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Resumen

Clonacion y Caracterizacion de un Gene Atipico de Actina de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi es un protozoario de divergencia temprana que causa la enfermedad de
Chagas en humanos. Debido a su evolucién independiente de otros linajes de protozoarios, los
tripanosomas presentan mecanismos, estructuras y organelos uUnicos. El citoesqueleto de estos
organismos es peculiar; ya que parece tener una dependencia reducida en la red de actina, pues su
citoesqueleto estd basado principalmente en tubulina.

En el laboratorio se tiene interés en determinar la estructura y funcion de la familia de actinas en
T. cruzi. Inicialmente se identificaron varias secuencias parciales que codifican para dos tipos diferentes
de actina, en una base de datos de EST de epimastigotes. El primer tipo codifica para una proteina muy
similar a la actina convencional, ya reportado por nuestro grupo de trabajo [5]. A diferencia de lo que
ocurre en eucariontes superiores, en donde las diferentes isoformas de actina tienen una similitud de
aproximadamente 90% entre si, este segunda tipo de actina posee muy poca similitud en secuencia con
la actina convencional; es atipica.

En el genoma de 7. cruzi, liberado en 2005, se identifico esta secuencia como un gene con dos
variantes alélicas perteneciente a la familia de genes que codifican para actina o proteinas similares a
actina, este gene esta anotado como “Actin like protein 4 (AcL-4).

El objetivo general es iniciar la caracterizacion del gene atipico de actina de 7. cruzi (AcL-4) y
estudiar su expresion, tanto a nivel de mRNA como de proteina en los diferentes estadios de 7. cruzi y
compararlos con la actina convencional.

Se clond y secuencié un fragmento de 381pb que codifica para una fraccion del gene. Este
fragmento se utiliz6 como sonda para la caracterizacion de la situacion gendmica del gene de AcL-4 en
T. cruzi CL Brener y para confirmar su expresion a nivel de mRNA en los distintos estadios del parasito.
Se clonaron y secuenciaron las dos variantes alélicas del gen, una de las variantes fue subclonada en un
vector de expresion, que al inducir su expresion se obtiene una proteina fusion GST-AcL-4. Se purificd
la proteina y se inoculd en un conejo para obtener anticuerpos policlonales contra ella. En estudios de
inmunoquimica, el suero policlonal obtenido reconoce a la proteina recombinante pero no reconoce a la
proteina nativa. Esto puede ser debido a las condiciones desnaturalizantes del ensayo, debido a la
ausencia de la proteina o debido a que la proteina esta presente en muy pequefias cantidades. Para
determinar qué estd pasando se debe asegurar que el transcrito se traduzca a proteina, para esto se
propone hacer ensayos de union a polisomas; si se ve que el transcrito de interés se une a polisomas, se

procedera a la busqueda de la proteina en los distintos estadios del parasito.



Abstract

Cloning and characterization of an atypical actin gene of

Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi is an early diverging protozoon that causes Chagas disease in humans.
Due to their independent evolution from other protozoan lineages, trypanosomes have unique
mechanisms, structures and organelles. The cytoskeleton of these organisms is peculiar, as it seems
to have a reduced dependence in the actin network, since his cytoskeleton is primarily based on
tubulin.

The laboratory’s interest is to determine the structure and function of the actin family proteins
in T. cruzi. Initially, several partial sequences that codify for two different types of actin were found
in an Expressed Sequence Tag database of epimastigotes. The first type codes for a protein very
similar to conventional actins, and it has already been reported by our group [5]. Unlike actin
isoforms of complex eucarionts that have a simililarity of around 90%, the second actin type has few
homologies in sequence with the conventional actin, it is atypical.

In the genome database, released in 2005, we identified this sequence as a gene with two
allelic variants, belonging to the actin gene family; this gene is annotated as “Actin like protein 4”
(AcL-4).

The objective of this work was to start the characterization of the atypical actin gene of T.
cruzi AcL-4 and study its expression in the different stages of 7. cruzi’s life cycle and to compare
them with the conventional actin.

We amplified and sequenced a 381 bp fragment which codifies for a gene fragment. We used
this fragment as a probe to characterize the genomic situation of the gene AcL-4 in 7. cruzi strain CL
Brener and to confirm mRNA expression in the different life cycle stages of the parasite. We cloned
and sequenced the two allelic variants of the gene; one of the variants was cloned in an expression
vector, that when it is induced, produces a fusion protein GST-AcL-4. We purified the protein,
inoculated it into a rabbit in order to obtain a polyclonal antibody against it. In Western blot essays,
the antibody identifies the recombinant protein; but it does not identify the native protein. This can
be due to the denaturalizing conditions of the Western blot assay, to the absence of the protein, or to
small amounts of protein. To determine the reason, we must assure that the transcript is translating to
protein, for this we propose to do polisome-binding assays and if we find that the transcript binds to

polisomes; we will proceed searching the protein in the different life cycle stages of the parasite.
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1. Enfermedad de Chagas

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis
americana, puesto que es endémica de este continente. Esta enfermedad recibe su nombre en
honor al Dr. Carlos Chagas, médico brasilefio que en 1909 describi6 la enfermedad, identifico
al organismo causante de ésta (dandole el nombre de su profesor el Dr. Oswaldo Cruz) y
también describio el ciclo de vida del protozoario.

La tripanosomiasis americana es una zoonosis muy compleja, transmitida por vectores
(Cuadro 1), que esta presente en todo el territorio de Sudamérica, Centroamérica y México, y
representa una grave amenaza para la salud en estos paises. El parésito se presenta en una
variedad de cepas e infecta 150 especies de 24 familias de animales domésticos y silvestres.
La existencia de la enfermedad de Chagas humana es un hecho en gran parte accidental, en la
medida en que el hombre fue entrando en contacto con los focos naturales y provoco
desequilibrios ecologicos, forzo a los triatdbmidos infectados (vectores de la enfermedad) a
ocupar viviendas humanas, se llevd a cabo el proceso de domiciliacion y, asi, encontraron
refugio y alimento en la sangre humana y de animales domésticos. De esta manera, el hombre
comenz6 a formar parte activa de la cadena epidemioldgica de la enfermedad de Chagas [6].

Esta enfermedad asociada a la pobreza y a las malas condiciones de vivienda se
encuentra ampliamente difundida, principalmente, en las 4reas rurales de todo el continente
latinoamericano. Estd considerada como la enfermedad parasitaria con mayor carga

econdmica en América Latina debido a su prolongada cronicidad [6].
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Vectores en México

Nombres comunes: chinche hocicona, chinche besucona,
chinche asesina, vinchuca, chinche gaucha

Descripcion: Insectos pertenecientes a la familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae del oOrden hemiptera. Miden
aproximadamente 2.5 centimetros de longitud, su color varia
entre el café y el gris. Poseen piezas bucales perforadoras y
chupadoras que forman un pico situado en la parte central de
la cabeza; dirigido ventral y posteriormente (Ruppert, 1996). Son
hematofagos. Se alimentan de la sangre de humanos,
pequefios roedores, tlacuaches, armadillos y zarigiieyas. En
Meéxico los vectores mas importantes son: Triatoma
dimidiata, Triatoma barbieri, Triatoma pallidipennis,

Triatoma longipenis, Triatoma picturata 'y Rhodnius prolixus L T
(3],

Triatoma dimidiata

Distribuciéon: México, zonas menores a 1,800 metros
Sistemitica de triatémidos sobre elr nivel del mar, principalmente en la vertiente
Reino Animalia de} P.a01ﬁco [4]. L, .
Phyllum Artropoda Habltatf Los triatobmidos viven cerca ' de
asentamientos humanos. Se esconden en grietas,
techos de paja y lugares similares
Habitos: Nocturnos. Se alimentan de sangre humana
u otros animales de sangre caliente (roedores,
armadillos, tlacuaches)

Clase Insecta
Orden Hemiptera
Familia Reduviidae
Subfamilia Triatominae
Género Triatomidae

Cuadro 1 Vectores de la enfermedad de Chagas en México

2. Generalidades de 7. cruzi

T. cruzi(Chagas, 1909) es un protozoario flagelado, muy evolucionado y altamente
especializado [7]; que presenta mecanismos, estructuras y organelos unicos; lo que los hace
organismos interesantes de estudiar.

La clasificacion taxonomica de los protozoa es controversial; se han propuesto la
existencia de varios grupos monofiléticos de los cuales se desconoce su relacion evolutiva. En
este trabajo se ha utilizado la clasificacion taxonoémica de 7. cruzi propuesta por Cavalier-
Smith (Cuadro 2). De acuerdo a esta clasificacion 7. cruzi pertenece a la familia
trypanosomatidae, en la que encontramos a tres organismos con una gran importancia medica:

T. cruzi que ocasiona la enfermedad de Chagas que es una zoonosis endémica del continente
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americano, Trypanosoma brucei que causa la enfermedad del suefio y es endémica del
continente africano y Leishmania spp. que causa tres tipos de leishmaniasis: visceral, cutdnea

y muco-cutanea; y es de distribucion mundial.

Dominio Eucaryota

Reino Protozoa

Sub reino Biciliata

Infra Reino Excavata

Phylum Euglenozoa

Sub phylum Saccostoma ‘4
Clase Kinetoplastea

Orden Trypanosomatida

Suborden Trypanosomatina

Familia Trypanosomatidae

Género Trypanosoma

Subgénero Schizotrupanum

Especie cruzi (Chagas, 1909) — _
Classificacion de Cavalier-Smith, 2004 chagas/img/tres.jpg

Cuadro 2. Clasificacion taxonomica de T. cruzi La taxonomia es una de las ramas que mds ha evolucionado ya
que antiguamente se utilizaban esencialmente caracteristicas morfologicas para la clasificacion de los
organismos, pero recientemente con el rapido incremento de herramientas de biologia molecular y celular,
existen varias propuestas taxonomicas basadas en estas herramientas para clasificar a un grupo tan variado
como son los protozoarios. La clasificacion que mostramos es la de Cavalier-Smith[8].

A pesar de que la reproduccion de 7. cruzi es clonal, durante mucho tiempo se ha

observado una gran variabilidad de caracteristicas bioldgicas entre las cepas de 7. cruzi;

probablemente esto esté asociado con su amplio rango de hospederos. De hecho 7. cruzi

puede infectar una gran variedad de mamiferos y triatdbmidos y puede infectar virtualmente a

todos los tipos celulares [9]. Mediante técnicas moleculares y bioquimicas se ha demostrado

esta variabilidad, por lo que se han podido dividir en dos linajes principales: 7. cruzi 1y

T. cruzi 11 [10-13]. T. cruzi 1 se encuentra predominantemente asociado con el ciclo selvatico

de transmision y 7. cruzi 11 estd comunmente asociado al ciclo de transmision doméstica [14].

El linaje T. cruzi 11 se ha subdividido en cinco subgrupos: Ila, IIb, Ilc, IId y Ile [15] que se

cree fueron el resultado de dos eventos de hibridacidn, separados por eventos de evolucion


http://www.facmed.unam.mx/deptos/salud/periodico/chagas/img/tres.jpg
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clonal (Figura 1). Estos eventos generaron cepas hibridas clasificadas como subgrupos IId y

Te [16].

Time

Hybrid IIb

generation of

mosaic alleles loss of

heterozygosity

[pTUna| |DTUIC| [DTU I |
accumulation of
DTU-specific
mutations generation of
mosaic alleles

v [ DTUT | |DTU 113 [DTU 11| [DTU 11| {DTU 1€} [DTU 110}

CL Brener Esmeraldo

Westenberger et al. 2005
Figura 1. Historia
Evolutiva de T. cruzi propuesta por Westenberger, 2005 [16]. La estructura actual de la poblacion de
T. cruzi revela dos eventos de hibridacion separados por periodos de evolucion clonal. Se cree que hubo

evolucion clonal de dos linajes (DTUI y DTUIIb) de un ancestro comun (universal DTU). EI primer
evento de hibridacion fue una fusion entre los DTU's ancestrales, resultando en una progenie hibrida en
la que se pudo formar mosaicismo en los alelos. La pérdida de la heterocigocidad en la progenie siguio
de evolucion clonal independiente para originar DTUIla y DTUIIc. Es posible que los DTU's Ila y Ilc se
originaran independientemente, pero no es probable ya que estos dos linajes comparten varios
polimorfismos. Una segunda hibridacion entre el IIb y Ilc generd los DTU s Ild y Ile. Y al igual que en la
hibridacion anterior se perdio la homocigocidad.

3. Proyecto del genoma

En el afio 2005 se publico en la revista Science el proyecto del genoma de los tres
tripanosomatidos con mayor importancia médica: Leishmania major [17], Trypanosoma
brucei [18] y T. cruzi [19]. También se publicé un articulo sobre el proteoma de 7. cruzi [20].

El proyecto del genoma de 7. cruzi es el resultado de un esfuerzo conjunto del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de Seattle (SBRI), la Universidad de Uppsala, el Instituto

Karolinska y el Instituto para la Investigacion Gendémica (TIGR). En donde se secuencid,
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ensamblé y anotd el genoma de 7. cruzi. De un genoma diploide de ~180 Mb
aproximadamente 60.4Mb han sido anotadas. Los datos secuenciados se encuentran en
GenBank

La cepa CL Brener fue utilizada para el proyecto del genoma ya que era la cepa mejor
caracterizada experimentalmente [21]. Durante el desarrollo del proyecto del genoma de
T. cruzi se hizo evidente que la cepa CL Brener es un hibrido del subgrupo IIb y Ilc (que a su
vez es hibrido entre T. cruzi 1 y T. cruzi 1lb), por lo que fue necesario incluir las secuencias
correspondientes a todo el genoma diploide. Se sabe que una de las cepas progenitoras
pertenece al subgrupo IIb (Esmeraldo), por lo que se compararon las secuencias obtenidas con
aquellas correspondientes a la cepa Esmeraldo, para poder denominarlas Esmeraldo y de no
corresponder a este subgrupo se denominaron No Esmeraldo (Figura 1).

Debido a que mas del 50% del genoma de T. cruzi esta conformado por secuencias
repetidas, no fue hasta recientemente que se pudieron ensamblar los 41 pares de cromosomas

de T. cruzi [22].

4. Ciclo de vida

T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo en el que alterna entre un vector invertebrado
(insecto de la familia Reduviidae) y un hospedero vertebrado (mamifero). Este protozoario es
capaz de adaptarse a los distintos ambientes donde se lleva a cabo su ciclo de vida, a través
del proceso de diferenciacion celular. Estas transformaciones adaptativas se llevan a cabo
mediante cambios coordinados en morfologia, metabolismo y regulacion del ciclo celular.
Durante sus diferentes estadios, se pueden ver perfiles muy distintos de RNA y proteinas; que
son el resultado de mecanismos inusuales de regulacion de expresion génica [23].
Durante su ciclo de vida T. cruzi presenta tres morfologias que pueden ser diferenciadas entre

si mediante la posicion del cinetoplasto con respecto al nicleo y el lugar de donde emerge el
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flagelo (Figura 2). Las tres morfologias son: epimastigote, tripomastigote y amastigote. Los
tripomastigotes pueden ser sanguineos, localizados en el torrente sanguineo del hospedero o

metaciclicos, localizado al final del tracto digestivo del vector; su morfologia es la misma.

Epimastigote Tripomastigote Amastigote

http://www.losmicrobios.com.ar/microbios/imagenes/mastigotes.jpg

Figura 2.Diagrama representativo de las morfologias de T. cruzi. Epimastigotes: el cinetoplasto y el inicio del

flagelo se localizan en posicion anterior (4) al nucleo. Tripomastigotes: el cinetoplasto se encuentra en la parte

posterior (P) del parasito y consecuentemente del nucleo, el flagelo emerge del bolsillo flagelar localizado junto
al cinetoplasto. Amastigotes. son formas redondeadas que poseen un flagelo corto.

El ciclo de vida, comienza cuando una chinche se alimenta de la sangre de un
vertebrado infectado con tripomastigotes sanguineos de 7. cruzi (identificado en la figura 3
como A). En el intestino del vector estos se diferencian a epimastigotes, los cuales se dividen
repetidamente mediante fision binaria (B). Al llegar a la cloaca una cierta proporcion de
parasitos se transforman en tripomastigotes metaciclicos los cuales son eliminados en las
heces al momento en que se alimenta el vector (C). Los tripanosomas entran al vector a través
de la herida de la picadura o a través de mucosas e invaden las células hospederas (D). La
forma metaciclica, no proliferativa, es capaz de infectar un amplio rango de células. El
tripomastigote entra a las células en una membrana parasitofora, donde comienza a
diferenciarse en amastigote, escapa de la vacuola y en el citoplasma, pierde su flagelo, se
termina de diferenciar en amastigote y prolifera hasta que la célula estd llena de estas formas

redondeadas. En este punto los pardsitos comienzan a alargarse, recuperan su flagelo y se
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transforman en tripomastigotes sanguineos, rompen la célula y regresan al torrente sanguineo

donde infectan a mas células (E, F) [24].
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Figura 3. Ciclo de Vida de T. cruzi. A). En el intestino del vector estos se diferencian a epimastigotes, los
cuales se dividen repetidamente mediante fision binaria (B) Al llegar a la cloaca una cierta proporcion de
parasitos se transforman en tripomastigotes metaciclicos los cuales son eliminados en las heces al momento en
que se alimenta el vector (C). Los tripanosomas entran al vector a través de la herida de la picadura o a través
de mucosas e invaden las células hospederas (D). La forma metaciclica, no proliferativa, es capaz de infectar un
amplio rango de células. Entra a las células en una membrana parasitofora, donde comienza a diferenciarse en
amastigote, escapa de la vacuola y en el citoplasma, pierde su flagelo, se termina de diferenciar en amastigote y
prolifera hasta que la célula esta llena de estas formas redondeadas. En este punto los pardsitos comienzan a
alargarse, recuperan su flagelo, se transforman en tripomastigotes sanguineos, rompen la célula y regresan al
torrente sanguineo donde infectan a mas células (E, F) [25].
http://gsbs.utmb.edu/microbook/images/fig82 3.JPG

5. Estructura celular

T. cruzi presenta estructuras celulares peculiares (figura 4) entre las que destacan: un
citoesqueleto constituido por un corset subpelicular de microtubulos adheridos en toda la
membrana citoplasmatica excepto en el area correspondiente al bolsillo flagelar. El bolsillo
flagelar que es el tnico lugar por el cual se lleva a cabo intercambio de material entre el
interior y exterior de la célula. Los reservosomas: vesiculas que contienen lipidos y proteinas,
originadas mediante la fusion de vesiculas endociticas. Cinetoplasto: DNA circular

concatenado en su Uinica mitocondria.
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Figura 4. Representacion esquemadtica de un epimastigote de T. cruzi en donde se encuentran
indicadas las principales estructuras celulares.
(http://www.nature.com/nrmicro/journal/v3/n3/images/nrmicrol097-f1.jpg) [26]

6. Organizacion génica y regulacion de la expresion
En tripanosomatidos las regiones codificadoras estan organizadas en tdndem, separadas
por regiones intergénicas pequefias (de 100 a 400 nucledtidos). Los genes se transcriben

policistronicamente [27]. En T. cruzi la expresion génica es principalmente regulada


http://www.nature.com/nrmicro/journal/v3/n3/images/nrmicro1097-f1.jpg
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postranscripcionalmente. Los RNA mensajeros (mRNA) maduros provienen del
procesamiento de transcritos policistronicos mediante trans-splicing a través de la adicion de
un spliced leader comun con un cap inusual en el extremo 5’ y poliadenilacion en el extremo
3’ de cada transcrito [28]. Los transcritos individuales de un policistron, en general no estan
asociados en alguna via metabodlica, consecuentemente deben operar diversos mecanismos
para controlar la apropiada expresion de los mRNA. Algunos mecanismos utilizados por
T. cruzi para regular la expresion génica son: la expresion diferencial del mRNA [29, 30], la
accesibilidad de la maquinaria de traduccion al mRNA [31] y los cuerpos-P (P-bodies o
Processing-bodies en inglés) que son focos citoplasmaticos bien definidos que secuestran

mRNA’s maduros para su degradacion o almacenamiento [32].

7. Citoesqueleto

Las células tienen que organizarse en el espacio e interactuar mecanicamente con su
ambiente. Deben tener una forma propia, estar robustas fisicamente y estar bien estructuradas
internamente. Muchas células deben ser capaces de rearreglar rapidamente sus componentes
internos mientras crecen, se dividen, se adaptan a diversas condiciones, llevan a cabo
endocitosis o exocitosis o se adhieren al sustrato. Estas funciones mecéanicas y de
funcionamiento son llevadas a cabo por un sistema complejo de filamentos y proteinas
accesorias llamado citoesqueleto. Su funcion es particularmente importante en las células
animales, donde no existe una pared celular que dé consistencia a las células[33].

Generalmente, el citoesqueleto eucarionte estd conformado por tres clases de
filamentos: filamentos intermedios, microtibulos y microfilamentos o filamentos de actina
(figura 5). Todos estos filamentos se forman mediante la polimerizacion de subunidades

proteicas. Los microtibulos y los filamentos de actina se originan de la polimerizacion de
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subunidades de tubulina y de actina respectivamente. Los componentes de los filamentos
intermedios son muy diversos y estan pobremente conservados en la evolucion[34].

Los microtibulos son cilindros largos y huecos conformados por dimeros de o y P
tubulina, son muy rigidos y tienen la habilidad de adquirir diversas formas lo que permite a la
célula llevar a cabo mitosis o regular el transporte intracelular. Los microfilamentos estan
constituidos por subunidades de actina, que es la proteina celular mas abundante en la
mayoria de las células eucariontes. Las principales funciones de la actina citoesquelética son
la motilidad celular, los cambios morfologicos de la célula a lo largo del ciclo de vida, la
organizacion del citoplasma para generar fuerza motora en respuesta a diversas sefiales
extracelulares, es esencial para la contraccion, la adhesion y el transporte intracelular.
También se ha encontrado asociada con regiones de la membrana plasmatica donde se lleva a
cabo la endocitosis [35]. Los filamentos de actina se organizan en haces y reticulos; existen
reticulos corticales adosados a la membrana celular, hay redes de actina que se asocian a
microtubulos en procesos como migracion celular, anclaje y transporte vesicular [36]. Las
funciones anteriores son posibles debido a las interacciones entre la actina y las proteinas
moduladoras. Un ejemplo es la interaccion entre la actina y la miosina durante la citocinesis.
La actina se encuentra generalmente en el citoplasma, aunque también se ha detectado en el
nucleo celular donde se ha implicado en la remodelacion de cromatina y en el procesamiento

y transporte del mRNA [37, 38].
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Figura 5. Los tres tipos de filamentos del citoesqueleto de células eucariontes
(http://www.maph49.galeon.com/celula/Cytoskel.gif )

8. Actina

La actina es una proteina de tamaio intermedio (42-kDa), compuesta por 374-376 [39]
residuos y pertenece a la superfamilia Actina de proteinas. Estas proteinas se caracterizan por
tener una estructura globular con una hendidura en donde se une ATP o ADP y que tiene una
actividad intrinseca de ATPasa. A esta super familia pertenecen también las cinasas del
azlcar y las proteinas de choque térmico. De acuerdo a datos cristalograficos, actina es una
proteina globular, bilobulada (figura 6). Entre los dos 16bulos tiene un pliegue que es uno de
los elementos estructurales méas importantes de esta proteina ya que en este sitio se une el
ATP y tiene un sitio de alta afinidad a un cation divalente, ya sea Calcio (Ca2+) o Magnesio
(Mg2+). En la ausencia de sal, la actina existe en forma monomeérica o globular (actina-G). Al
elevar la concentracion de sal, los filamentos (actina-F) se forman rapidamente con la
inherente hidrélisis de ATP [40]. La actina interactia con muchas proteinas, incluida ella
misma, y como se menciond anteriormente, este proceso estd regulado por proteinas

moduladoras de la actina.


http://www.maph49.galeon.com/celula/Cytoskel.gif
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Figura 6. Estructura de la G-Actina. El circulo verde representa al cation divalente, también se observa en rojo
el ATP unido a la Actina
(http:/fupload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/d3/Actin_with_ADP_highlighted.png/250px-
Actin_with_ADP_highlighted.png)

Los filamentos de actina poseen un extremo mas (+) y otro menos (-), es decir, son
filamentos polarizados. Ello es consecuencia de la disposicion ordenada de las subunidades de
actina en el filamento, siempre se ensamblan con la misma orientacion (figura 7). El extremo
mas se denomina asi porque en ¢l predomina la polimerizacidon, mientras que en el extremo
menos predomina la despolimerizacion. En la célula se crean y se destruyen filamentos de
actina continuamente. Dentro de la célula, la formacion de nuevos filamentos es regulada a
través de complejos proteicos como las Arp2/3 y las forminas que actian como centros
nucleadores. Esto es tremendamente util para la célula puesto que permite crear nuevos
filamentos alli donde se necesitan. Las condiciones, la concentracion de actina y su unién a
proteinas moduladoras como profilina y timosina en el citosol impiden que los mondmeros se

asocien espontaneamente para formar filamentos.


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/d3/Actin_with_ADP_highlighted.png/250px-Actin_with_ADP_highlighted.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/d3/Actin_with_ADP_highlighted.png/250px-Actin_with_ADP_highlighted.png
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Figura 7. Esquema de un filamento de actina donde se muestra como los monomeros de actina se disponen de
forma helicoidal. Es una estructura polarizada donde las constantes de asociacion y disociacion de los
monodmeros son diferentes en los dos extremos (flechas verdes), aunque en ambos siempre es mayor la constante
de asociacion para el monomero unido a ATP. Una vez polimerizado, el monémero hidroliza el ATP liberando
Pi y quedando por tanto el monomero unido a ADP [33].

8.1. Proteinas moduladoras de la actina
Las proteinas moduladoras de la actina afectan a la velocidad de polimerizacion de los
mondmeros, asi como a la organizacion tridimensional de los filamentos (figura 8). Estas

proteinas moduladoras se pueden clasificar en diferentes tipos:

a) Las que afectan a la polimerizacion: La timosina B4, se unen a los mondémeros de actina
libres e impiden su union a filamentos. La profilina, favorece el ensamblado de actina en
presencia de extremos barbados de los filamentos [41] y la retiene en ausencia de estos

[42], también favorece el intercambio entre ADP-Actina por ATP-Actina [43].
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b) Proteinas moduladoras, como las fimbrina y la a-actinina, que permiten la formacion de
haces de filamentos de actina mediante el establecimiento de puentes cruzados entre
filamentos, mientras otras, como la filamina, permiten la formacion de estructuras

reticulares.

¢) Ruptura y remodelacion. Ciertas proteinas moduladoras, como la cofilina y la gelsolina,

provocan la ruptura y remodelacion de los filamentos de actina;

d) Interaccion de los filamentos con otras proteinas. Hay proteinas que median la
interaccion de los filamentos de actina con otras proteinas relacionadas, como es el caso de

la tropomiosina, que media la interaccion entre actina y miosina.

e) Proteinas de anclaje permiten la union de los filamentos de actina a estructuras celulares

como las membranas o a otros componentes del citoesqueleto [33].

Existen ciertos factores que condicionan la acciéon de estas proteinas moduladoras
como: la variacion en la concentracion de Calcio, proteinas como las Rho-GTPasas, la
presencia de lipidos, o la mayor o menor expresion génica de sus mRNA. También hay
farmacos que afectan a la polimerizacion de los filamentos de actina. Por ejemplo, las

citocalasinas impiden la polimerizacion y las faloidinas impiden la despolimerizacion.
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Figura 8. Proteinas moduladoras de la actina. La polimerizacion y polimerizacion de los filamentos de actina
se ve afectada por numerosas proteinas denominadas moduladoras. En este esquema se muestran algunas de las
disposiciones de los filamentos de actina en la célula, asi como ejemplos de las moléculas moduladoras que los
provocan [33].

El campo de estudio del citoesqueleto ha progresado de considerarlo un andamio
rigido, a verlo como una red compleja y dindmica que modula la mayoria de las funciones
celulares; incluyendo trafico de vesiculas, transduccion de senales y division celular.

Comprender totalmente de estos procesos es un gran reto.

8.2. Proteinas parecidas a actina (Actin-like proteins)
Las caracteristicas funcionales utilizadas originalmente para identificar actinas
incluyen: su capacidad de polimerizarse en presencia de iones de magnesio y concentraciones

salinas fisioldgicas y la habilidad de estos filamentos para estimular la actividad de ATPasa
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de la miosina. La mayoria de las actinas son capaces de unir citocalacinas, falotoxinas y
desoxirribonucleasal (DNasa I). Actualmente con la secuenciacion masiva de genomas de
microorganismos, y con el constante desarrollo de algoritmos para reconocer elementos en
secuencias, se ha encontrado una familia de actinas divergentes que comparten una gran
similitud en secuencia, pero se conoce poco su funcion. Existen reportes de proteinas de
procariontes que forman filamentos, activan la ATPasa de la miosina, inhiben a la DNAsa,
unen faloidina y comparten similitud antigénica con la actina. Debido a que este Gltimo grupo
de actinas también se expresa en procariontes, las actinas podrian representar una de varias

proteinas descendientes de algunos ancestros comunes que unian ATP [44, 45].

8.3. Proteinas relacionadas a actina (Actin Related Proteins, ARPs)

Es una familia de proteinas muy conservada, cuyos miembros tienen cierta similitud en
secuencia con las actina convencionales (17 al 60%) [46]. Las ARPs, como las actinas
convencionales, poseen la estructura de uniéon a ATP. Sin embargo, las ARPs tienen
caracteristicas de superficie diversas causadas por inserciones, deleciones y mutaciones

sugiriendo que son funcionalmente diferentes de las actinas y diferentes entre si [40, 47, 48].

9. El citoesqueleto de 7. cruzi

El citoesqueleto de 7. cruzi estd basado principalmente en tubulina, [18] por lo que la
actina no ha recibido la atencién que merece. En los tripanosomatidos no existen homologos
para los genes que codifican para las proteinas de los filamentos intermedios [18]. Una de las
caracteristicas sobresalientes de este protozoario es el conjunto de microtubulos
subpeliculares que se encuentran adosados a la membrana citoplasmica, conformando un
citoesqueleto periférico de gran rigidez. Los microtibulos subpeliculares se distribuyen en

toda la membrana citopladsmica, excepto en el saco flagelar. Esta regién carente de
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microtibulos es de gran importancia para la célula, ya que es el unico sitio donde se realiza
endocitosis y exocitosis de moléculas y la actina puede estd involucrada en este proceso,
como se ha descrito en 7. brucei [49].

Al buscar en el genoma de 7. cruzi proteinas moduladoras de actina, se vio que este
organismo posee las suficientes proteinas para que tedricamente lleven a cabo ensamblado y
desensamblado de filamentos (figura 9). En particular las principales proteinas responsables
del ensamblaje y desensamblaje de filamentos y de la nucleacion parecen estar total o
parcialmente conservadas [18, 50].

A continuacion se muestra un esquema de la dinamica de la actina en 7. cruzi.
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Figura 9. Dinamica de la Actina en T. cruzi. Esta se lleva a cabo mediante la accion coordinada de varias proteinas. Los
colores de las proteinas moduladores de la actina representan en qué tripanosomatidos se encuentran. Las sefiales presentes
en los extremos barbados (+) y los extremos puntiagudos (x) de los filamentos. (1) AIP1 y cofilina fisicamente cooperan para
promover la depolimerizacion: La Cofilina se une preferencialmente a la ADP-Actina de los filamentos maduros cortandolos
y produciendo extremos puntiagudos. AIP1 se asocia con los nuevos extremos barbados producidos por la cofilina, evitando
que se vuelvan a unir y potenciando la despolimerizacion de la actina. La twinfilina también se une a ADP-actina y provee
un reservorio de monémeros en el citoplasma. (2) los cortes provocados por la cofilina rapidamente llevan a la acumulacion
de cofilina unida a los monomeros de ADP-actina. (3) La Profilina y CAP/Srv2 actuan en rondas sucesivas de corte/
despolimerizacion, potenciando el intercambio del ADP unido a actina con ATP. CAP/Svr2 interactia con monomeros de
ADP-actina y los libera cataliticamente para el intercambio del nucledtido mediante el reciclaje de cofilina y promoviendo la
despolimerizacion de los extremos barbados. (4) El intercambio de nucledtidos, ATP por ADP potenciando la union de
profilina a los monomeros. ATP-actina unida a profilina actuan en los extremos barbados sin capping durante las nuevas
rondas de ensamblaje. (5) la proteina de capping CapZo/p se une a los extremos barbados y restringe la polimerizacion y la
longitud del filamento, por lo que estabiliza los extremos barbados. (6) las proteinas de cross linking EBI1 y coronina actuan
como puentes con los mictrotubulos [50].



Introducciéon

En el laboratorio se tiene interés en determinar la estructura y funcion del
citoesqueleto de actina en 7. cruzi. Inicialmente se identificaron varias secuencias
parciales que codificaban para dos tipos diferentes de actina, en una base de datos de
EST de epimastigotes del proyecto del genoma de 7. cruzi (TIGR). El primer tipo
codifica para una proteina muy similar a la actina convencional, ya reportado por
nuestro grupo de trabajo[5]. El segundo tipo (clona tens1183) posee muy poca similitud
en secuencia con la actina convencional; es atipica y es descrita como actina similar a la
actina de Chlamydomonas reinhardtii. La presencia de mas de una actina en
tripanosomatidos no ha sido reportada por lo que se decidi6 iniciar la caracterizacion de

esta proteina.



Hipotesis

El gene atipico de actina de 7. cruzi (clona TENS 1183) codifica para una proteina

funcional en los distintos estadios del parasito

Objetivos

Objetivo general
Iniciar la caracterizacion del gene atipico de actina de 7. cruzi y estudiar su
expresion tanto a nivel de RNA como de proteina en los distintos estadios y

compararlos con la actina convencional de 7. cruzi.

Objetivos particulares

1. Clonar un fragmento del gene para utilizarlo como sonda homodloga en la
caracterizacion de la situacion génica y para estudiar la presencia de mRNA en
los tres estadios del parasito.

2. Clonar las variantes alélicas del gene atipico de actina de T. cruzi cepa Cl
Brener, con sus regiones reguladoras rio arriba y rio abajo, y confirmar la
secuencia mediante secuenciacion

3. Subclonar una de las copias del gene en un vector de expresion.

4. Expresar y purificar la proteina recombinante para inocular un conejo y obtener
anticuerpos policlonales

Estudiar la expresion de la proteina en los distintos estadios del parasito



Metodologia

1. Cultivo de parasitos
En el laboratorio se tienen cultivos axénicos de epimastigotes de T. cruzi cepa
CL Brener, que se mantienen en crecimiento logaritmico, en medio LIT (Liver Infusion

Triptose) a 28°C [51].

2. Obtencion de DNA
2.1. Lisis alcalina para la obtencién de DNA plasmidico [52]

Se pone un inéculo a crecer en 3 ml de medio LB con antibiético durante la
noche en agitacion a 37°C. Al dia siguiente se pone el cultivo en un tubo Eppendorf
de 1.5 ml y se cosechan las células con una microcentrifuga (Centrifuge 5415D-
Eppendorf) a >10,000 g durante 1 minuto, se tira el sobrenadante, y se repite la
operacion hasta cosechar todas las células. Se purifican los plasmidos mediante lisis
alcalina. Este método consiste en lisar las células con una solucion alcalina que
desnaturaliza el DNA genémico por lo que se precipita junto con los lipidos y
proteinas; Unicamente las moléculas pequefias (como DNA plasmidico y RNA)
escapan de este precipitado y quedan en solucion. Para lograr esto se resuspenden las
celulas cosechadas en 150 ul de solucion de resuspension fria (glucosa 500 mM,
Tris-HCI 25 mM pH8 y EDTA 10 mM pH8), se agregan 200 ul de solucion de lisis
(NaOH 0.2 N y SDS 1%), se mezclan los tubos por inversién (5 veces) y se incuban 3
minutos en hielo. Se agregan 150 ul de solucién neutralizante fria (acetato de potasio
5 M vy acido acético glacial al 11% en agua destilada) se mezcla el contenido de los
tubos por inversion y se dejan 5 minutos en hielo. Al concluir los 5 minutos se

centrifugan los tubos 5 minutos en una microcentrifuga a >10,000 g. El sobrenadante



se pone en un tubo nuevo y se le hace una extraccion organica. Para esto se agrega un
volumen de fenol:cloroformo, se revuelve en el agitador vortex y se centrifuga durante
5 minutos a >10,000 g. Se pasa la fase acuosa a un tubo nuevo teniendo cuidado de no
contaminarla con el fenol y cloroformo que estan en la fase inferior del tubo, se
vuelve a hacer otra extraccion organica pero Unicamente con cloroformo. Después de
transferir la fase acuosa a un tubo limpio, se le agregan 2 volimenes de etanol, se
mezcla con el agitador vortex y se deja precipitandose a -20°C durante 2 horas.
Pasado este tiempo se centrifugan las muestras en una microcentrifuga a >10,000 g
durante 30 minutos en el cuarto frio a 4°C. Al terminar este tiempo se tira el
sobrenadante y la pastilla se lava con etanol frio al 70%, se pone el tubo invertido
sobre una toallita desechable y se deja que se escurran las gotas sobrantes de etanol.
Una vez que la pastilla esté seca y el tubo sin gotas, se resuspende el DNA (la pastilla)
en 50 ul de TE con RNasa (Tris 10 mM pH 7.4, EDTA 0.2 mM pH 7.2, RNasa
20 pg/ml) y se incuba 20 minutos a 37°C. Al concluir la incubacion con RNasa, se
guardan a -20°C hasta utilizarse.

Cuando los plasmidos se van a secuenciar se purifican con el Kit QIAprep® de
Qiagen. En este kit se utilizan columnas que contienen una membrana con gel de
silice para una adsorcion selectiva de DNA plasmidico en amortiguadores con una alta
concentracion de sales y la elucion del DNA en amortiguadores con una baja

concentracion de sales.

2.2. DNA gen6mico

De un cultivo axénico de T. cruzi se colectan 5x10° parasitos por centrifugacion
en una microcentrifuga a 500 g y se obtiene su DNA con el kit Genomicprep™ de
GE Healthcare. Para purificar el DNA con este kit se rompen las células con un

detergente anidnico que hace solubles los componentes celulares. Se agrega un



preservador de DNA que limita la actividad de las DNasas. Se agregan RNasas, y se
precipitan las proteinas con sales. Finalmente se aisla el DNA mediante

precipitacién con alcohol.

3. Obtencion de RNA

Se extrajo RNA total de epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi
utilizando el reactivo TRIizol ® Total RNA lIsolation Reagent de Invitrogen. Este
reactivo se utiliza para aislar RNA total de células y tejidos. El reactivo es una solucion
monofasica de fenol e isocitrato de guanidina; es un método mejorado del método de
aislamiento de RNA de Chomczynski [53]. Durante la homogeneizacion de la muestra
el Trizol® mantiene la integridad del RNA mientras deshace las células y disuelve los
componentes celulares. La adicion de cloroformo seguido de centrifugacion en una
microcentrifuga, separa la solucion en una fase acuosa y una fase organica. EIl RNA
permanece exclusivamente en la fase acuosa. Después de transferir la fase acuosa a un
tubo nuevo, el RNA se recupera mediante precipitacion con isopropilo alcohol. EI RNA

se obtuvo segun las instrucciones del fabricante.

4. Amplificacion mediante PCR
Las reacciones de amplificacion se pusieron en una termocicladora con tapa térmica
(Eppendorf Mastercycler personal) que posee tapa térmica. Los oligonucleotidos

utilizados se detallan en la siguiente tabla.

Oligonucledtido
Amplificacion de la sonda
1183-1 elevgmEele CCT TTT CGT GGT ATT CCT
eleAymEele TTC AGT TCA TGT CCC CGA GT

Amplificacion del locus
JM2 TGC TAT CGA GGG GAC AAG GG




JM3 GCA GCG GTG AAT TTT CCC CG

JM4 TGG TGC TTT AGC AGC TCC GG

JM5 TCG TCT GCG TTG TCT CTG GG

Amplificacion de la region reguladora

pGEX Actina 8 forward cleryj®e CC ATG CAG CAT TCT GTT GTT GTG

pGEX actina 8 reverse GAATTC CTA CGC CCG TAA ATG CAC GG

Tabla 3. Secuecias de los oligonucledtidos utilizados. Sito de corte de |Eo)58| BEUgHl. En negritas
nucledtidos agragados para mantener el marco de lectura.

Las reacciones, condiciones de temperatura y tiempo de cada ciclo son los
siguientes

4.1. Amplificacién de la sonda homoéloga

La enzima utilizada fue una mezcla de Platinum® Pfx DNA polimerasa y Taq

polimerasa en relacion 1:5. Se puso Pfx porque corrige los errores de replicacion

pero quita las colas de poli A, la Taq polimerasa pone las colas de poli A, que se

requieren en el siguiente paso.

Reaccion Condiciones de la termocicladora
:I:I

Agua bidestilada esteril Desnaturalizacién inicial 94°C 2 minutos

la Tag DNA polimerasa Alineamiento 55°C 30 segundos

Buffer de reaccion de Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
30 ciclo
Extension 72°C 30 segundos

Cloruro de Magnesio 50mM
Extension final 72°C 5 minutos
DNTP’s

Oligonucledtido 1183-1 1uM Se mantiene a 4°C

Oligonucledtido 1183-2 1uM

Polimerasa relacion 1:5 0.4 u16 U
Pfx:Taq recombinante

(Invitrogen)

100 ng

DNA gendémico de T. cruzi

Tabla 4 Condiciones de amplificacion de la sonda homologa



4.2. Amplificacion del locus de las isoformas
Para esta amplificacion se hizo PCR anidado, se utilizaron los oligonucleétidos
JM2 y JM5 en la primera reaccién y en la segunda JM3 y JM4. Las condiciones de

ambas reacciones fueron iguales.

Reaccion Condiciones de la termocicladora
::

Agua bidestilada estéril

Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos

Buffer de reaccion de Desnaturalizacién 95°C 30 segundos
la Tag DNA polimerasa 30 ciclosd Alineamiento 60°C 40 segundos

) Extension 70°C 3 minutos
Cloruro de Magnesio 50mM

Extension final 70°C 10 minutos
DNTP’s

Oligonucledtido 1183-1 Se mantiene a 4°C

Oligonucledtido 1183-2

Taq Polimerasa
recombinante (Invitrogen)

DNA gendémico de T. cruzi

Tabla 5 Condiciones de amplificacion del locus de las isoformas.

4.3. Amplificacién de la region codificadora del Alelo

I il

Agua bidestilada esteril Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos
Buffer de reaccion de Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
la Tag DNA polimerasa 30 ciclos _J Alineamiento 68°C 30 segundos
Extension 72°C 1.5 minutos
Cloruro de magnesio 50mM
Extension final 72°C 10 minutos
DNTP’s

Se mantiene a 4°C
Oligonucle6tido 1183-1

Oligonucle6tido 1183-2

Tag Polimerasa recombinante



(Invitrogen)

DNA genémico de T. cruzi

Tabla6. Condiciones de amplificacion de la region codificadora

5. Clonacion
5.1. Vector Zero Blunt® TOPO®. de (Invitrogen)

El Vector Zero Blunt® TOPO® es un vector especial para clonar productos
romos de PCR, basado en la accion de la topoisomerasa. Esta enzima se une a sitios
especificos del DNA y corta el esqueleto de fosfodiester en una hebra del DNA. La
energia de la ruptura se conserva mediante un enlace covalente entre el fosfato 3’ de
la hebra de DNA y un residuo tirosil de la topoisomerasa. El enlace fosfo-tirosil
entre el DNA vy la enzima puede ser atacado por el 5 hidroxilo del DNA,
religandolo y liberando la topoisomerasa.

Este vector se utilizé para clonar el fragmento de 381 pares de bases que se
utiliz6 como sonda homoéloga.

Para clonar en este vector se siguieron las instrucciones indicadas por el

fabricante.
5.2. pPGEM®-T Easy Vector

Este vector es un vector disefiado para clonar con T-A. Al amplificar mediante
PCR, algunas polimerasas (como Taq) dejan una cola de poli-Adeninas en ambas
hebras en la direccion 5’ del fragmento, este vector viene lineal con una Timidina
terminal en la direccion 3’ de ambas hebras. Estas Timidinas en el sitio de insercion
incrementan la eficiencia de la ligacion de productos de PCR mediante la
prevencion de la recircularizacion del vector y proveyendo extremos compatibles
para el producto de PCR. Para clonar en pGEM se siguieron las instrucciones del

fabricante.



Este vector se utilizé para clonar los loci de los alelos del gen.
5.3. pGEX-3x

Este vector de expresion se utiliza para producir una proteina fusién con GST
(Glutation S Transferasa) en el amino terminal. Es un sistema versatil para la
expresion y purificacion de proteinas fusion producidas en E. coli.

Este vector se utilizo para clonar la region codificadora del gen, empleando los
sitios de BamHI y EcoR | presentes en el sitio de multiclonacion. El
oligonucle6tido en sentido contiene en sitio de corte de BamH I, 2 nucleétidos para
mantener el marco de lectura, el sitio ATG de inicio de la traduccion y el inicio del
marco de lectura; el reverso tiene el sitio de paro y el sitio se reconocimiento de
EcoR I. El plasmido fue clonado en E.coli cepa JM109 como cepa de
mantenimiento y posteriormente se subclond en E. coli BL21 para la expresion de la
proteina recombinante.

6. Purificacion de fragmentos de un gel de agarosa

Para purificar fragmentos de DNA, primero se corre la muestra en un gel y una
vez que se corrio la muestra se tifie el gel con Bromuro de Etidio. La banda de interés se
identifica con ayuda del marcador de pesos moleculares (Invitrogen tracklt™ 1Kb Plus
DNA ladder). Con una navaja se corta el pedazo de gel donde se encuentra el fragmento
de interés, se coloca en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente se purifica el
fragmento con el kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit de Invitrogen. Este kit esta
disefiado para purificar fragmentos de DNA de geles de agarosa. Es un procedimiento
simple en el que se funde la agarosa con el fragmento de interés y ya en solucion se pasa
por un cartucho para microcentrifuga basado en silice. EI DNA aislado es puro, no tiene

proteinas, ni agarosa.



7. Elaboracion de una sonda radiactiva

Una vez que se tiene el fragmento que se va a marcar radiactivamente, se marca con
%2p ytilizando el kit Random primers labelling system (Invitrogen) que utiliza el
principio de Random primers (consiste en una mezcla de hexanucleétidos de cadena
sencilla con grupos hidroxilo en sus extremos 5°- y 3"- los cuales se unen a DNA de
cadena sencilla, desnaturalizado, y se utiliza como oligonucleétido para que la
polimerasa actle y sintetice el fragmento). Al terminar de marcar el fragmento, se retira
la marca radiactiva libre utilizando una columna de sefadex G-50. A una jeringa de 1ml
se le quita el émbolo y la aguja, dentro de la jeringa se hace un tapén de fibra de vidrio
de aproximadamente 1 cm de espesor. Se agrega sefadex G-50, se coloca la jeringa
dentro de un tubo de vidrio corex y se centrifuga la jeringa 2minutos a 500 g en una
super centrifuga (Sorval, rotor SS34). Se tira el sobrenadante y se repite la operacion
hasta que el sefadex G-50 llegue a la marca de 1ml. Se coloca debajo de la jeringa
(dénde se acopla la aguja) un tubo Eppendorf de 0.5 ml. En la parte superior de la
jeringa se agrega el fragmento marcado radiactivamente. Se centrifuga la jeringa
durante 10 minutos a 500 g. Se pone la sonda filtrada y sin restos de nucleétidos
radiactivos en un tubo Para centrifuga de polipropileno de 50 ml “Corning” y se le
agrega 10 ml de TE. Cuando se vaya a utilizar, para hibridar alguna membrana, se

hierve durante 10 minutos y se pone 5 minutos en hielo.

8. Southern blot

Se digieren 5 ug de DNA gendmico con enzimas de restriccion, se corren en un
gel de agarosa al 0.8% a 80 voltios por 4 horas. Se tifie el gel con Bromuro de Etidio, se
fotografia con una regla para posteriormente poder estimar los pesos moleculares. Se

pone el gel 15 minutos en solucion depurinizante (HCI 0.2 N). Posteriormente se trata



con solucion desnaturalizadora para Southern (150 mM NaCl y 0.5 N NaOH) durante
30 minutos y finalmente se pone 30 minutos en solucién neutralizadora pH7 (NaCl
150 mM y Tris-HCI pH7). Posteriormente el DNA se transfiere mediante capilaridad de
20xSSC a una membrana de nylon (Hybond™-N de Amersham). EI DNA se fija a la
membrana mediante luz UV (UV Crosslinker Hoefer Scientific Instruments). La
membrana se prehibrida 2 horas a 42°C con solucién de prehibridacion (55%
formamida, 4.5% Denhardt’s, 0.2% SDS, 0.1M Buffer de fosfatos, 2.22X SSC, EDTA
0.01 M, en Agua esteril). Se hibrida la membrana con la sonda radiactiva durante 14
horas a 42°C. Se lava la membrana durante 45 minutos, 3 veces, con solucion de lavado
de membranas (0.2%SDS y 0.2X SSC). Al terminar los lavados la membrana se pone a
exponer en una pantalla de fosforescencia Fuji durante 18 horas. Se captura la imagen

en un Molecular FX imager (Bio-Rad).

9. Northern blot

En un gel desnaturalizante de agarosa al 1% elaborado con MOPS 1x (0.5M MOPS,
EDTA 0.01M pH7) y formaldehido 6% se corren 10 ug RNA de epimastigotes,
tripomastes y amastigotes de T. cruzi, CL Brenner y Pesos Moleculares 0.5-10 Kb RNA
ladder de Invitrogen. Al terminar de correr las muestras se corta la fraccion del gel que
corresponde a los Pesos Moleculares y se tifie con Bromuro de Etidio, el resto del gel se
transfiere por capilaridad de 10XSSC a una membrana de nylon (Hybond™-N de
Amersham), se fija el RNA con rayos UV (UV Crosslinker Hoefer Scientific
Instruments). De este paso en adelante el procedimiento es el mismo que en el Southern

blot.



10. Expresion de la proteina

Se pone un cultivo de 3ml en medio LB con ampicilina (100pg/ml), al dia siguiente
se hace una dilucion 1:50 de este cultivo y se deja crecer hasta que tenga una densidad
optica (s00DO) entre 0.4 y 0.6. Se toma una alicuota de 1ml y se agrega IPTG 1mM, se

deja 5 horas incubandose a 37°C con agitacion. Se toma una muestra de 1 ml cada hora.

11. Estandarizacion de la purificacion de la proteina

Un cultivo inducido de 50ml se centrifuga durante 30 minutos a 5,500 g en una
centrifuga de mesa (Beckman, Allegra 21 R centrifuge), se resuspende en buffer STE
(10mM Tris pH8, 150mM NaCl, 1mM EDTA), se agrega lisozima a una
concentracion final de 100 ug/ml y se incuba 15 minutos en hielo para que la lisozima
actle (dafia pared celular de bacterias).

11.1. Pruebas de solubilidad

Se probaron dos detergentes: uno no iénico, Triton X-100, a una concentracion del
1% final y uno idnico, Sodio-Lauril Sarcosinato (sarkosyl) a concentraciones finales
entre 0.5% y 1.5%. EI Triton x-100 licua tanto la pared como la membrana celular y el
sarkosyl solo hace soluble la membrana celular [54].

De la suspension anterior se ponen 5 ml en 4 tubos Para centrifuga de polipropileno
de 10 ml “Corning” con detergente y se incuban 1 hora 30 minutos en movimiento a
4°C, se sonican 2 veces 10 segundos a 30% de amplitud, se separa la fase soluble y la
insoluble mediante centrifugacion durante 30 minutos a 5,000 g. Se toman muestras de
5 ul de la fase soluble de cada tubo, se transfiere el sobrenadante, se resuspende la
pastilla en buffer de carga para proteinas (62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 25% glicerol,
2% SDS, 10% glicerol, 0.01% azul de bromofenol y 0.1% [B-mercaptoetanol) y se

guarda una alicuota de la fase insoluble de cada tubo.



11.2. Secuestro del sarkosyl de la muestra
Se sabe que la presencia del detergente sarkosyl disminuye la afinidad del
GST con el glutation inmovilizado en una matriz de sefarosa. Se agrega Triton x-100
[4%] que secuestra el sarkosyl y se incuba 30 minutos a 4°C con agitacion. Se
centrifuga 30 minutos a 500 g para recuperar la fase soluble.
11.3. Unidn a sefarosa
Para unir la proteina a la matriz de sefarosa se utilizdé el método en lote. Se puso 1
ml de Glutation Sefarosa™ High Performance (GE Healthcare) en un tubo para
centrifuga de polipropileno de 50 ml “Corning”, se le agregd un volumen igual de PBS,
se lavd con agitacion 5minutos seguido de centrifugacion a 1,000 g durante 5 minutos.
Se repitid 3 veces el lavado.
Se agrega la fase soluble a la matriz de sefarosa y se dejan uniéndose con agitacion
en una mecedora (Biorad compact rocker) a 4°C durante toda la noche.
Al dia siguiente se centrifuga a 500 g durante 5 minutos, se desecha el sobrenadante,
se lava la sefarosa con PBS-Triton X-100 [1%] durante 5 minutos, se centrifuga 5
minutos a 500 g durante 5 minutos, se repite 3 veces el procedimiento, y luego se lava
otras 3 veces Unicamente con PBS.
11.4. Recuperar la proteina de interés
En un gel preparativo desnaturalizante de poliacrilamida al 10% se separan las
proteinas unidas a la matriz. Se tifie el gel con azul brillante de Coomassie y se destifie.
Con una navaja se corta una banda muy abundante, de 68.67 kDa correspondiente a
nuestra proteina de interés. Esta tira se pone en una bolsa, pre-humedecida, para dialisis
(Spectra/por cutoff 6,000-8,000 vol/cm 1.7ml) de aproximadamente 12 cm de longitud
y se le agrega 6 ml de buffer Tris-glicina 1X. Se pone la bolsa en una camara de

electroforesis horizontal y se agrega el mismo buffer que se deposité dentro de la bolsa



y se lleva a cabo la electroelusion durante 5 horas a 20mA. Se colecta el buffer de la
bolsa de didlisis, donde esta la proteina eluida y se pone en otra bolsa de dialisis, se deja
dializando toda la noche contra 10 mM tris pH8, 100 mM NaCl, 10% glicerol. Al dia
siguiente se concentra utilizando con un cartucho de ultrafiltracion de 30 kDa
(Amicon®). De la proteina recuperada se corridé una muestra en un gel desnaturalizante
de poliacrilamida al 10% y se calcul6 su concentracion mediante estandares de BSA y

por densitomentria en el Molecular FX imager (Bio-Rad).

12. Obtencidn de Anticuerpos policlonales contra AcL-4 recombinante

Para producir anticuerpos se utiliz6 un conejo Nueva Zelanda hembra que peso
1.5kg al ingresar al bioterio. El protocolo utilizado fue aprobado por la comision de
bioética del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Después de un periodo de
cuarentena de dos semanas, se obtuvo suero preinmune y dos semanas después se inicio

el proceso de inmunizacion descrito en la tabla que se muestra a continuacion.

I Conejo “L” I

I Martes 06-05-2008 Llegada y sometido a cuarentena
Obtencion de suero Pre-
Martes 20-05-2008 inmune 6 ml

Jueves 5-06-2008 12 inmunizacion 450ug en 900 pl

Jueves 31-07-2008 22 inmunizacién 230ug en 500yl
Jueves 25-09-2008 32 inmunizacién 230ug en 500yl
Jueves 9-10-2008 Sangrado en blanco

Tabla7. Protocolo de iinmunizacion del conejo

En la primera inmunizacion se puso un volumen igual de adyuvante completo de

Freund’s (CFA, Sigma) y en las posteriores se utiliz6 adyuvante de Freund’s incompleto



(IFA, Sigma). Dos semanas después de la ultima inmunizacion se obtuvo el suero
policlonal mediante sangrado en blanco del conejo.

La sangre obtenida se dejé coagular de un dia para otro a 4°C y posteriormente
se centrifuga durante 30 minutos a 5,000 g en una centrifuga de mesa, para obtener el

suero. Este se alicuota en tubos Eppendorf de 2ml y se almacena a -70°C.

13. Western blot

Para saber si el suero policlonal producido por el conejo reconoce
especificamente la proteina de estudio, se hicieron estudios de inmunoquimica contra
proteinas recombinantes y contra extractos protéicos totales de T. cruzi.

Para obtener los extractos proteicos totales, se cosecharon epimastigotes en
cultivo mediante centrifugacion en una microcentrifuga a 500 g. Los paréasitos fueron
resuspendidos en buffer de carga de proteinas. En cada carril se ponen
aproximadamente 2 x10° parasitos.

La metodologia para hacer ensayos de inmunoquimica es basicamente la misma,
lo Unico que varia son los anticuerpos, su concentracion y la solucion bloqueadora.

El procedimiento es el siguiente: se corren las muestras en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 10% a 20 mAmps durante 2 horas, se transfiere en
buffer de Tris-glicina a una membrana de nitrocelulosa (BioRad) durante 1 hora a 250
mAmps a 4°C. Se incub6 la membrana toda la noche en la solucion de blogueo a 4°C.
Al dia siguiente se incub6 la membrana con el anticuerpo policlonal contra la proteina
recombinante, se efectuaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con 0.25% de Tween20
(v/v) en PBS, se incub6 con el anticuerpo de cabra anti 1gG de conejo conjugado con
peroxidasa, se repitieron los lavados. Finalmente la membrana se trata con reactivo

guimioluminiscente Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce)



durante 5 minutos en agitacion, se expone a placas autorradiograficas (Amersham

Pharmacia), y se revela manualmente.

Proteinas recombinantes | Extractos protéicos totales
de T. cruzi

Solucién de bloqueo NGS 5% en PBS Leche descremada en polvo
(Svelty) al 5% en PBS

Suero policlonal de conejo | dilucion 1:2,500,000 dilucién 1:8,000
contra GST-Actina

Anicuerpo secundario Anticuerpo de cabra anti 1gG de | Anticuerpo de cabra anti IgG de
conejo conjugado con HRP | conejo conjugado con HRP
(Pierce). 1: 50,000 (Pierce). 1: 50,000

Tabla 8 Condiciones de los estudios de inmunoquimica.

14. Dot blot

De un cultivo de epimastigotes en fase logaritmica se colectan los parasitos
mediante centrifugacion a 500 g durante 10 minutos. Se lavan 2 veces con PBS. Se
resuspenden en PBS con inhibidores de proteasas. Para fijar los parasitos en papel de
nitrocelulosa se utiliza un mani-fold Bio-dot. Y se fijan los parasitos con vacio. Se
realizé de acuerdo a la técnica descrita por Sambrook [52].
Una vez que se fijan los parasitos a la membrana, se contindla como si se tratara de una
membrana de Western blot.
15. Adsorcion del suero con GST

Como explicado anteriormente, se induce la proteina, se solubiliza y se une a

GST-sefarosa. Una vez que se tiene la GST unida a la sefarosa, se toman 1/3 de la
muestra y se guarda a 4°C, al resto de la sefarosa-GST se le afiade el suero a adsorber a
una dilucién 1:10 en PBS estéril, se deja incubando ON a 4°C en una mecedora, al dia
siguiente se recupera el suero mediante centrifugacién durante 10 minutos a 1000 g en
una centrifuga de mesa, se agrega el suero a la GST-sefarosa guardada anteriormente, se

incuba 2 horas a 4°C con agitacion, y se vuelve a recuperar el suero. El suero



recuperado se esteriliza por filtracion con un filtro de jeringa minisart (Sartorius), se

alicuota y se congela.

16. Analisis bioinformaticos
16.1.  Busqueda de secuencias
Para buscar las secuencias de los Alelos de Al-4 de T. cruzi se hizo un BLAST

[55, 56] (Basic Local Alignment Search Tool) en el sitio www.genedb.org. En este sitio

se selecciond la base de datos T. cruzi. Para realizar la busqueda se utilizo como
templado la secuencia de la clona Tens1183.

16.2.  Alineacion de secuencias

16.2.1. DNA

En la pagina de Internet del Instituto Europeo de Bioinformatica (European

Bioinformatics Institute http://www.ebi.ac.uk/ ) Se utilizaron las herramientas para

alinear secuencias de nucledtidos.

16.2.2. Proteinas

Para alinear la secuencia de aminoacidos del gene de Actina de T. cruzi (NCBI
0i|3315089|gbJAAP97326.1) con la secuencia del gene Actin like-4 de T. cruzi (NCBI
0i:98392396| protein ID ABF58722.1) se utilizo el programa LALIGN

(http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html)

16.3. Modelaje tridimensional g
Utilizando el programa Phyre (Protein Homology/analogY Recognition Engine)

con la direccion de internet http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/index.cgi se obtuvieron

modelos tridimensionales de la proteina Actin Like 4 y Actina en formato PDB (Protein

Data Base). Para visualizar y comparar estos modelos se utilizo
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Obtencion de la sonda homologa

Para identificar secuencias que codifiquen para Actinas presentes en T. cruzi se hizo
una basqueda en la base de datos de nucledtidos de GeneBank. Se identificaron dos tipos de
secuencias: aquellas correspondientes a una actina convencional, ortéloga a la reportada en
T. brucei y Leishmania major, que ya ha sido caracterizada en el laboratorio; y las que
corresponden a una actina diferente. Las clonas que corresponden a una actina diferente son:
Tens 1183 (de 546 nuclettidos, GenBank Acc: AA926561) y Tenu 3984 (de 392 nucle6tidos,
GenBank Acc: Al110312), esta ultima estd etiquetada como “actina similar a la actina de
Chlamydomonas reinhardtii’’. Ya que ambas clonas corresponden a secuencias de cDNA de
una base de datos de EST’s (Expressed Sequence Tags) se presumio correspondian a un gene
funcional. Para caracterizar su contexto gendmico y su expresion a nivel de mRNA, se
decidié obtener una sonda homologa. Para ello a partir de la clona Tens1183 (Figura 10) se
disefiaron oligonucle6tidos para amplificar mediante PCR, a partir de DNA gendmico, un
fragmento de 381 pb localizado dentro de la region codificadora. Este fragmento se clond en

el vector TOPO (figura 11) y se secuencio.

GGGGGNGNTTGCCAGGCTTGCNTTCGGTACAAGGNTCTCTCTCTCTCCCTGTTTTTTTNACATACNACANACTCTTTTCTTCGCTGAGTTTCAT
TGTTGTTTCCTCAGCCTCTCTTGTGCTCCCCTTTTCGTGGTA
GAAAACGTTGGCATCGATGCCACAACGGAAGCACCGATCCAGGTGGCCAGGTCGCGATCTGGAAAAGCAACGCAATTGATCGTTTGTTCCCCAC
CGTTATTCCGCGCCGACACTTCTCGCTGCAGCCGCTGCTCGATACCGGGGAGCATCGTGTTCCCGCCGCCGAGCACAATGCTCTCCCATAAGCG
CGGTTGTGCGTACAATGGTGCCCGCCGCACGACTTGTGTCACGGCCTCCGCCCACCCCACTTCTCCGTCCCCGGCACCGAAACCGGCGTCGTTC
GCCCTCGAAGGGT TNAAAAGC:

Figura 10. Secuencia Tens1183, correspondiente al extremo 3’ del transcrito. En verde el oligonucleétido
Tens1183-1, en azul el oligonucleétido Tens1183-2. La polaridad de la secuencia es la inversa complementaria
a la secuencia del gen. Marco de lectura -3. IO elile . El resto de la secuencia corresponde a la
region 3’no traducida.
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Figura 11 Sonda homdloga. Se muestran en un gel el producto amplificado, el Vector TOPO, el Vector TOPO
linear y el vector TOPO con el inserto clonado y liberado.

Caracterizacion de la situacion genémica
Con la secuencia del fragmento amplificado se hizo un BLAST en la base de datos de
T. cruzi de geneDB vy se encontraron las siguientes secuencias de genes con un alto parecido

al fragmento amplificado:

Tc00.1047053510719.110 ||]lactin-like protein, putative]Trypanosoma
cruzi|chr unknown59|TIGR] JAuto

Tc00.1047053509747.70 || ]actin-like protein, putative]Trypanosoma cruzi]chr
unknown57 | TIGR| JAuto

Las dos secuencias encontradas constan de un marco de lectura abierto de 1,146 pb
y estan anotadas como pertenecientes a una familia de proteinas parecidas a actina (Actin-like
proteins) por lo que se alinearon para ver si se parecian entre ellas (Figura 12). Al alinearse se
vio que son muy parecidas, pues poseen el 98.2% de identidad y codifican para proteinas con
un 97.9% de identidad. Ambos genes estdn anotados como “Actin like Protein 4”. La
secuencia de nuestra sonda corresponde al gene Tc00.1047053510719.110 mientras que las 2

clonas de EST previamente identificadas corresponden al gene Tc00.1047053509747.70.
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1 ATGCAGCATTCTGTTGTTGTGGTGGATGTGGGATCGAGCACTACCAGGCT

1 ATGCAGCATTCTGTTGTGGTGGTGGATGTGGGATCGAGCACTACCAGGCT
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TGGCTTTGGTGGCGAGGAGGCACCACGCGTGGTGGCTCCAACTGTCGTAG

EELLRERE R e e e e e el
TGGCTTTGGTGGCGAGGAGGCACCACGCGTGGTGGCTCCAACTGTCGTAG

GCACACCGTATAATAGCGGCATGCTCGGGTCTCTGTTGCAGCATCACGGT

EREELRL R e e e e e e el
GCACACCGTATAATAGCGGCATGCTCGGGTCTCTGTTGCAGCATCACGGT

GACACTTTTTCCGGGGATGCCGCGTGGGAGCGGCGCGGACTTTTGGAACT

EELEE- DT e e e e el
GACACATTTGCCGGGGATGCCGCGTGGGAGCGGCGCGGACTTTTGGAACT

CAGTTACCCCGTCCAGAGTCGTCGTGTGGTCAGCTACAAGGCCCTTGAGC

ELERRREE e e e e - -l
CAGTTACCCCGTCCAGAGTCGTCGTGTGGCCAGCCACAAGGCCCTTGAGC

ACATCCTACACGATGCATTGTATAAATGGCTTCCTCTTGTTCCACATGAC

FELLELREEEE R e e e e e el
ACATCCTACACGATGCATTGTATAAATGGCTTCCTCTTGTTCCACATGAC
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TGACGAATGCTGCGGCAGCGACGTTGTACTCCACGGGTCGCACGACGGGT

CTCGTGGTGGACAGCGGTGAGGACTGCACCACAGTAAACGCCGTCTGGGA

EELLRLREE e e e e -l
CTCGTGGTGGACAGCGGTGAGGACTGCACCACAGTAAATGCCGTCTGGGA

GGGTTACAGCCTGCATCACACTTTCTATTCCTCACCCATAGCTGGACGTG
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TGACACAAGTCGTGCGGCGGGCACCATCGTACGCACAACCGCGCTTATGG

EREELREE R e e e e e - i
TGACACAAGTCGTGCGGCGGGCACCATCGTACGCACAGCCGCGCTTATGG

GAGAGCATTGTGCTCGGCGGCGGGAACACGATGCTCCCCGGTATCGAGCA

ELEELEE e e e e e e e e il
GAGAGCATTGTGCTCGGCGGCGGGAACACGATGCTCCCCGGTATCGAGCA

GCGGCTGCAGCGAGAAGTGTCGGCGCGGAATAACGGTGGGGAACAAACGA

ELLREREEE e e e e e - il
GCGGCTGCAGCGAGAAGTGTCGGCGCGGAATAACGGTGGGGAACAGACGA

TCAATTGCGTTGCTTTTCCAGATCGCGACCTGGCCACCTGGATCGGTGCT

LEEERERL R e e e - - 1=l
TCAATTGCGTTGCTTTTCCAGATCGCGACTTGGCCGCTTGGATCGGTGCT

TCCGTTGTGGCATCGATGCCAACGTTTTCGCACTTGTGTCTTGCTCGGGA

LELLRRRRRE e e e e e el
TCCGTTGTGGCATCGATGCCAACGTTTTCGCACTTGTGTCTTGCTCGGGA
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GGAATACCACGAAAAGGGGGCCGCCGCCGTGCATTTACGGGCGTAG 1146
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Figura 12. Secuencias
Alineadas :

1: Tc00.1047053509747.70
2:Tc00.1047053510719.110
Identidad: 1125/1146 (98.2%)
Similitud: 1125/1146 (98.2%)

Gaps:

0/1146 ( 0.0%)
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Para caracterizar su contexto genémico, en la pagina electronica GeneDB se
obtuvieron los contigs en los que se encuentran localizados estos genes. Se alinearon ambas
secuencias y se vio que el contexto gendmico era el mismo, lo que demuestra que estos genes
corresponden a las variantes alélicas de la proteina Actin-like 4 (AcL-4). Ambos contigs
contienen el gene de AcL-4 precedido y procedido por los mismos marcos de lectura de
proteinas hipotéticas (Figura 13 A). El gene Tc00.1047053510719.110 se localiza en el contig
5979, (compuesto por 67,245 pb) y corresponde al alelo Esmeraldo; y el gene
Tc00.1047053509747.70 se localiza en el contig 5777 (compuesto por 28,242 pb) y
corresponde al alelo No Esmeraldo. Ya que en nuestra cepa se han detectado diferencias con
las secuencias reportadas en el proyecto del genoma, se decidid definir si nuestra cepa
contiene diferencias con estas secuencias y para esto se hizo un Southern blot. En el disefio de
este experimento se hizo un mapa de restriccion del area correspondiente a la regién en donde
se encuentra codificado AcL-4 (~8kb) y se buscaron enzimas que al cortar el DNA produjeran
fragmentos, de tamafios diferenciables, que contuvieran los genes de estudio Se seleccionaron
las siguientes combinaciones de enzimas: Sst I1'y Kpn I, Sst 11y Spe I, Spe I y Hind 111 (Figura
13B). Una vez identificados los sitios de corte se digiri6 DNA y se hizo el Southern blot
gendmico con dichas enzimas. Se confirmd la presencia de dos bandas que hibridan con la
sonda homologa. Los tamafios de estas bandas concuerdan con el mapa génico teérico de las

secuencias reportadas (Figura 13).
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A Hindlll

(5540) sstll

(8882)

(14263)

Sstll
(15257)

AcL-4

No Esmeraldo

10008p.

Hindll1
(18076)

Hindlll

xxxxx

(4590) Sstll ({)3049) Sstll
(9177) (17754
A4
L Esmerald
0 E—
C
Kpn/Sstll | Spel/SsT 11 | Spel/HindllI
No Esmeraldo 5,381pb 6,375ph 12,536pb
Esmeraldo 8,5677pb 3,872 8,459pb

16 I\b.

Figura 13. A) mapas del contexto gendémico de ambas variantes alélicas de los genes que codifican para AcL-4. Las
lineas demuestran los fragmentos resultantes de las digestiones. B) Southern blot en donde se ven las bandas que
hibridan con la sonda homéloga. Las lineas de colores indican a qué digestion y alelo corresponde cada banda. Esto
se encuentra resumido en la tabla C.

Clonacion del locus

Basandonos en los alineamientos de los contigs que contienen el locus de AcL-4, se

disefiaron 4 oligonucledtidos en regiones idénticas de los dos contigs para amplificar,

mediante PCR anidado, simultaneamente ambos alelos con sus regiones reguladoras rio arriba

y rio abajo. Los oligonucledtidos se anclan en el gene rio arriba y en el gene rio abajo (Figura

14Ay 14B) lo que amplificaria un fragmento final de 2,585pb. De esta manera se amplificé a

partir de DNA gendémico un fragmento de aproximadamente 2,600 pb (Figura 14C) el cual fue

clonado en el vector pGEM © T-easy.
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Figura 14 Protocolo para la clonacion de AcL-4 y sus regiones reguladoras. A Se muestra la localizacién de
los oligonucle6tidos utilizados. Los oligonucleétidos IM2 y JIM5 fueron utilizados en la primera amplificacion y
los oligonucleotidos IM3 y JM4 fueron utilizados en la segunda amplificacion. Se muestra la localizacion de
Tens1183-1y 2, utilizados para amplificar la sonda. También se indica la posicion de los oligonucledtidos
utilizados para amplificar la regién codificadora (pGEX Actina 8 forward y reverse) B Diagrama representativo
del locus de AcL-4 que incluye la regién de interés y los marcos de lectura abierta de los genes rio arriba y rio
abajo. Las barras grises dentro del gene corresponden al fragmento que se utiliz6 como sonda En un circulo se
indica el sitio de restriccion Spe |, presente en el alelo Esmeraldo y ausente en el No Esmeraldo. C El producto
de PCR resultante de la segunda amplificacion tiene un tamafio de 2,585 pb. Se cloné en el vector
PGEM® T-easy.

Caracterizacion de las clonas

Se seleccionaron diez colonias y se purificaron sus plasmidos. Se digirieron con
EcoR | para que se liberara el inserto del vector pPGEM® T-easy (Figura 15). Las diez clonas
tuvieron el inserto del tamafio deseado (~2,600 pb). Aprovechando la presencia de un sitio de
restriccion de Spe | presente solo en el haplotipo Esmeraldo, se mape6 este sitio en las clonas
obtenidas para asi poder determinar al haplotipo al que pertenecen (Figura 14B). Se esperaba
que las clonas correspondientes al alelo Esmeraldo, al ser digeridas con Spe I liberaran un

fragmento de 296 pb o 2,289 pb, dependiendo de su orientacion. De acuerdo con los mapas de



Resultados

restriccion 6 de las de las clonas son consistentes con un haplotipo Esmeraldo y 4 con el No

Esmeraldo (Figura 15).

EcoRl

296pb

Figura 15.- Caracterizacion de las variantes alélicas del gene de AcL-4. Se seleccionaron 10 colonias, se
cultivaron, cosecharon y purificaron sus plasmidos. Los plasmidos se caracterizaron mediante mapeo de
restriccion con EcoR | y Spe I. Se selecciond la colonia 6 como haplotipo Esmeraldo y la 9 como No Esmeraldo
(indicados con flechas).

Se selecciono la clona nimero 9 como No Esmeraldo y la 6 como Esmeraldo. Para
completar su caracterizacion, primero se demostré6 que ambas clonas contuvieron el gene
AcL-4 mediante la hibridacién con la sonda de AcL-4 marcada radiactivamente con 3P

(Figura 16) y posteriormente esto se confirmé por secuenciacion.

V. 23 4 INEEES A

. A N

No Esmeraldo Esmeraldo No Esmeraldo Esmeraldo

Figura 16 Gel de agarosa tefiido con Bromuro de Etidio. Carril 1 PM, Carril 2 Producto de PCR en donde se
amplificaron las dos loci.1 pldsmido 2 pldsmido linear 3 plasmido con inserto liberado 4plasmido digerido con
Spe I. El fragmento liberado con Spe I (en el circulo) no hibrida ya que la sonda no lo reconoce, este fragmento

se localiza en la region 3’UTR del gene de AcL-4 (figura 14B)
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Ambas clonas se secuenciaron en su totalidad para determinar si existen diferencias
con las secuencias reportadas. EI marco de lectura abierto de la clona Esmeraldo presenta dos
cambios respecto a la clona reportada. Uno en el nucle6tido 349 que corresponde a la primera
posicién del coddn, nuestra cepa tiene AAA (lisina) mientras que en el reportada se tiene
GAA (acido glutamico); el segundo cambio se presenta en la posicién 963 que corresponde a
la tercera posicion del codon, nuestra cepa tiene CGG (arginina) y la reportada CGA
(arginina). En cambio el de la clona No Esmeraldo presenta un cambio en la posicion 996, en
nuestra secuencia tenemos una G y la reportada presenta una A. El cambio se localiza en la
tercera posicion del codon que codifica para glutamina en la posicion 296 del péptido y es un

cambio conservado, de CAA cambia a CAG. Ambos codones codifican para Glutamina.

Analisis de secuencia

En el sitio de T. cruzi GeneDB, en donde se encuentran reportadas y anotadas las
secuencias del genoma de este organismo, es posible obtener la informacion relevante a cada
gene identificado incluyendo datos sobre la proteina para la cual codifica como: su tamafio,
punto isoeléctrico tedrico y la presencia de motivos conservados que sugieren su identidad y
funcion. En el caso de los genes anotados como actin-like 4 se identificaron dominios
presentes en proteinas pertenecientes a la familia de las actinas. Para validar esta anotacion se
utilizo la secuencia deducida de aminoacidos para hacer una busqueda de BLASTp [55, 56] la
cual incluye la identificacion de las proteinas con mayor similitud reportadas en la base de
datos de NCBI (tabla 9) y el reconocimiento de motivos conservados, utilizando la base de
datos de dominios conservados de NCBI (CDD database) (tabla 10).

En la lista de proteinas similares, al menos las primeras dos mil corresponden a actinas

de diversos organismos. La actina de C. reindhartii aparece en la posicion 10, mientras que la



Resultados

actina convencional de T. cruzi se identificé en la posicién 1,355. AcL-4 posee un 33.9% de

identidad y un 54% de similitud (figura 17).

Identidad
381/381 (100%)

Similitud
381/381 (100%)

Nombre
Actin-like protein 4

Identificador del gen
Tc00.1047053509747.70

Organismo
T. cruzi

Tc00.1047053510719.110

Actin-like protein 4

373/381 (97%)

376/381 (98%)

Tb11.01.1870

Actin-like protein

T.brucei TREU927

228/390 (58%)

283/390 (72%)

emb|CBH18017.1

Actin-like protein

T. brucei gambiense DAL972

225/377 (59%)

2751377 (72%)

LbrM35 V2.3540

Actin-like protein

L. braziliensis
MHOM/BR/75/M2904

168/386 (43%)

225/386 (58%)

LmjF36.3310

Actin-like protein

L. major

169/395 (42%)

2271395 (57%)

LinJ36.3460

Actin-like protein

L. infantum JPCM5

164/386 (42%)

219/386 (56%)

gb|AAC16053.1

actin

Scherffelia dubia

134/367 (36%)

206/367 (56%)

KLTH0G18832q |

KLTH0G18832p

L. thermotolerans

132/366 (36%)

211/366 (57%)

5724669 IDAS

Actin

C. reinhardtii

141/378 (37%)

218/378 (57%)

Tabla 9. Proteinas con mayor similitud a las variantes alélicas del gene de estudio.

En total se identificaron cinco algoritmos que la catalogan como actina, dos que la
catalogan como actina o proteinas similares a actina y tres que lo reconocen como

perteneciente a la superfamilia de actina (tabla 10).

Base de Datos # acceso
Conserved domains database (NCBI) Cd000124
Pfam Pfam00022*
4
Smart00268 Actin; ACTIN subfamily of
4 ACTIN/mreB/sugarkinase/Hsp70 superfamily
COG5277 & Actin and related proteins [Cytoskeleton]
PTZ000044 Actin; Provisional (Leishmania, Apicomplexa)
PTZ002814 Actin; Provisional (D. discoideum)
PTZ002804 Actin; Provisional (protista)
IPR0O04000* Actin/Actin-like
IPR001023* Heat shock protein Hsp70
PS1036* Heat shock hsp70 proteins family signature 3

Descripcion
Actin
Actin

Smart

Conserved Domain NCBI
NCBI[57]
NCBI[58-60]
NCBI[61]
Interpro
InterPro
Prosite

Tabla 10. Resumen de la busqueda de dominios y motivos conservados en la secuencia de AcL-4

*informacién encontrada en la pagina de GeneDB. # Informacién obtenida del Blastp en NCBI.
CDD es recurso para la clasificacion de dominios de proteinas del NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Pfam es una coleccion de familias proteicas, representadas por multiples alineamientos de secuencias y Modelos Ocultos de Markov (HMM
Hidden Markov Models).
Smart esta clasificado como un modelo que puede reconocer mas de un dominio.
Interpro. Es una base de datos de familias de proteinas, dominios, regiones, repeticiones y sitios en los que caracteristicas identificables en
proteinas pueden ser aplicadas a nuevas secuencias de proteinas.
Prosite. Consiste en entradas que describen dominios de proteinas, familias y sitios funcionales, asi como patrones asociados y perfiles para
identificarlos.
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CDD programa también identifico la presencia de los sitios de union a ATP, gelsolina
(aunque en el genoma de T. cruzi no se encuentra el ortélogo de gelsolina ni ninguna proteina
parecida) y profilina. Debido a todas estas similitudes, se decidid alinear la secuencia de
AcL-4 con la actina convencional de T.cruzi en el programa LALIGN, para ver qué tan

parecidas son. Estas secuencias poseen un 33.9% de identidad y un 54% de similitud.

AcL-4 T. cruzi 381 aa
Actina T. cruzi 376 aa
33.9% de identidad en 378 aa

10 20 30 40 50 60
AcL-4 QHSVVVVDVGSSTTRLGFGGEEAPRVVAPTVVGTPYN SGMLGSLLQHHGDTFAGDAAWE

Actina EQSAIVCDNGSGMVKAGFSGDDAPRHVFPSIVGRPKNEQAMMGSASKK———LFVGDEAQA
10 20 30 40 50 60

70 80 90 100 110 120
AcL-4 RRGLLELSYPVQSRRVASHKALEHILHDALYKWLPLVPHDTPLLWVEPVSTSREDRERIC
Actina KRGVLSLKYPIEHGIVTNWDDMEKIWHHTFYNELRVNPESHSVLLTEAPMNPKQNREKMT

70 80 90 100 110 120

130 140 150 160 170 180
AcL-4 EIFFESFDVPLLAMTNAAAATLYSTGRTTGLVVDSGEDCTTVNAVWEGYSLHHTFYSSPI
Actina QIMFETFGVPAMYVGIQAVLSLYSSGRTTGIVLDAGDGVTHTVPIYEGYSLPHAIRRMDM
130 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240
AcL-4 AGRVLTDRLLEYLRGKGYALSTPQDRCLVDKIKRFLCYVAADAEIELKNLRNKPRPDSYE

Actina AGRDLTEYLMKLLMESGMTFTTSAEKEIVRNVKEQLCYVALDFDEEVTNSAKTVNEEPFE

190 200 210 220 230 240

250 260 270 280 290 300
AcL-4 LPDEQRIFLHESQFMVPELLFNPS ANDAGFGAGDREVGWAEAVTQVVRRAPSYAQPRLW
Actina LPDGTIMQVGNQRFRCPEALFKPM —————— LIGLDEAPGFHEMTFQSINKCDIDVRRDLY

250 260 270 280 290

310 320 330 340 350 360

AcL-4 ESIVLGGGNTMLPGIEQRLQREVSARNNGGEQTINCVAFPDRDLAAWIGASVVASMPTFS

Actina GNIVLSGGTTMFKNLPERLGKEISNLAPSSIKP KVVAPPERKYSVWIGGSILSSLTTFQ
300 310 320 330 340 350

370
AcL-4 HLCLAREEYHEKGAAAVH

Actina TMWIKKSEYDEAGPSIVH
360 370

Figura 17. Actina de T. cruzi alineada con Actin like-4. |[gEE (o [o]gNeECRE T ITaloFTo] oo}

. ldénticos, . Conservado.
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Debido a que varios algoritmos para identificar motivos y dominios reconocen a
AcL-4 como actina y en secuencia el parecido con la actina convencional de T. cruzi es bajo,
se decidié modelar la estructura de ambas proteinas para determinar si el reconocimiento esta
dado por la estructura y no por la secuencia. Se utilizé el programa PHYRE [62] que utilizd
como referencia para el plegamiento de ambas proteinas a la actina de muasculo esquelético de
insecto (PDB clolaY). AcL-4 se comienza a modelar a partir del aminoécido 12 y llega al
377 (de 381 aa), actina comienza a modelar en el aminoacido 3y llega al 371 (de 375)

Una vez modeladas se analizaron en el programa Pymol. Aqui se vio que la estructura
de ambas proteinas es muy parecida (Figura 18). EI modelo de AcL-4 identificé que la
insercidn identificada de 6 residuos se localiza en la region correspondiente al LoopH (Figura
18A). Esta region es muy importante para la formacién y estabilizacion de microfilamentos ya
que es esencial para los contactos laterales entre las hebras del filamento de actina [63, 64].
Anteriormente al hacer el BLAST el mismo programa identificd los sitios de unién de ATP,
gelsolina y profilina; al buscarlos en la estructura tridimensional, vimos que se localizan en

los lugares esperados (Figura 18B).

Figura 18 Modelo estructural de AcL-4 .A Modelo estructuralsobrepuesto de AcL-4 (rojo) y de Actina de
T. cruzi (azul) en amarillo y resaltado con un circulo vemos la insercion de 6 aa presentes en AcL-4. B AcL-4
tiene los sitios de union a Gelsolina (amarillo), Profilina (verde) y ATP (rojo) conservados y en la localizacion
esperada.
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Al ver que AcL-4 tiene conservados los sitios de unién a Profilina, proteina reguladora
de la polimerizacion de filamentos; y el sitio de unidon a ATP que se requiere para que la
proteina funcione como ATPasa, que son una clase de enzimas que catalizan la
descomposicion de ATP a ADP vy liberan un ion de fosfato. Esta defosforilacion libera la
energia suficiente para la unién de un mondémero de actina en la polimerizacion. Con estas
evidencias, suponemos que AcL-4 cumple con los requerimientos minimos para formar
filamentos. La Unica actina de tripanosomatidos de la que se tiene evidencia de su
polimerizacion es la de L. major (L16961) [65]; por lo que se compararon los sitios de
interaccion entre mondmeros de actina de L. major, con los de AcL-4. Para esto se mando
modelar la estructura de la actina de L. major, utilizando los mismos parametros que se
utilizaron para modelar AcL-4. En los modelos de estructura de ambas proteinas se buscaron
los sitios de interaccion entre mondmeros [39] y se compararon las secuencias para ver la
similitud de los residuos involucrados (figura 19) (Tabla 11). La actina de T. cruzi es la
ortologa de la utilizada de L. major, poseen un 88% de identidad y un 95% de similitud. Es
pertinente destacar que la actina de conejo (Oryctolagus coniculus, con nimero de acceso
NP_001095152.1) es la actina que se ha utilizado para realizar estas caracterizaciones. Esta
actina y la de L. major poseen tan solo un 69% de identidad. Al comparar los sitios de
interaccion de aminoacidos de la actina “modelo” de conejo con la de L. major se ve que
poseen un 54% de identidad y un 90% de similitud, asimismo AcL-4 posee un 47% de
identidad y un 57% de similitud con la actina de conejo. Llama la atencidn que una proteina
altamente conservada en eucariontes superiores (~90%) tenga una identidad de tan solo 54%
en los residuos funcionales involucrados en la formacion de filamentos, una de las

caracteristicas prototipicas de las actinas.



Resultados

o A 'Ya
e

-

v

# Actina de L. major AcL-4 de T. cruzi

Datos obtenidos de “Actin”.Sheterline, Clavton
Figura 19 Comparacién entre actina de T. cruzi, actina de L. major y AcL-4. En la figura se muestra la
Posicion de los residuos que estabilizan las uniones entre monémeros de Actina. En azul se encuentran los

residuos de la parte superior del monémero, que interactdan con los amarillos, que son los de la parte inferior.

Arriba

Abajo

Actina de L. major

41-45, 202-204, 243-245,

166-169, 286-289, 322, 325, 365

AcL-4 38-41, 201-203, 242-244 165-168, 291-294, 325, 327, 371
Identidad 30% 37%
Similitud 56% 62%

Tabla 11 se muestra la posicion de los residuos en AcL-4 y en la actina de L.major; también se muestra la
identidad y la similitud entre los residuos de la actina de L. major y la de AcL-4 La similitud entre los residuos
de la actina de T. cruzi y la actina de L. major es de 95%, y los residuos se encuentran en la misma posicion,
por lo que la actina de T. cruzi no se muestran en la tabla.

Especificidad de la sonda de AcL-4

Para confirmar que el fragmento obtenido es especifico y no cruza con el gene de

actina de T. cruzi y por lo tanto puede utilizarse como sonda estudiar AcL-4; se hicieron

experimentos para descartar que exista reconocimiento cruzado de la sonda de AcL-4 y la

Actina de T. cruzi. En un gel de agarosa se corrieron los plasmidos que contienen a Actinay a

AcL-4, se hizo un Southern blot con la sonda de actina y con la sonda de AcL-4 (Figura 20).

De acuerdo con esta figura, las sondas de estos genes no presentan reconocimiento cruzado,

cada una es especifica.
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Sonda Actin-like 4 Sonda Actina

A A4 4 AA 4 4

Figura 20 A en un gel de agarosa se corrieron los plasmidos que contienen clonados tanto al gene de Actina
(A) como al de AcL-4 (4). En el primer carril esta el plasmido TOPO con Actina clonada, el carril 2 TOPO-
Actina con el inserto liberado, carril 3 pGEM con Al-4 clonada, carril 4 pPGEM- AcL-4 con el inserto liberado.
Y se vuelven a repetir en el mismo orden. B membrana de nylon con el DNA e hibridada tanto con la sonda de
AcL-4 como con la sonda de Actina.

Expresion a nivel de mRNA

Originalmente el gene de estudio se localizd en una biblioteca de expresion de
epimastigotes de T. cruzi. Para asegurarnos de la presencia de mRNA en nuestra cepa se hizo
un Northern blot con RNA extraido de parasitos en los estadios epimastigote y tripomastgote
de T. cruzi. La presencia de mRNA en amastigotes no pudo determinarse ya que no fue
posible obtener cantidades suficientes de RNA de este estadio. En estudiosde hibridacion de
RNA de epimastigotes y tripomastigotes con la sonda de AcL-4 se ve una banda que

corresponde a un MRNA de aproximadamente 1.6 kilobases (Figura 21).
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Figura 21 En el RNA de epimastigotes y tripomastigotes se observa que la sonda radioactiva de AcL-4 hibrida
con una banda de aproximadamente 1.6 Kilo bases (E-epimastigotes T-tripomastigotes)

Subclonacion de Igen eAcL-4

A partir del plasmido pGEM-AcL-4 No-Esmeraldo, que contiene el gene con sus
regiones reguladoras rio arriba y rio abajo, se disefiaron primers para amplificar Gnicamente el
gene de AcL-4 y subclonarlo en un vector de Expresion (Figura 22). El vector que se utilizd
fue pGEX-3x. Este es un vector de expresion que forma una proteina fusion con GST en el
amino terminal. Se disefiaron dos oligonucle6tidos: pGEX Actina 8 forward y pGEX Actina 8
reverse para amplificar Unicamente la region codificadora del gene (Figura 22). Al
oligonucledtido pGEX Actina 8 forward se le agreg6 en el extremo 5 un sitio de
reconocimiento para BamH | y se agregaron dos citocinas (C), para que la proteina estuviera
en fase con GST; en el oligonucleétido pGEX Actina 8 reverse en el extremo 3’
inmediatamente después del coddn de paro se agreg6 un sitio de reconocimiento para EcoR |,
esto permite darle polaridad al inserto y subclonarlo en la direccion deseada. Mediante PCR,
se amplifico el gen, se cloné en pGEM como vector de mantenimiento, se subclono en el

vector de expresion pGEX-3x y se mand0 a secuenciar para confirmar que el marco de lectura
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del vector y del inserto estuvieran en fase, una vez confirmado se transformé en E. coli cepa

BL21.

BamHI pGEX-F pGEX-R EcoRlI

AT X

AcL-4 (1146pb)

PGEX.-IX 27-a003-01)
Foxtow ¥
(e G Giy AegliGay Se Po Gy Aun Ser Ses
ATC GAA GLT CGT GGG ATC COCGOA AT TCA TOG MGA CTG ACT GAC
[ ) Vg
mrrm' Uno1 EcoRt oy Coins

Figura 22. A) representacion de los oligonucle6tidos y del gene de AcL-4 que se amplificé. B) 1 Marcador de
Pesos Moleculares 2Producto de PCR en un gel de agarosa al 8%. C) Esquema del sitio de multiclonacién del
vector de expresion pGEX-3x. D) Gel de agarosa al 8% en donde se muestra: 1marcador de pesos moleculares,
2 producto de amplificacién del gene con los oligonucleétidos pGEX-F y pGEX-R, 3 Vector pGEX
superenrollado, 4 Vector pGEX linear, 5 Vector pGEX con el inserto clonado, Vector pGEX con el inserto
liberado.

Expresion de la proteina

Para estandarizar las condiciones Optimas de expresion y su subsecuente purificacion
se realizaron ensayos de induccion con IPTG 1mM durante 5 horas, tomando muestras de 1ml
de cultivo cada hora. Posteriormente se cosecharon las células colectadas y se resuspendieron
en 100 ul de buffer de carga para proteinas. Se corrieron las muestras en un gel de

poliacrilamida y se vio que al agregar el inductor comienza la expresion de la proteina. Se
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decidié inducir Gnicamente 3 horas, ya que dejarlo mas tiempo no parece incrementar la

cantidad de proteina (Figura 23).

Figura 23 Proteina recombinante Gst-AcL-4 inducida con IPTG.La proteina fusién tiene un
tamario de 68.67kDa. Gel de poliacrilamida al 10% tefiido como azul de coomasie

Purificacion de la proteina

Las proteinas fusionadas con GST se purifican facilmente de lisados de bacterias
mediante cromatografia de afinidad utilizando Glutatién inmobilizado en sefarosa. Para
purificar la proteina se debe lisar la célula y hacer soluble la proteina de interés. Se probaron
simultaneamente dos detergentes: uno no ionico, Triton X-100, a una concentracion del 1%
final y uno iénico, Sodio-Lauril Sarcosinato (sarkosyl) a concentraciones finales entre 0.5% y
1.5%. EI Triton x-100 hace soluble tanto la pared como la membrana celular y el sarkosyl
solo licua la membrana celular [54]. A las células que se les agreg6 sarkosyl, la proteina se
encontrd en la fraccion soluble del lisado proteico (figura 24A y 24B) mientras que a las que
se les agregd Triton X-100, la proteina se fue a la fraccion insoluble de la muestra (Figura
24C). Se sabe que la presencia del detergente sarkosyl disminuye la afinidad del GST con el
glutatién inmovilizado en una matriz de sefarosa; debido a esto, se agrega Triton x-100 [4%)]

que secuestra al sarkosyl (Figura 24A y 24B). Debido a los resultados observados se decidid



Resultados

hacer soluble la proteina con Sarkosyl al 0.5%. La adicién de Triton X-100 a las muestras

tratadas con sarkosyl no modifica la solubilidad de la proteina recombinante presente en estas.

Sark 0.5%  Sark 1% Sark 1.5% Sark 0.5%  Sark 1% Sark 1.5%
AP Ly L T B ™ 4 - 4+ - 4+ T
75 kD
50 kD

75 kD
50 kD
Sarkosyl Soluble Sarkosyl Insoluble
C PM soluble insoluble
Figura 24 A Fraccion soluble del
75 kD lisado proteico con sarkosyl, T- muestras
a las que se les agregé Triton x-100 al
50 kD 4%. B. Fraccion insoluble del lisado

proteico con sarkosyl. T- muestras a las
que se les agregd Tritén x-100 al 4%
C Lisados tratados con Tritén X-100.
Todas las muestras fueron separadas en
geles de poliacrilamida al 10% y tefiidas
con azul de coomasie.

Tritén X-100 al 1%

Estandarizacion del protocolo de purificacion

Una vez que se definieron las condiciones Optimas de expresién y solubilizacién de la
proteina, se prosiguid a la purificacion de ésta del lisado mediante cromatografia de afinidad
utilizando Glutation inmovilizado en sefarosa. La proteina unida al glutation no esta limpia
(Figura 25A), tiene muchas otras proteinas, por lo que se hizo una segunda purificacion: se
corrié la muestra en geles preparativos de acrilamida, se cortd la banda correspondiente a la

proteina (indicada con un asterisco en la figura 25A), se electroeluy6 la proteina y se dializo.
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La proteina fusion pura se cuantificé con Estandares de albumina bovina (BSA por sus siglas

en inglés) y mediante densitometria. (Figura 25B)

A Sin  Inducido No
PM inducir - 3N sople - unido ¢ Unido

75 kD

50 kD

" 0.5 ugful de A-14

Figura 25.Purificacion de la proteina Gel de poliacrilamida al 10% tefiido con azul de Coomassie que muestra
el proceso de purificacion de la proteina A 1.Marcador de pesos moleculares. 2. proteina sin inducir. 3.
proteina inducida. 4. fraccidn soluble obtenida con sarkosyl al 0.5% y tratada con tritonX-100 al 4%, 5.

Fraccion no unida a la sefarosa. 6. Fraccion unida a la sefarosa. B Gel de poliacrilamida al 10% tefiido con
azul de Coomassie en el que se cuantifico la proteina recombinante GST-AcL-4 pura, utilizando una curva de
estandares de BSA

Inoculacion del conejo
Con la proteina pura se inoculd un conejo para obtener anticuerpos policlonales. Se
inoculd tres veces con espacio de dos meses entre cada inoculacion, a las 2 semanas de la

Gltima inoculacion se sangro el conejo para obtener suero.

Caracterizacion del suero policlonal

Se caracterizd el suero policlonal de conejo haciendo un ensayo de inmunoquimica
contra la proteina recombinante, este suero solo reconoce una banda de 68.67 kD (Figura 26)
presente en el cultivo en donde la expresion de la proteina recombinante fue inducida son

IPTG. Tanto el suero policlonal como el preinmune no reconocen proteinas bacterianas.
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Figura 26 Ensayo de inmunoquimica en condiciones reductoras, contra lisados de E.coli sin inducir e inducidos
con IPTG. Se utilizo el suero preinmune como control. Vemos que el suero preinmune no reconoce ninguna
proteina, mientras que el suero inmune reconoce una banda de 68.67 kDa que concuerda con el tamafio de la
proteina fusion. AcL-4 pesa 42.1 kDa y GST 26.57 kDa.

Debido a la similitud de estructura tridimensional entre la Actina convencional de
T. cruzi y la AcL-4, se hizo un ensayo de inmunoquimica contra GST-Actina recombinante y
contra GST-AcL-4 recombinante con el suero policlonal de conejo contra AcL-4 y otro
ensayo contra el suero policlonal de conejo contra actina (figura 27). Se observo que el suero
contra Actina no reconoce a la proteina recombinate AcL-4; sin embargo el suero policlonal

contra AcL-4 presenta un ligero reconocimiento a GST-Actina (Figura 27).
o AcL-4
2 3 4 5

250
150

1

50

B o actina

1 2 3 4 5 6

37

Actina AcL-4

25

20

Actina AcL-4

Figura 27 A ensayo de inmunoquimica de las proteinas Actina y AcL-4 recombinantes con el suero contra
AcL-4. 1 marcador de pesos moleculares, 2 Actina sin iducir, 3 Actina inducida 3 horas, 4 AcL-4sin inducir, 5
AcL-4 inducida 3 horas. B ensayo de inmunoquimica de las proteinas recombinantes Actina y AcL-4 con el
suero contra Actina. 1 Actina, 2,Actina diluida 1:10, 3 Actina diluida 1:100, 4 AcL-4, 5 AcL-4diluida 1:10, 6
AcL-4diluida 1:100.
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Debido a que ambos anticuerpos se obtuvieron al utilizar proteinas fusion con GST el
reconocimiento puede estar dado por la fraccion GST de la proteina. Para determinar si el
suero reconoce este fragmento, se hizo un estudio de inmunoquimica en el que se demostrd
que el suero reconoce a GST en cultivos inducidos que solo contienen el plasmido pGEX-3x
sin proteina fusion (figura 20A). Como controles se pusieron cultivos inducidos que expresan
tanto GST-actina como GST-AcL-4 (fugura 28A). El anticuerpo reconoce a la GST, a la
proteina recombinante GST-AcL-4 y ligeramente a la proteina recombinante GST-Actina.
Debido a este resultado se decidié pre-adsorber el suero policlonal a-AcL-4 con GST. Una
vez pre-adsorbido se repitié este ensayo y vemos que el anticuerpo deja de reconocer tanto al
GST como a la actina de T. cruzi. (Figura 28)

A B

Act AcL-4 GST PM PM Act AcL-4 GST Act AcL-4 GST
75kD
50kD
37kD

25kD
20kD

15kD

A
Inmunoquimica con suero pre-adsorbido
c PM Act AcL-4 GST
75kD
50kD * *
37kD D
25kD * A ab 1:10,000
20kD B ab 1:50,000
Anticuerpo secundariol:100,000
15kD Lavados PBS-tween 0.1%

Figura 28 Reconocimiento del frgamento GST por el suero policlonal a AcL-4. A Ensayo de inmunoquimica
contra las proteinas GST, GST-AcL-4 y GST-Actina con el suero policlonal contra AcL-4. B Ensayo de
inmunoquimica contra las prteinas GST, GST-AcL-4y GST-Actina con el suero policlonal contra AcL-4

pre-adsorbido con GST. C SDS-PAGE 10% en donde se muestran las cantidades de proteina utilizadas para los
ensayos de inmunoquimica. Las proteinas inducidas se sefialan con un asterisco D se muestran las
concentraciones de anticuerpos utilizadas con el suero pre-adsorbido (con el procedimiento realizado
disminuyé considerablemente el titulo del anticuerpo)
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Una vez demostrado que le suero policlonal reconoce AcL-4 recombinante, mediante
ensayos de inmunoquimica, se buscé a la proteina en epimastigotes de T.cruzi. Como
controles se utilizaron el anticuerpo contra actina convencional y el suero preinmune. En

epimastigotes no se ve ninguna banda (Figura 29).

ABCBBCDEF|CDEF —
‘ Concentracion

del anticuerpo
1:16,000
1:8,000
1:4,000
1:3,000
1:2,000
1:1,000

- Ty

mmoiO|m@|>

. ' N - —

Actina AcL-4 Preinmune

Figura 29 Ensayo de inmunoquimica contra proteinas totales de epimastigotes de T. cruzi, con diferentes
diluciones de suero policlonal. Como controles se utilizaron el suero contra GST-Actina y el preinmune

Ya que la falta de reconocimiento de una proteina del tamafio esperado puede deberse
a que esta no se traduzca en estas condiciones, se investigo si esta se expresa en epimastigotes
de fase estacionaria, tripomastigotes y amastigotes (figura 30). En epimastigotes de fase
estacionaria se reconoce una banda de 150 kD y una mayor a 250 kD. En amastigotes también
reconoce una banda mayor a 250kD. En estos estudios se utilizé el suero sin pre-adsorber. Los
epitopes reconocidos podrian encontrarse en proteinas parasiticas similares a GST, ya que su
tamafio es mayor al esperado para AcL-4. Faltaria repetir el experimento con suero
pre-adsorbido, esto se hard en cuanto sea posible obtener extractos proteicos de
tripomastigotes y amastigotes, los cuales son cosechados en el laboratorio de la Dra.

Manning.
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Figura 30. Inmunoquimica de proteinas totales de T. cruzi en distintos estadios. ML. Epimastigotes en fase de
crecimiento media logaritmica. S epimastigotes en crecimiento estacionario. T. trypomastigotes. A. amastigotes

Otra posibilidad por la que no se identifique la proteina es que se encuentre en poca
cantidad, por debajo de los niveles detectables en estudios de inmunoquimica. El
fraccionamiento del lisado en dos fracciones: citoplasmatica y nuclear; permite aumentar la
cantidad de proteina por muestra. Ademas se puede deducir el compartimiento celular en
donde se localizaria la proteina. Se hizo una separacion en fracciones citoplasmaticas y
nucleares ya que se sabe que algunas proteinas de la familia de las actinas son
citoplasmaticas, mientras que otras son nucleares [37, 38]. En este ensayo vemos que el
anticuerpo (sin adsorber) reconoce las bandas antes descritas en la fraccion citoplasmatica y
no en la nuclear. Esto se hace mas evidente en extractos citoplasmaticos en fase estacionaria y

cuando se incrementa cantidad de anticuerpo utilizado (figura 31 panel B).

A B

Loqg Est Log Est
PM C N C N C N C N

250 mm—
150

Figura 31. Estudios de inmunoquimica en extractos protéicos de citoplasma y de ndcleo tanto en fase
logaritmica como en estacionaria. El estudio se hizo con distintas concentraciones del suero inmune (sin
pre-adsorber). A 1:8,000. B 1:4,000. C corresponde a la fraccion citoplasmética y N a la fraccidn nuclear.
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Dot Blot

Por recomendacion de la Dra. Manning quien en su experiencia ha encontrado, en
estudios de inmunoquimica, proteinas que son reconocidas en su forma recombinante, pero no
en su forma nativa, se hicieron estudios tipo dot-blot para saber de manera rapida si la falta de
reconocimiento es debido a las condiciones denaturalizantes en la que se llevan a cabo los
ensayos de inmunoquimica, se hicieron estudios tipo Dot blot con paréasitos intactos. Se
fijaron muestras de 40, 20,10, 5, 2 y 1 millones de parasitos en membranas de nitrocelulosa y
se hicieron ensayos de inmunoquimica con estas membranas, se utilizé el suero preinmune y
el suero contra AcL-4. Como control se utilizaron muestras provenientes de cultivos
inducidos de E. coli expresando rAcL-4 y rActina de T. cruzi (figura 32). Vemos que el suero
preinmune esta reconociendo a los parasitos, pero no reconoce a la proteina recombinante. El
suero policlonal contra AcL-4 reconoce a los parésitos y a la proteina recombinante AcL-4
pero no a rActina. Esta aproximacion no nos da informacion para saber si los problemas en el
western blot son debido a la ausencia de la proteina o a las condiciones desnaturalizantes del
ensayo, se deben hacer ensayos de inmunoquimica con geles nativos. Ya que el suero
preinmune también reconoce agentes nativos en epimastigotes de T. cruzi, seria necesario
hacer estudios de inmunohistoquimicas para determinar si reconoce el mismo patron o existen

diferencias especificas de localizacion.
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Figura 32. Ensayos tipo dot blot con parasitos de T. cruzi. Vemos las distintas concentraciones de paésitos. El
carril superior se hibrid6 con el suero contra rAcL-4 y el inferior con el preinmune
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Discusién

En el laboratorio se tiene interés en estudiar el papel que juega actina en T. cruzi.
De todas las actinas y proteinas similares a actina identificadas en el proyecto del
genoma, solo hay evidencia de la expresion de dos de ellas: de la actina convencional ya
caracterizada en el laboratorio y de una actina atipica anotada en el genoma como actin-
like protein 4. La evidencia de expresion de la actina convencional es experimental y se
sabe que se expresa en los tres estadios de T. cruzi. La evidencia de expresion de AcL-4
es a traves de la deteccion de dos clonas de EST’s reportadas en el genoma, es por ello
que se decidid iniciar su caracterizacion. Para ello se obtuvo a partir de DNA gendémico
una sonda homéloga, la cual fue muy util tanto para determinar el contexto genémico de
esta secuencia como para estudios de expresion. Ya que la cepa CLBrener que tenemos
en el laboratorio, uno de los alelos que codifica para la proteina ribosomal S4 es
diferente al reportado en el proyecto del genoma [66] era necesario caracterizar si
existian diferencias en el locus de AcL-4. EI mapa de restriccion de esta region parece
estar conservado. Sin embargo a nivel de secuencia si se identificaron algunos cambios
en la regién codificadora del alelo No Esmeraldo existe un cambio a nivel de DNA,
pero no de proteina; mientras que en el alelo Esmeraldo, existen dos cambios uno
conservado y uno no conservado. Para los estudios de expresion de la proteina se utilizd
el alelo No Esmeraldo que codifica para una proteina idéntica a la reportada en la base
de datos del proyecto del genoma. Posteriormente decidimos demostrar que este gene es
funcional en nuestra cepa, pudiendo demostrar la presencia de mRNA al menos en
epimastigotes y tripomastigotes.

Para ver si se expresa a nivel de proteina, se obtuvo un suero policlonal contra

una proteina fusion rAcL-4. El suero policlonal funciona, puesto que reconoce a la
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proteina recombinante, sin embargo, tenia un poco de reaccion cruzada con la rActina
de T. cruzi debido a que ambas proteinas tienen fusionado GST, al adsorber el suero con
GST se termind con el reconocimiento cruzado; sin embargo no se ha podido identificar
a la proteina nativa, esto puede tener dos explicaciones: 1) EI mRNA es sometido a un
mecanismo de regulacion postranscripcional propio del parasito. Para saber esto se
pueden hacer estudios de union del mRNA a polisomas, si se ve que el mMRNA esta
unido a polisomas, significa que el mMRNA se traduce y por lo tanto podemos variar
todas las condiciones hasta encontrar la proteina, lo que nos lleva a la segunda
explicacion. 2) No hemos sido capaces de dar con las condiciones del estudio para
localizar a la proteina. Esto puede ser debido a que el anticuerpo no reconozca a la
proteina en estudios de inmunoquimica, pero si en estudios de inmunohistoquimica,
también puede ser que la proteina se encuentre en muy bajas concentraciones por lo que
no es detectable en ensayos de inmunoquimica, otra posibilidad es que debido a las
condiciones en que se tienen a los parasitos en el laboratorio, no se exprese la proteina

ya gue falta alguna sefial que estimule su expresion.

En cuanto al analisis de la secuencia deducida de aminoacidos, se ve que a pesar
de que la secuencia de AcL-4 posee tan solo un 54% de similitud con la actina de
T.cruzi; la proteina posee muchas caracteristicas de las actinas tipicas: varios
algoritmos la reconocen como actina, su estructura es muy parecida, tiene conservados
los sitios de union a: ATP, gelsolina y profilina, al hacer un BLAST de la secuencia de
la proteina en el sitio de NCBI, al menos las primeras 2,000 secuencias mas parecidas
son de actinas. Sin embargo, los sitios de unién entre monémeros no estan muy
conservados, tiene una insercion de 6 aminoacidos en un sitio muy importante para la

estabilidad de los filamentos (el loop H), por lo que para determinar si esta proteina es
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capaz de formar filamentos se deben hacer estudios de polimerizacién in vitro. Sin
embargo existen proteinas con poca similitud en secuencia con la actina y que son
capaces de formar filamentos, como la actina de L major (homéloga a la actina de
T. cruzi reportada por nuestro grupo de trabajo).

Se ha concebido a la actina como una proteina altamente conservada a lo largo
de la evolucidén, compuesta por aproximadamente 375 residuos, capaz de formar
filamentos y llevar a cabo funciones muy estudiadas como son la motilidad celular,
divisién celular, endocitosis y exocitosis; sin embargo con la reciente secuenciacion
masiva de genomas de microorganismos, se ha visto la existencia de un gran grupo de
proteinas que en secuencia no se parecen a la actina “canonica”, sin embargo son
reconocidas como actinas por algoritmos elaborados especificamente para identificar
actinas. Estas proteinas conservan la estructura de union a ATP, los sitios de union a
proteinas moduladoras de actina, su estructura es muy parecida a una actina, poseen los
sitios potenciales de unién entre monémeros; sin embargo se conoce poco su funcion.

En organismos como T. cruzi en donde las funciones tipicas de la actina son
llevadas a cabo por otras proteinas y nunca se han visto filamentos[67], se puede
suponer que esta proteina tenga una funcion propia; sin embargo cualquiera que sea su
funcién, ¢se debe denominar actina, debido a sus similitudes estructurales con esta
proteina? o ¢solo es una proteina que comparte algunas estructuras con la actina, por lo
que solo es parecida a actina? Con el creciente nimero de casos como este [65, 68-72]
es pertinente re-definir qué es una actina, qué tan parecidas deben ser las proteinas a la
actina “canonica” para denominarse actinas (porcentajes de similitud y similitud). ;Una
actina es una proteina que posea una determinada similitud a la secuencia de la proteina
canonica, 0 es una proteina que cumpla con las funciones de la actina “canonica”, es

decir que forme filamentos, que interaccione con miosina, que una faloidina, que esté
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involucrada en algun proceso en los que se ha descrito la presencia de las actinas? y
(qué es una proteina parecida a actina; una proteina que es reconocida por los
algoritmos de actinas, pero que se desconoce su funcién?

Es importante definir qué proteinas pertenecen a las actinas y cuales son las
proteinas parecidas a actinas, ya que no esta definido. El término proteina parecida a
actina (Actin-like protein) sélo se encuentra en las bases de datos de genomas en donde
los algoritmos reconocen a la proteina como actina, pero en secuencia no posee una alta

similitud a la actina canoénica.
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Conclusiones

T. cruzi posee el gene AcL-4 correspondiente a una proteina perteneciente a la familia
de las actinas, el gene se transcribe en un mRNA de 1.6 kb, presente al menos en
epimastigotes y tripomastigotes. La secuencia de la proteina es reconocida por algoritmos
como una proteina perteneciente a la familia de las actinas, tiene conservados sitios
caracteristicos como el pliegue de union a ATP y el sitio de unidn a varias proteinas
moduladoras de la actina. No se pudo demostrar la expresion de este den a nivel de proteina
en epimastigotes.

Para continuar este trabajo se debe definir si el transcrito es traducido o es degradado
mediante algun proceso de regulacion postranscripcional. Si el mRNA se traduce, se deben
hacer un western blot en condiciones no desnaturalizantes, estudios de inmunolocalizacion
para tener una idea de la localizacion y funcion de la proteina. Es importante realizar estos
estudios en todos los estadios del parasito ya que su expresion puede ser estadio especifica
Para determinar si la proteina es una actina, se pueden hacer estudios de polimerizacion in

vitro.
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Perspectivas

Se tiene que determinar si el MRNA de AcL-4 es degradado mediante algln sistema
de regulacion postranscripcional y nunca llega a proteina o si se traduce y simplemente
no hemos sido capaces de identificarla en epimastigotes. Para identificar si el mMRNA
esta siendo sometido a algln sistema de regulacién se puede ver si el mMRNA esta unido
a polisomas.

Si encontramos al mMRNA unido a polisomas, significa que se traduce, por lo que se
procederia a buscar la proteina. Para esto se pueden hacer estudios de
inmunohistoquimica en los distintos estadios del parasito, para ver en que estadios se
localiza AcL-4. Para ver la localizacién de la proteina in vivo se puede hacer una fusion
de la proteina con una etiqueta fluorescente. Una vez identificada la proteina se pueden
hacer muchos experimentos para iniciar la caracterizacion. Se pueden hacer reemplazos

de la proteina, sobre-expresar la proteina, hacer pull-downs para ver con que interactua.
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