacion de la secuencia del
genoma de T. cruzi, por lo que primero se buscé y encontré6 accesado, en la
base de datos para Secuencias de Expresion (ESTs) de T. cruzi, un gen
homdlogo incompleto a profilina ( ). Con esta
secuencia se disefiaron los oligonucleétidos O-profil-f con sentido y el anti-
sentido O-profil-r (figura 10) y a partir de DNA genomico se amplifico un producto
del tamafio esperado de 349 pb correspondiente a los nucleétidos 3 a 351 de la
region codificadora de profilina. El producto de amplificacion se cloné en el
vector plasmidico PCR-Blunt 1I-TOPO (vector disefiado para clonar productos de
PCR), y la identidad del inserto fue confirmada por secuencia. Este fragmento
fue usado como sonda molecular en los estudios de hibridacion que se

describen a continuacion.

[GTTTCTGTACTATATTGGAAATATGGGATATTAAAAAAGGAAATTCGAACTTTTAAATGT
O-profil-F
CGTGGCAGGCGTATATCGATGACAGCCTTATCGGCAGTGGACACATGCACAGTGCGGCGA

TTGTTGGTCTTTCCGACGGGAGTTACTGGGGTTATGGAGGAACCTATATCCCACAGCCTG
ATGAGGTTGCCCATATATTGAAGTGCCTGGGAAATTTTTCACTCGTGCATTCCTCCGGCG
TGACTATCTATGGTGTGAAGTTTTTTGGTCTTCCCTCTGGTGAACAAGGCGAAATGAAAT
ACCTCTTTTTCAAAAAAGGTGCGGCGGGTGGATGCATCTATACATCAAAACAGACGGCTA

O-profil-R
CTACTGCAGTTTACGGGAATCCCGGAACTTCTTCATGTCTTCGCGCGATCTTGAAAAGAA

AGAGGGAGCCTAAATTGCACCCC

Figura 10. Secuencia de cDNA de profilina. En la caja se indica una parte del miniexén
(o Spliced-leader), el subrayado denota el par de oligonucléotidos utilizados y el codon
de inicio en negritas (accesada Al034988).
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4.2. Caracterizacion gendmica.

La hibridacion de los cromosomas de T. cruzi separados por TAFE con la
sonda de profilina identifica dos bandas de 1.25 Mb y 2 Mb, lo que sugiere la
presencia de dos locus para profilina o la presencia de un solo locus dentro de
dos cromosomas homologos de tamario diferente (figura 11 A). Para determinar
cual es la situacidon méas probable, el DNA gendémico se digirid con enzimas de
restriccion sencillas EcoRl, Pstl y Clal. Estudios de Southern Blot demostraron
la presencia de una sola banda en las digestiones de Pstl (8 kb) y Clal (1.2 kb) y
de dos bandas de 7.2 y 3.1 kb en el DNA digerido con Eco RI (figura 11 B). Para
esclarecer esta situacion se decidié clonar y secuenciar ambos fragmentos

obtenidos con la digestion de la enzima Eco RI.

A

EcoRl w

Pst1
Cla |

I

4— II.
o o TR

iy el

‘—pl.Z Mb

31kbd e

!—» 1.2 kb

Figura 11. ldentificacion y localizacion de regiones codificadoras para profilina en
cromosomas de T. cruzi y en fragmentos de restriccion. Blot de cromosomas, panel (A)
y Southern blot de DNA gendémico de digerido con enzimas de restriccién Eco RI, Pst 1 'y
Cla |, panel (B). Se utilizaron marcadores DNA levadura-PFGE Invitogen (A) y Ladder
1 kb Invitrogen (B).
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4.3. Obtencién de una clona que contiene el gen de profilina.

Para aislar y caracterizar los fragmentos gendmicos Eco RI que contienen
las regiones codificadoras de profilina, se tamizé una biblioteca gendmica de
T. cruzi (construida en lambda ZAPII utilizando el sitio de restriccion Eco Rl y
realizada por la Dra. Imelda Lopez) utilizando como sonda el fragmento clonado
de DNA PPROF-349 pb. De esta busqueda se aisl6 una sola clona de la cual se
escindi6 como plasmido pBluescript Il y se caracterizd el inserto de
aproximadamente 7.2 kb, que corresponde al tamafio de uno de los dos
fragmentos con EcoRI hibridados en el Southern blot (figura 11 panel B). Se
intentd clonar el segundo fragmento de 3.1 Kb, sin éxito. Con el fin de
caracterizar la clona gendmica obtenida, el contexto génico y mapear la
localizacién del gene de profilina; se realizaron digestiones enzimaticas sencillas
y dobles. Los fragmentos se separaron en gel de agarosa 0.8% (figura 12 panel
A, izquierdo) y se hibridaron con la sonda radiactiva de PROF-349 nt (figura 12
panel A, derecho).
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Figura 12. Mapa de restriccion de clona genémica conteniendo la secuencia del gene
de profilina. (A) A laizquierda gel de agarosa que contiene fragmentos de DNA de la
clona obtenida y a la derecha Southern Blot hibridado con fragmento de 355pb de
profilina, Ladder 1 kb Invitrogen. Panel (B) mapa de restriccion enzimatica de la clona
gendmica, se indican con cabeza de flecha la localizacion de los oligonucle6tidos de 20nt
con los que se obtuvo la region codificadora completa de profilina y en caja negra la
region minima de hibridacion mapeada en base al Southern Blot. Panel (C) indica la
region delimitada del gen de profilina y la regién que fue secuenciada sombreada en gris.

Los nimeros de bajo del esquema corresponden a contigs contenidos en T. cruzi
GeneDB.
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El patron de digestidon e hibridacion delimita un fragmento de hibridacion
de 1.2 kb con Cla I, indicado por un rectangulo negro figura 12 B. Esto localiza
al gen a =4.7 kb del extremo T3 y =1.2 kb del extremo T7 del vector, figura 12 B.
Cabe resaltar que el fragmento de 1.2 kb del DNA es congruente en tamafio con
la banda identificada con Cla | del Southern blot, figura 11 B. La clona gendmica
se secuencié parcialmente utilizando oligonucleétidos O-profil-f y O-profil-r,
figura 12 B. Se demostrd la presencia de la regién codificadora de profilina
completa (450 nt) cuyo extremo 3’ se localiza a =2.1 kb del promotor T7 del
vector, figura 12 panel C. Utilizando la secuencia del gen de profilina se realizé
una busqueda por algoritmo BLAST en la base de datos del proyecto genémico
de T. cruzi y se identificaron dos contigs para profilina accesados. Uno de ellos
perteneciente al haplotipo Esmeraldo (3338.t00003) y el otro al No Esmeraldo
(6006.t00006). La figura 13 muestra el alineamiento de secuencias de los dos
contigs con nuestra secuencia de profilina (PROF). Por comparacién de las
mismas, se determiné que nuestra clona tiene 100% similitud al haplotipo No
Esmeraldo y diferente al haplotipo Esmeraldo en ocho cambios en la secuencia

nucleotidica conservados.
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TATATAAATTTATCCATATGCATCCTAAAAAAAAAAAGAAGAAAAAGCTCTTTGTTTTGC

LEEERRERRD PRttt | FEEEEE DREREERr i
TATATAAATTGATCCATATGCATCTTG. . . AAAAAACGAAGAAAAAACTCTTTGTTTTGC

TAATTTC. o oo h TTTTTTTTAAAGGAAATATTGGATATTAAAAAAGGAAA

111 PERRREEL PR 1t i
TAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGGAAATATTGAATA . - AAAAAAGGGAA

ATGTCGTGGCAGGCGTATATCGATGACAGCCTTATCGGCAGTGGACA
TTCGAACTTTTAAATGTCGTGGCAGGCGTATATCGATGACAGCCTTATCGGCAGTGGACA
LEELLETTLLE ] IATGTCGTGGCAGGCGTATATCGATGACAGCCTTATCGGCAGTGGACA
TTCGAACTTTTAAM S W Q A Y I D D S L I G S G H

CATGCACAGTGCGGCGATTGTTGGTCTTTCCGACGGGAGTTACTGGGGTTATGGAGGA
CATGCACAGTGCGGCGATTGTTGGTCTTTCCGACGGGAGTTACTGGGGTTATGGAGG
M HSAAI1I V GL SDGSYWGY G G N

CATGCACAGTGCGGCGATTGTTGGTCTTTCCGACGGGAGTTACTGGGGTTATGGAGGi{g

CTATATCCCACAGCCTGATGAGGTTGCCCATATATTGAAGTGCCTGGGAAATTTTTCACT
CTATATCCCACAGCCTGATGAGGTTGCCCATATATTGAAGTGCCTGGGAAATTTTTCACT
CTATATCCCACAGCCTGATGAGGTTGCCCATATATTGAAGTGCCTGGGAAATTTTTCACT

Y P Q PDEV AHI1TLKTCLTGNTFSL

CGTGCAGTCCTCCGGCGTGACTATTTATGGTGTGAAGTTTTTTGETETTCAGTCTGGTGA
CGTGCAGTCCTCCGGCGTGACTATTTATGGTGTGAAGTTTTTTGGTCTTCAGTCTGGTGA
CGTGCAGTCCTCCGGCGTGACTATTTATGGTGTGAAGTTTTTTGGCETTCAGTCTGGTGA

VQSSG6VTIYGVIKTFTFGLT2 OQSTGE
AGAAGGCGAAATGAAATACATCTTTTTCAAAAAAGGTGCGGCGGGTGGATGCATCTATAC
AGAAGGCGAAATGAAATACATCTTTTTC GTGCGGCGGGTGGATGCATCTATAC
AGAAGGCGAAATGAAATACATTTTTTTCAAAAAGGGTGCGGCGGGTGGATGCATCTATAC

EGEMSEKTYT11FTFIZ KT KGAAGGT CTI YT

CAAAACAGACGGCTATTATTGCAGTTTACGGGAATCCCGGAACTTCTTCATCTCTTCA
CAAAACAGACGGCTATTATTGCAGTTTACGGGAATCCCGGAACTTCTTCGTCTCTTCA
S KQTATIILIAVYGNTPGTSSSLQ

E}CAAAACAGACGGCTATTATTGCAGTTTACGGGAATCCCGGAACTTCTT%E}CTCTTCA

ACAGGATCTTGAAAAGAAGGAGG CAGAAATTGCAGTCAATCCTGCCGATTGCAACTC
ACAGGATCTTGAAAAGAAGGAGGGAGCAGAAATTGCAGTCAATCCTGCCGATTGCAACTC
ACAAGATCTTGAAAAGAAGGAGGGGGCAGAAATTGCAGTCAATCCTGCCGATTGCAACTC

D LEKKEGAEI1I AV NPADTCNS

CACCGTGAAACGGATCGCTGAGTATCTTATCAGTTTGGATTACTAAAATTTCTTAATTTA
CACCGTGAAACGGATCGCTGAGTATCTTATCAGTTTAGATTACTAALLL T1LITITTTI

CACCGTGAAACGGATCGCTGAGTATCTTATCAGTTiE%ATTACTAA
TV KR 1 A E Y L I S L D Y *AATGTCTTAATTTA

N/E
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PROF
N/E

PROF
N/E

PROF
NE

PROF
N/E

PROF
N/E

PROF
N/E

PROF
N/E

Figura 13. Alineamiento de secuencia obtenida (PROF) con las secuencias homélogas
accesadas en T.cruzi GeneDB. Dos haplotipos que existen en el genoma de T. cruzi:

(E) Esmeraldo y (N/E) No Esmeraldo.

nucleotidicas.
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Al analizar los contigs accesados, de manera interesante, se identificd
que uno de los contigs termina a 260 nt y el otro a 430 nt rio abajo del gen de
profilina. Como se mencion6 anteriormente, nuestra clona gendmica delimitada
por EcoRI (No Esmeraldo) contiene una region de 2.1 kb rio debajo de profilina
(figura 12 C), no presente en los contigs accesados. Por lo tanto, se decidio
secuenciar esta region y buscar las secuencias obtenidas por BLAST en la base
de datos del proyecto genoma. Se identificaron tres nuevos contigs: 2298.t0001,
18007 y 8019.t00015. Solo el contig 2298 es designado como haplotipo No
Esmeraldo y los dos contigs 18007 y 2298 no tienen haplotipo designado. La
secuencia del contig 18007 es idéntica a la secuencia de nuestra clona
genomica y se localiza inmediatamente rio abajo del gen de profilina (ver figura
14). La secuencia del contig 2298 es 99% similar con nuestra secuencia y se
encuentra rio debajo de la region correspondiente al contig 18007 (figura 14),
por lo que probablemente corresponde al haplotipo No-Esmeraldo. EI contig
8019 tiene 98% de similitud con nuestra secuencia y probablemente
corresponda a la variante alélica Esmeraldo. Ademas, se hizo un analisis de las
secuencias presentes en estos contigs (el 6006 Ilimitado a la zona
correspondiente a nuestra clona gendmica), se identificaron los marcos de
lectura abierta en ellos contenidos y se ensamblaron en el orden

correspondiente figura 14.

Como se puede ver en este esquema se sugiere que el contig 8019

corresponde a la region rio abajo de profilina en el alelo Esmeraldo. Para demostrar

esta hipotesis, se realizaron ensayos independientes tipo Southern Blot de DNA

genomico de T. cruzi digerido con EcoRl, figura 15. Ambos se hibridaron con dos

sondas, la primera con el fragmento de 2.1 kb de la clona gendmica (delimitada

Xhol-EcoRI) y la segunda con sonda del gen de profilina. Del analisis comparativo

de los resultados del patron de hibridacién se observa que los contextos génicos

estan relacionados.
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Figura 14. Diagrama del contexto genomico para las dos variantes alélicas de
profilina. Los contigs correspondientes a este locus fueron ensamblados a partir de la
informacion obtenida con nuestra clona. Por simplicidad los contigs 8019 y 6006 fueron

acotados a la region correspondiente a nuestra clona.

A Sonda: 2.1kb Profilina

EcoRl  EcoRI
7.1kb +— = -
32kb «— = d
B :
EcoRlI xho “{° EcoRl
| 7
Profilina Figura 15. Caracterizacion de la

region 3° de profilina. El panel A de la izquierda se hibridé con el fragmento de 2.1 kb

de la clona gendmica rio abajo de profilina y el panel de la derecha con la sonda de

profilina. La representacion grafica y localizacion en la clona gendmica de las sondas
Los marcadores moleculares empleados

utilizadas se muestran en el panel B.
corresponden a Ladder 1 kb Invitrogen.
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4.4. Expresion del RNAm.

Para ver si se expresa el gen de profilina, el RNA total fue separado
electroforeticamente en condiciones desnaturalizantes, transferido a una
membrana de nylon y, finalmente, hibridado con la sonda de profilina; recuadro
de la figura 16. Se identificé una banda de 0.7 kb de tamafio consistente de un
mensajero maduro que codifique para una proteina de 150 aminoacidos en
T.cruzi. La expresion de los genes, que codifican para proteinas en
tripanosomas, requiere el procesamiento del transcrito primario mediante la
adicion del miniexdn en el extremo 5’ por trans-splicing y la poliadenilacion del
extremo 3’, para cada generar RNAmM maduros. Para identificar estos sitios de
procesamiento del RNAm se realiz6 el tamizaje de una biblioteca de cDNA T.
cruzi (cepa Tulahuén) obteniendo dos clonas con secuencias de la region
codificadora para profilina. Estas secuencias contienen tanto el miniexdbn como
la cola de poli A. EIl analisis de las secuencias permiti6 determinar que la
longitud de la regiébn 5’ no traducida es de 39 nt de longitud. Las dos clonas
diferian en el sitio de poliadenilacion ocurriendo a 148 y 158 nt rio abajo de la
sefial de termino de traduccion. Para identificar las sefiales que determinan el
procesamiento de estos transcritos se comparo la secuencia de estas clonas con
la secuencia gendmica (figura 16). De esta manera, se identificd, un
dinucleétido AG precedido de una region rica en pirimidinas (12 nt) consistente
con las sefiales previamente descritas para el procesamiento. También se pudo
identificar que el dltimo nucledtido diferente a A, en donde se inserto la cola de

poliA en las clonas de cDNA analizadas en ambos casos es una T.
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Northern Blot

& — 0.7 kb

ACGCCTTTACGCATAAAGGGAAAAAAAGAACTTTCTTTAGGAATTATTATTATTATTAT
TCATCTGGGTGACTCAAGTATTTGCCGCTAATTTGAAATGATTATCTGAGTTTTTGGGG
AAAATTGAGCAGCTGCAAATATATTTGCATGCATATTGCACATGTTTCTGATATATGTA
AAATATATAAATTTATCCATATGCATCCTAAAAAAAAAAAGAAGAAAAAGCTCTTTGTT
TTGCTAAA@AAATATTGGATATTAAAAAAGGAAATTCGAACTTT
TAAATG region codificadora de Profilina TAAAATTTCTTAATTTA
AGGATTATATTTTTACTTCTTATTAGCGGAAACCATATTTTGTCGTTGTTGTAAGACTT

- ACATCAATATATATATATATATATGTATATATATATATTTGTGCCTGTTTTTTCCCTTT

TTTTTTTTTGCATTTTIGTCTTTCTTTAGCTT

Figura 16. Expresion de profilina a nivel de mensajero y caracterizacion de sus sitios
de procesamiento. En el recuadro superior se muestra el RNAm. En la parte inferior se
muestra solo la posicion de los codones de inicio y termino de la traduccion (negritas) de
profilina ya que la regidn codificadora completa no se muestra. En cajas se indica los
motivos para el procesamiento: el sitio aceptor del spliced leader (AG) y el tracto de
polipirimidinas. Dos sitios de poliadenilacién son indicados en negritas, que representa
el dltimo nucledtido diferentes a “A” presente en los mensajeros. El tamafio del
fragmento hibridado fue estimado a partir de marcadores de RNA 0.24-9.5kb, Invitrogen.

Como parte de la caracterizacion del RNAm de profilina, se estimd su
tiempo de vida media en epimastigotes de dos etapas de crecimiento, para
determinar si el mensajero se estabiliza durante la fase estacionaria como
sucede con otros genes de mantenimiento. En la curva de crecimiento (figura
17) se indican los puntos considerados como fase media logaritmica (ML) y
estacionaria (S), en los que se estudi6 la dinamica de decaimiento de este
mensajero después de la adicion del inhibidor transcripcional Actinomicina D (10

pg/ml). La cantidad de mensajero remanente se determiné mediante ensayos
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de tipo northern blot en muestras obtenidas a 0, 1, 6, 9, 12 y 24 hrs después de

inhibir la transcripcion.

Curva de crecimiento
S
1.00E+08 -
_ ML
£
< 1.00E+07 -
O
1.00E+06 T T T T T T T T T T T T T 1
01234567 891011121314
Das

Figura 17. Curva de crecimiento de epimastigotes. Las flechas indican el punto de

adicion de Actinomicina D (10upg/ml) tanto en la fase media logaritmica (ML) y la fase
estacionaria (S).

En la hibridacién, la union de la sonda fue detectada con el sistema FX de
Imager Molecular (BioRad) y la cuantificacion de las muestras se realiz6 por el
software Quatity One (BioRad). La cantidad de marca presente a cada tiempo
fue ajustada por carga y los resultados se expresan como la relaciéon de
profilina/24SBRNAr, normalizado al 100% (ver metodologia). Estos datos fueron
graficados y utilizados para calcular la vida media del transcrito, mientras que la
fase media logaritmica fue de aproximadamente de 3h, y la fase estacionaria se
duplicé (6h) (ver figura 18). Esto significa que los mensajeros de profilina se
estabilizan durante la fase estacionaria, como ocurre con otro que codifican para
proteinas de mantenimiento.
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Figura 18. Cinética de decaimiento de mensajeros de profilina. (A) Northern blot de
RNA total a diferentes intervalos de tiempo después de la adicion de Actinomicina D.
(B) Representacion grafica de los resultados obtenidos. ML: fase media logaritmica y
S: fase estacionaria. Los fragmentos hibridados fueron estimados a partir de marcadores
de RNA 0.24-9.5 kb, Invitrogen.

4.5. Obtencién de una proteinarecombinante y un péptido recombinante.

Como una estrategia para ver si profilina se expresa a nivel de proteina
en T. cruzi, se planed obtener anticuerpos contra la proteina homéloga
recombinante y contra un péptido recombinante. Estos anticuerpos se utilizarian
en ensayos de inmunohistoquimica e inmunolocalizacion en los diferentes
estadios del parasito. En la figura 19 se indica la localizacion de los
oligonucledtidos diseflados para obtener construcciones de la profilina
recombinante (REC1) y de un péptido recombinante que codifique para los
aminoacidos 56 a 104 (REC2) que incluye varios de los sitios de union a actina.
Estos oligos fueron utilizados para amplificar los fragmentos correspondientes

usando la clona gendmica como templado. Los productos de PCR resultantes
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(figura 20) fueron clonados en el vector de clonacién PCR-Blunt II-TOPO vy
posteriormente subclonados en el vector de expresion pQE-30 en el sitio BamHI.
Este dltimo vector proporciona una bandera de histidinas para su purificacion,
gue ademas puede ser utilizada para la identificacion de la proteina o péptido

recombinantes con anticuerpos comerciales a-Histidinas.

REC1-5"-BamH| > 3"
e ATGTCGTGGCAGGCGTATATCGATGACAGCCT
1 M S WOQAY 1 DD S L

TATCGGCAGTGGACACATGCACAGTGCGGCGATTGTTGGTCTTTCCGACGGGAGTTACTG
12 Il 6 S GHMHSAAILI V GL SDG S Y W

GGGTTATGGAGGAACCTATATCCCACAGCCTGATGAGGTTGCCCATATATTGAAGTGCCT

32 G Y GG TY 1 PQPUDEVAHTITLTZEKTC.L
REC-2 5"-BamH| > _3-

GGGAAATTTTTCACTCGTGCAGTCCTCCGGCGTGACTATTTATGGTGTGAAGTTTTTTGG

52 G NF SLVQSSGVTI1YGVKTFTFG

TCTTCAGTCTGGTGAAGAAGGCGAAATGAAATACATCTTTTTCAAAAAAGGTGCGGCGGG

72 L Q S G ETETGTEMIEKY 1 FFKJZKTGAAG

-3¢= 5" REC-2
TGGATGCATCTATACATCAAAACAGACGGCTATTATTGCAGTTTACGGGAATCCCGGAAC
92 G C1 YTSIKO QTATILI1L1AVYGNZPGT

TTCTTCATCTCTTCAACAGGATCTTGAAAAGAAGGAGGGAGCAGAAATTGCAGTCAATCC

112 S'S S LQOUDTLTETKT KTETGATETILAVNFP
3" BamH1 5"REC1
TGOCGATTGCAACTCCACCGTGAAACGGATCGCTGAGTATCTTATCAGTTTGGATTACTAA

132 ADCNSTVI KT RTIAETYTLTISLTDY =*

Figura 19. Oligonucledtidos disefiados con sitios de subclonacion BamHI. Marco de
lectura abierta del gen que codifica para profilina y secuencia deducida de aminoécidos
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Figura 20. Productos de la reaccion de PCR. ADN-REC1 que codifica para
profilina, 453 pb (carril 2) y el ADN-REC2, 128pb que codifica para los amino&cidos de
56 a 104, (carril 3). Marcadores de tamafio 1Kb, Invitrogen (carril 3)

Las dos construcciones obtenidas fueron verificadas por secuencia,
demostrandose que la cola de histidinas se encuentra en el marco de lectura

adecuado para su expresion como proteina de fusion (figura 21).

Xno ! 6x His

Rec-2

Rec2-pEQ30

Rec1-pEQ30

Xba 1

Figura 21. Representacion grafica de las construcciones Recl-pQE30 y Rec2-
pPQE30. En verde se denota la localizacion del promotor, el operador lac en azul, la
bandera de histidinas en rojo y los genes del péptido o proteina en amarillo.
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3.5.1. Cultivos de expresion a menor escala.

Se buscé la expresion de la profilina recombinante de un tamafo
esperado 21kDa y del péptido recombinante de un tamafio esperado 6.4 kDa
con diferentes concentraciones de IPTG en E.coli cepa M15[pREP4]. Las
células fueron lisadas en condiciones reductoras y se analizaron en geles SDS-
PAGE, donde aparentemente no fue posible identificar la presencia de la

proteina y del péptido recombinantes por su tincion del gel con el azul de

Coomassie.
REC1 REC2 REC1 REC2
( A Y A 3 { A A { A \
IPTG 1mM - + + - + + - + + - + +
Horas (A 0 1 4 0 1 4 B) 0 1 4 0 1 4
e E— i
= 1 § 1 7 —
41 kba — S | o o
e i
3lkDa _—, | «
21kDa — +
14kDa —
6.5kDa —» +

Figura 22. Evaluacion de la expresion de las proteinas recombinantes de T.cruzi en
E.coli. Lisados totales de cultivo de E.coli inducido con IPTG durante 1 y 4 hr, tanto
para profilina recombinante (REC1) como el péptido recombinante (REC2). Panel (A)
Gel de acrilamida SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie con marcadores de peso
molecular (Broad rangeBioRad). Panel (B) corresponde a la inmunohistoquimica con la
reactividad del anticuerpo a-Hiss mouse IgG, marcador 6X His-Qiagen. Las estrellas
indican donde se esperarian las proteinas recombinantes.

Para determinar si la proteina o el péptido recombinantes se expresaban
en cantidades por debajo de la resolucion de la tincion empleada, se intentd su
deteccion a través del reconocimiento de su cola de histidinas mediante un
anticuerpo comercial anti-histidinas (Anti-Hisg mouse 1gG, ROCHE); como control

positivo se utilizd un estandar que contiene marcadores de tamafio fusionados a
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una cola de 6Xhis (6X Ladder, Qiagen) (figura 22). El revelado de la membrana
se realiz6 por precipitacion del sustrato insoluble producido por la fosfatasa
alcalina conjugada en el segundo anticuerpo. Debido a que no fue posible
visualizar ni la proteina, ni el péptido recombinantes, pero si el control positivo
presente en los marcadores 6Xhis, los resultados son indicativos de que no hubo
expresion detectable de proteinas recombinantes. Debido a esto no fue posible
generar los anticuerpos policlonales como se habia planeado. Se descarto la
posibilidad de la falta de expresion fuera secundaria a la inestabilidad plasmidica

ya que fue posible rescatar el vector de expresion con profilina.

4.6. Analisis de secuenciay prediccion de la estructura terciaria de profilina.

4.6.1. Andlisis de la secuencia deducida de aminoécidos.

El andlisis comparativo de la secuencia deducida de aminoacidos de
profilina de T. cruzi con otros tripanosomatidos demostrd la presencia de una
proteina conservada con un similitud de 84.6% para T.brucei y de 75.3% para
L. major. En los tres organismos se identifico la insercion de diecinueve
residuos, previamente identificada en T. brucei (figura 23) (Wilson y Seebeck,
1997). Como era de esperarse, el grado de similitud con otros organismos
incluso entre protozoarios es menor, siendo del 61% con Acanthamoeba
castellani, 26% con Dictyostelium discoideum y de 20% con Tetrahimena
termophila. La profilina de T. termophila contiene dos inserciones; la primera es
una insercion de nueve residuos en la misma regién en donde se localiza la
insercion de tripanosomatidos y la segunda,es una insercién de doce residuos

hacia el extremo amino terminal (ver figura 23).
4.6.2. Identificacion de motivos conservados paralos ligandos de profilina.
Thorn et al. (1997) identificaron a 18 residuos como aminoacidos

conservados en 80% de las profilinas. De estos, la mitad tienen una funcion

demostrada en la interaccion con ligandos ricos en prolina (ver figura 23); otros
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cinco parecen tener un papel en el mantenimiento de la estructura terciara de la
proteina y solo tres estan involucrados en la union a actina de acuerdo al modelo
bovino.

En el caso de T. cruzi se pueden identificar sélo 6 de los 21 (28.6%) sitios
de unién a actina reportados por Shutt et al. 1993 para la profilina bovina (3
residuos idénticos y 3 son cambios conservados), ver tabla IV. En cambio el
dominio de unién a PLP parece estar muy conservado con todos los residuos
esperados presentes (11 idénticos y 1 conservado). De los 3 sitios que se sabe
se requieren para interactuar con PIP,, se encontré que uno de ellos es idéntico,

uno esta conservado y uno parece ser exclusivo de las actinas bovina y humana.

Tabla V. Conservacion de aminoacidos de profilina de T.cruzi involucrados en la union
a ligandos

Ligando Residuos conservados con respecto al modelo bovino

Actina Aminoéacidos idénticos: Ssg *, Keg V129 N13s
Aminoacidos conservados: L7, Q73, Ksg1, Kgs, N13g
Aminoacidos semiconservados: Se60, Goz, A132, S136, R140
Aminoacidos no conservados: Ksg, F70, G71, Ggg, D133, K139

Poli-L-prolina | Aminoacidos idénticos: W3, Y, Dg, 122, Goa, Waa, Liss, Yiso
Aminoacidos conservados: Sz, Qa4

PIP, Aminodacidos idénticos: Dg
Aminoacidos conservados: Kgs

*Sgg €S UN amino&cido no conservado con bovino pero idéntico al presente en
S.cerevisiae. Ya que Eads et al. 1998, identificaron que este residuo en S.cerevisiae
interviene en la interaccion con actina, se considero como aminoacido conservado.
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Figura 23. Alineamiento de profilinas seleccionadas. Alineamiento de profilinas de tripanosomatidos, de algunos organismos relacionados, y de aquellos de los que
se encuentra estructura cristalografica mediante CLUSTALW. Los aminoécidos sombreados representan residuos conservados en mas del 80% de las profilinas
(Thorn et al. 1997). Los residuos conservados con funcién estructural se marcan en café. Los residuos en azul son aquellos que participan en la unién con ligandos
ricos en L prolina. En rojo, se muestran los residuos asociados a unién a actina basados en el modelo cristalografico bovino (por lo que en esta especie se encuentran
en cajas). En rosa, se sefialan el residuo involucrado tanto a union a ligandos ricos en prolina como a PIP2, en verde obscuro se resalta el residuo involucrado en
union tanto a actina como a PIP2 y en verde claro un residuo identificado en profilina humana involucrado en la unién a PIP2. Residuos subrayados indican
funcionalidad demostrados en estudios de mutagénesis dirigida. En el cuadro se muestra la insercion de 19 aminoécidos presente en tripanosomatidos. EIl diagrama
ubicado encima de la secuencia corresponde a la estructura secundaria de la profilina de A.castellani usada para el modelaje de esta proteina en T. cruzi, en ovalo se
muestran las estructuras secundarias alfa hélice y en flecha la hoja beta plegada.
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4.6.3. Prediccion de la estructura terciaria.

Para modelar la probable estructura terciaria de profilina de T. cruzi, se
utilizo el programa MODELER. Primero, se seleccionaron aquellas proteinas de
las cuales se cuenta con una estructura cristalografica reportada, seleccionando
del templado que reunié los mejores criterios sugeridos por Sali y Blundell, 1993,
ver tabla VI. El primer criterio de seleccion fue un rango de resolucion
cristalografica menor a 3 A (e idealmente esperado es 1 A). El segundo criterio
de seleccioén fue un adecuado porcentaje de identidad, los templados 3nul, l1acf,
lcga y 1lyprA presentan una identidad < 50 % por lo que fueron descartados
como templados. 1g5uA muestra el mayor porcentaje de identidad pero
presenta un factor de resolucion fuera del esperado de todos los templados
candidatos, por lo que se descarté de la seleccion. Finalmente, se decidio
seleccionar a la estructura de la profilina Il de Acanthamoeba castellani (PBD
1f2kA) por un grado de identidad con la profilina de T. cruzi (61%) por su factor

de resolucion cristalografica aceptable de 2.3 A.

Tabla VI. Profilinas con estructura cristalografica conocida. Se indica en paréntesis las
isoformas de profilina y sombreado se indica la estructura seleccionada para la prediccion
del modelo.

PDB Resolucidn cristalografica | Porcentaje de identidad Organismo

3 nul 1.6 A 28% Arabidopsis thaliana (1)
lcqa 2.4 A 24% Birch pollen
1g5uA 3.1A 67% Hevea brasiliensis (1)
lacf 20A 15% Acanthamoeba castellani (1)
1f2kA 2.3 A 61% Acanthamoeba castellani (2)
1yprA 2.3A 44% Sacharomyces cerevisae (2)

Una vez seleccionado el mejor modelo (PBD 1f2kA [A.castellani]) se
utilizé el programa de Modeller para que, en base a esta estructura, se realizara
la prediccion de un modelo por homologia para la profilina de T. cruzi, ver figura
24,
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A. castellani

Figura24.  Alineamiento estructural entre profilinas de A. castellani- T. cruzi. (A)
La estructura cristalografica de A. castellani (PDB ID: 1f2kA) se indica en color verde y
(B) la prediccion de la estructura terciaria de profilina de T. cruzi en gris empalmada con
el templado en verde (extremo amino Ay extremo carboxilo C)

El modelo generado es una proteina globular que contiene las 4 a-hélices
y 7 hojas beta plegadas presentes en las profilinas, llama la atencién la
presencia de una asa que corresponde a la insercion de 19 aminoacidos
presente solo en T.cruzi. Esta regidén no contiene estructura secundaria definida
ya que estd no esta presente en el modelo seleccionado. Se determind la
posible estructura secundaria de esta region utilizando el programa PSIPRED
V2.6 (Jones, 1999). De acuerdo a la prediccion de este programa la insercion
puede ser plegada como alfa hélice, la cual puede estar influenciada con las
interacciones del resto de la proteina. Para conocer la estructura real de esta

insercion, se necesita cristalizar la proteina experimentalmente.

Los motivos conservados de union a ligandos de profilina dentro de la
conformacion estructural de T. cruzi es similar a los que contienen en la
estructura de profilina de la A. castellani reportada cristalograficamente (figura
25).
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Figura 25. Residuos funcionales de interaccion con los tres ligandos (actina, rojo; poli-
L prolina, azul; PIP2 verde y rosa). (A) Estructura terciaria de profilina en A. castellani
(verde) y prediccion del modelo de T. cruzi (gris)

El modelo obtenido (figura 24 B) se evalué por dos formas: una valoracion
interna, referido a la estequeometria del modelo (distancias entre enlaces,
angulos de enlace y angulos diédricos); y otra externa, que es la evaluacion del
plegamiento. La evaluacion interna predice si el templado es correcto y se
obtiene al comparar los puntos de corte Z-score para las estructuras del modelo
y templado calculados por el programa. El Z-score del templado es de -15.17 y
del modelo -12.99, la comparacién de ambos valores se consideran aceptables
dentro de la validacion realizada. La prediccién de profilina de T. cruzi también
fue sujeto a una validacion externa con Pro-SA, que evalla la estereoquimica de
todo el modelo por ventanas de 20 residuos que forman parte de una estructura
y que hace el andlisis comparativo con parametros experimentales obtenidos de
Rayos X y Resonancia Magnética Nuclear (NMR), ver figura 25 (Wiederstein y
Sippl, 2007).
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Energia
Valor de Z

NUmero de residuos Residuos de la proteina

Figura 26. Validacion externa del modelo tedrico de profilina T. cruzi mediante el
programa Pro-SA. (A) Valor de Z obtenido (-) de la estructura de profilina de T.cruzi
comparado, con valores de Z experimentales de otras profilinas cuya estructura se
determino por medio de Resonancia Magnética Nuclear (NMR) y de rayos X. (B) Nivel
de energia de los residuos en la prediccion del modelo de T.cruzi.
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5. DISCUSION.

Profilina es una proteina importante en la regulacion del citoesqueleto de
actina, favoreciendo la elongacién de microfilamentos cuando se necesitan y
secuestrando actina en ausencia de estimulos de polimerizacion. La regulacion
de esta funcién se lleva acabo por dos mecanismos, uno a través de su
activacion por sus ligandos y el segundo por la expresion de diferentes
isoformas. En tripanosomatidos, el sistema de regulacion de los microfilamentos
de actina parece contener pocos elementos (Berriman et al.,, 2005). De las
proteinas de unidn a actina globular, sélo se identificaron cuatro clases de
genes: los que codifican para profilina, para el factor despolimerizante de actina
(ADF)/cofilina, twinfilina y la proteina asociada a ciclasa (CAP)/Srv. En los tres
tripanosomatidos de los cuales se cuenta con informacion gendémica, sélo ha
sido posible identificar una sola isoforma de profilina incluyendo a T. cruzi.
Hemos analizado las secuencias de los dos marcos de lectura abierta que
codifican para las dos variantes alélicas de profilina en este organismo. Aunque
existen ocho cambios en su secuencia nucleotidica todos ellos son conservados
por lo que codifican para proteinas idénticas. Esto contrasta con lo que ocurre
con un gran numero de otros genes de T. cruzi CL Brener donde las diferencias
alélicas contribuyen a la diversidad proteica. En profilina existe la posibilidad de
isoformas determinadas por modificaciones post-traduccionales en particular
formas fosforiladas (Vemuri y Singh, 2001), las cuales tendran que ser

demostradas experimentalmente en T.cruzi.

El proyecto de genoma de T. cruzi, aunque liberado y publicado, todavia
no esta finalizado. Debido a la presencia de abundantes regiones repetidas, aun
no ha sido posible ensamblar todas las secuencias, ni siquiera ha sido posible
definir con exactitud el nimero de cromosomas presentes (El-Sayed et al.
2005a). Por esta razon, es importante acabar de definir el contexto genémico de
los diferentes genes a estudiar. En el caso de profilina, nuestros estudios

permitieron el ensamblaje de cinco contigs (dos del alelo Esmeraldo y tres del
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haplotipo No Esmeraldo), localizando al gen que codifica para profilina en la
cuarta posicion de un conjunto de al menos once marcos de lectura abierta
codificados en la misma hebra (ver figura 27). La hibridacion de cromosomas
con una sonda de profilina identificd que el gene esta presente en cromosomas
homdlogos de tamafio diferentes. La variacién en el tamafio de cromosomas
homdlogos ya ha sido previamente reportada. Tal es el caso de los genes que
codifican para la proteina ribosomal S4 reportados por nuestro grupo
(Hernandez et al., 1998). Se ha especulado que la diferencia en tamafios en
estos cromosomas puede deberse a la presencia de elementos moviles,
elementos repetidos, a duplicaciones o deleciones génicas presentes en cada
haplotipo (El-Sayed et al. 2005a)

No Esmeraldo — Clona Gendémica

bbb

6006 18007 2298
Esmeraldo
3338 8019

Figura 27. Organizacion genomica de la region codificadora de profilina incluyendo la
informacion obtenida de los contigs identificados mediante el analisis de secuencia de la
region rio abajo de profilina. Cada uno de los cinco contigs ensamblados se muestran en
colores diferentes. El Gnico marco de lectura abierto resaltado en negro corresponde a
profilina.

La expresion de los genes que codifican para profilina en T. cruzi no ha
sido estudiada previamente. Este trabajo demuestra que el gen de profilina se
transcribe como un mensajero poli adenilado de 0.7kb. Ademas demostramos
que el transcrito primario es madurado mediante trans-splicing y poliadenilacion,
e identificamos los sitios de procesamiento, los cuales parecen comportarse de

manera candnica. Campos et al. (2008) reportaron que la longitud de la regién
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no traducida 5’ es menor a 50 nt (con una media de 39.5 nt) y que la longitud de
la region no traducida 3’ tiene una media de 137 nt, con una longitud promedio
de 264 nt lo que sugiere que algunos transcritos tienen un 3’ largo. La longitud
de estas regiones no traducidas presentes en los transcritos de profilina son muy
similares a la media para ambos casos. La vida media de los mensajeros de
profilina se prolonga durante la fase estacionaria de crecimiento lo que apoya la
hipotesis de que T. cruzi modula la degradacién de los mensajeros necesarios
para el mantenimiento celular en condiciones donde no hay sintesis significativa

de nuevos transcritos como ocurre en la fase estacionaria (Cevallos et al., 2003).

La generacion de proteinas recombinantes ha sido una herramienta
ampliamente utilizada para estudiar la expresion y regulacion de proteinas.
Estas proteinas recombinantes pueden ser utilizadas para obtener anticuerpos
policlonales o monoclonales los cuales permiten realizar estudios de inmuno
localizacion e inmuno precipitacion. La expresion de proteinas recombinantes
con elementos de fusién en el organismo de interés puede ser una técnica util
para estudiar el papel bioldégico de estas proteinas. Su expresion intracelular
puede ser identificada a través del elemento de fusion ya sea directamente
(como en el caso de proteinas fusionadas a proteinas fluorescentes) o
indirectamente con anticuerpos contra el elemento de fusién (tag) (Di Nardo et
al., 2000). Ademas, estas proteinas pueden utilizarse en ensayos de pull-down
para caracterizar los potenciales complejos funcionales que pudieran llegar a
formarse, como seria el caso de la unién de profilina con forminas y las
diferentes isoformas de actinas (Kursula et al. 2008). En el presente trabajo se
consiguieron dos construcciones plasmidicas que codifican para la profilina
completa o para un fragmento que incluye los aminoacidos 56 a 104. EIl vector
pQE-30 contiene un promotor optimizado para su expresidbn que es
eficientemente regulado; y las proteinas recombinantes se inducen por la
presencia de IPTG al unirse a la proteina represora lac. Desafortunadamente no
se identificaron las condiciones adecuadas para su expresion en E. coli. Entre

los motivos por los cuales no se expresan las proteinas recombinantes se
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encuetran la inestabilidad del plasmido recombinante la secuencia del gene,
estabilidad y eficiencia en la traducibilidad del RNAm, diferencias en el uso de
codones entre el gene de la proteina recombinante y el de E.coli, degradacion
de la proteina por proteasas y toxicidad de la proteina en el hospedero. En
nuestro caso se descartd experimentalmente la inestabilidad plasmidica y se
espera que no haya problemas de traducibilidad ya que el vector contiene las
secuencias para el reconocimiento del transcrito por ribosomas. Las otras
posibilidades requieren ser investigadas experimentalmente. Otras estrategias a
considerar es la purificacion de la proteina nativa por cromatografia de afinidad a
PLP (Linberg et al. 1988), la cual podria ser utilizada tanto para la produccion de
anticuerpos como los estudios de afinidad con ligandos conocidos. Asi como, la

expresion de la proteina fusionada a un tag y expresada en T.cruzi.

La secuencia deducida de aminodacidos de profilina en los tripanosomatidos
esta conservada, incluyendo la presencia de una insercion de 19 residuos
previamente identificada en T. brucei. Fue posible identificar todos los residuos que
se sabe son importantes para la interaccion de profilina con proteinas ricas en
prolina. Ademas estan conservados los 2 residuos que estudios funcionales han
demostrado son importantes en la interaccién con fosfatidil inositoles. Como se ha
descrito para otras profilinas, los sitios de unién a actina estan menos conservados,
lo cual puede tener repercusiones en la afinidad de la profilina por diferentes

isoformas de actina.

Nuestro modelo de estructura terciaria predice una proteina globular que
contiene los elementos descritos en otras profilinas. Llama la atencién la presencia
de la insercidn, la cual aparece como un asa, pero que pudiera llegar a plegarse
como una alfa hélice. El sitio de la insercién es muy cercano al area de unién a
actina y a la arginina 77 (correspondiente a la arginina 88 en bovino) involucrada en
la union a fosfatidil inositol. Las consecuencias funcionales de esta insercion en la

afinidad de la profilina de tripanosoméatidos tanto con actina como PIP2 necesitan
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ser evaluadas experimentalmente. Por su localizacion es menos probable que la

insercion interfiera con la unidn a proteinas ricas en prolina.

En el genoma de T. cruzi se ha reportado la presencia del complejo
Arp2/Arp3, sin embargo, sus activadores convencionales como las WASPs, que
se sabe interactian con profilina, no estan presentes. Esto sugiere que los
mecanismos de interaccién de profilina con el complejo Arp2/Arp3 y sus
activadores son diferentes en estos organismos. En la literatura se ha propuesto
que las proteinas relacionadas a actina, incluyendo Arp2 y Arp3, debido a su
semejanza estructural y al grado de conservacion de sus residuos, son capaces
de unirse a profilina (Jockusch et al 2007). Sin embargo, no existen muchos
datos experimentales que demuestren dicha interaccion. De hecho, el complejo
Arp2/Arp3 fue identificado inicialmente mediante cromatografia de afinidad para
profilina (Machesky et al., 1994). Sin embargo estudios de Mullins et al (1998)
demostraron experimentalmente que profilina se une al complejo Arp2/Arp3 por
la directa interaccion solo con Arp2. La capacidad de otras proteinas
relacionadas a actina de unirse directamente a profilina no ha sido demostrada

experimentalmente.

En resumen, hemos demostrado que la profilina de T. cruzi en particular y
tripanosomatidos en general, tiene diferencias estructurales importantes que
ameritan mayor estudio en su capacidad de relacionarse con actina y proteinas

relacionadas a actina y a su regulacién por fosfatidil inositoles.
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CONCLUSIONES.

El gen de profilina clonado de la cepa CL Brener- genoma hibrido-

corresponde al haplotipo No Esmeraldo.

Profilina es parte de un cistron transcripcional de al menos 11 elementos, los
cuales en su mayoria corresponden a proteinas hipotéticas de funcion

desconocida.

El gen de profilina se expresa como un transcrito poliadenilado de 700 bases

tamano suficiente para codificar para una proteina de 150 aa.

Durante la fase estacionaria el transcrito se estabiliza lo que apoya la
hipotesis del laboratorio sobre un fendmeno global de regulacién en el que la

estabilizacion de los transcritos se estabilizan durante la fase estacionaria.

Se predice un modelo estructural de la profilina de tripanosomatidos con los
elementos tipicos de estas proteinas. Se identific6 una insercion cercana al
sitio de union de actina y de fosfatidil inositoles que probablemente influye en

su funcion.

Se obtuvieron contrucciones de vectores de expresion para la profilina

recombinante y péptido recombinante.
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7. PERSPECTIVAS.

Optimizar protocolos de induccién para la expresion de la proteina
recombinante.

La purificacion de la proteina nativa por cromatografia de afinidad a PLP
para la inmunizacién y produccién de suero policlonal, asi como, estudios
de afinidad de la profilina nativa.

Expresion en epimastigotes de T.cruzi de la proteina fusionada a un tag,
la cual puede utilizarse para estudios de localizacidn celular y en ensayos
de pull-down para caracterizar los potenciales complejos funcionales que
pudieran llegar a formarse, como seria el caso de la unién de profilina con

forminas y las diferentes isoformas de actinas.
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