2

c<y
e UNIVERSIDAD NACIONAL
SR AUTONOMA DE __ MEXICO

Unidad Académica de los Ciclos de Prolesional
y Posgrado - CCH
Instituto de Investigaciones Biomédicas

“Aislamiento y Caracterizacién de Clonas
de cDNA que Codifican para la protefna
Ribosomal S4 de Z7rypanosoma cruzi”

T E S 1 S
para Ja obtencién del titulo de
Licenciade en Investigacién Biomédica Bisica
SERGIO PALACIOS BONETA

JUNIO DE 1997

. ~rcis CCN
FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A mi familia,

mi Papé, mi Mamaé, y mi hermano
A mi abuelito Enrique

A mis tios Enrigque y Reneé

A ltzel

Al Dr. Sergio Sénchez Esquivel,
A i/a Dra. Ana Luisa Anaya Lang.
Quienes siempre me han brindado su apoyo

A mis maestros, companieros y a todos aquelios que han
contribuido en mi formacion

A la Universidad Naci: ! Auto de Méxi



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN vi
ILUSTRACIONES  viii
AGRADECIMIENTOS  xi

1.- INTRODUCCION
1.1.-Trypanosoma cruzi 1
1.2.-Ciclode vida 2
1.3.-Procesos Genéticos de Trypanosomacruzi 4
1.4.-Antecedentes 8
1.5.-PCNA 8
1.6.-El Ribosoma Eucariéntico 9
1.7.-Genes para RNA ribosomal en Tripanosomas 13
1.8.-Proteina Ribosomal S4 15

Objetivos del Trabajo 18

iIl.- MATERIALES Y METODOS
2.1.-Cultivo y Extraccion de &cidos nucleicos de Trypanosoma
cruzi 19
2.1.7 Cultivos 19
2.1.2.-Extraccion del DNA 19
2.1.3.-Extraccion de RNA total 20

2.2.-Preparacién de Plasmidos, recuperaciéon de insertos y
marcaje radioactivo de los mismos 27



iv

2.2.1.-Preparacion de células competentes y transformacion 21
2.2.2.-Descripcion de piésmidos: PCNA 22
2.2.3.-Descripcion de pissmidos: Proteina ribosomal S4 23
2.2.4.-Preparacion de plésmidos a pequefs escala 23
2.2.5.-Preparacion de pissmidos a gran escala 24
2.2.8.-Recuperacion de insertos 27
2.2.7.-Marcaje del inserto utilizado como sonda mediante el

método de “iniciador al azar” 286

2.3.-Southern Blot de DNA genémico 26
2.3.1.-Digestion y transferencia 28
2.3.2.-Hibridacion 27

2.4.-Northern Blotde RNA totalde T. cruzi 28

2.5.-Screening de ia biblioteca genémica insertada en el césmido
pcosTL 28
2.5.1.-Southern blot de las clonas positivas 29

2.6.- Screening de la biblioteca de cDNA 37
2.8.1.-Preparacion e infeccion de Ias células con elfago i 31
2.6.2.-Transferencia de Ias piacas de lisis a membranas 32
2.6.3.-Screening de /as membranas con sondas marcadas
radioactivamente 32
2.6.4.-Excision del vector i-ZAP-il al plésmido Bluescript 33
2.8.5.- Southern blot de /as clonas obtenidas 34



RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de ia enfermedad de
Chagas. Este parasito ha mostrado que posee caracteristicas y
mecanismos atipicos en el manejo y expresion de su genoma. Este
hecho, aunado a la importancia médica del organismo, hacen de 7.
cruzi un interesante modelo de importancia meédica y biolégica. Con el
interés de estudiar genes relacionados con ia proliferacion se eligieron
dos modelos: el gene del antigeno nuclear de proliferaciéon celular
(PCNA, factor auxiliar de la DNA polimerasa Ili) y el de la proteina
ribosomal S4 (componente de la subunidad pequefa (40S) del
ribosoma). Para la clonacién de estos genes se utilizaron como sondas
heterélogas una clona de cDNA que codifica para el PCNA del maiz
(Zea mays) (Lopez et al., 1995) y una clona de cDNA de Trypanosoma
brucei cuyo producto tiene homologia parcial con la proteina ribosomal
S4 de mamiferos (El-Sayed, et al., 1995). Se analizé sin éxito una
biblioteca gendémica de 7. cruzi insertada en el vector cosmidico
pcosTL. Al analizar una biblioteca de cDNA construida en el vector
fagico A-ZAP-II se aislaron doce clonas cuyos insertos mostraban sefal
con la sonda de la proteina ribosomal S4 y cuatro que mostraban sefal
con 1a sonda de PCNA. Al digerir las preparaciones de los plasmidos
escindidos in vivo de las clonas positivas, se observaron dos
poblaciones de clonas aisladas con la sonda de S4: una que mostraba
una banda de inserto (aproximadamente 1.25 Kb) y otra con dos
bandas (aproximadamente 1.25y 1.7 Kb). .Mas tarde se comprobd que
la banda de 1.7Kb era producto de una digestién parcial. Las clonas
aisladas con el inserto de PCNA tenian insertos de 2.1, 2.3y 1.4y 2.3
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Kb. La secuencia del extremo 5° del inserto de la clona aisiada con la
sonda de PCNA no mostré secuencias de! miniexon (SL), marcos
abiertos de lectura ni homologia parcial con ia sonda utilizada. Por otra
parte, la secuencia del inserto de las clonas aisladas con la sonda de la
proteina ribosomal S4 mostraron insertos de 937 y 945 bases para las
clonas S4-2 y S4-6, respectivamente. La unica diferencia correspondié
a una insercion de 21 nucledtidos en el extremo 3°de la clona S4-2.
Trece bases del miniex6n (SL) fueron secuenciadas, por lo que se
observé una region no traducida 5°de 22 nucledtidos y 3° de 80 y 59
nucledtidos para la clona S4-2 y S4-6, respectivamente. El inserto
contiene un marco abierto de lectura que codifica para una proteina de
273 aminoacidos, con un peso de 30,839 Da y con un contenido de
aminodcidos basicos (22%) mayor al de aminodcidos acidos (9%). La
alineacion de la secuencia deducida de aminoécidos con la de
secuencias de la proteina ribosomal S4 de otros organismos muestra
grandes dominios conservados, sobre todo en el extremo amino
terminal. Un analisis filogenético de ias secuencia de la proteina
ribosomal S4 dio como resultado un arbol cuya topologia coincide en
gran medida con la de un marcador evolutivo clasico, como es el rRNA
18S.
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INTRODUCCION



1.1 TRYPANOSOMA CRUZI

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado, agente etiolégico
de la enfermedad de Chagas. Fue descubierto en 1910 por el biélogo
brasilefio Carlos Chagas, al examinar los intestinos de las chinches
hematéfagas. Este parasito esta distribuido en Centro y Sudamérica y
es responsable de un millén de casos anuales y de 45 000 muertes por
enfermedad de Chagas. Se calcula que existen de 16 a 18 millones de
individuos infectados, de los cuales 2 a 3 millones ya han manifestado
complicaciones cronicas, y 3 millones se encuentran en el periodo de
incubacion (OMS, 1996).

La transmision de la enfermedad se Heva a cabo a través de las heces
de los insectos vectores, las chinches de los géneros Panstrongylus,
Rhodnius y Triatoma, o mediante transfusiones sanguineas.

La enfermedad de Chagas manifiesta una etapa crénica y una aguda.
La fase aguda, mas comun y grave en niNos menores de 5 anos,
comienza con una inflamacién en el sitio de la infeccién, causando un
ndédulo denominado chagoma. Posteriormente, el parasito invade otros
organos, como visceras huecas del tracto digestivo o corazén. En el
tejido cardiaco provoca miocarditis que puede causar la muerte. La
infeccion puede iniciarse con la penetracion del parasito a través de la
membrana conjuntiva del ojo, causando irritacion e inflamacion; a este
edema se le conoce como signo de Romana. La fase crénica, comun

en adultos, frecuentemente se establece después de un periodo

indeterminado que puede durar arnos. Durante la fase crénica se

incrementa la invasion del parasito a tejido cardiaco y a ganglios
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nerviosos. En algunos casos también se destruyen ganglios nerviosos
en el esdfago o intestino grueso, causando relajacion de la capa
muscular. A estos sintomas se les denominan megaesdfago y
megacolon, siendo fatal el primero al impedir la deglucion (revisado por
Schmidt y Roberts, 1989).

1.2 CICLO DE VIDA

Trypanosoma cruzi es un parasito heteroxeno, es decir, que en una
parte de su cicio de vida vive en la sangre o tejidos de un hospedero
vertebrado, y en otra vive en el intestino de un insecto vector
hematofago.

El tripanosoma tiene tres fases en su ciclo de vida: tripomastigote,
amastigote y epimastigote. El tripomastigote es el estadio infectivo (no
replicativo) del parasito, mide aproximadamente 20 ym de largo y 2 ym
de ancho, y posee una estructura en forma de disco o tubular
(denominada cinetoplasto) posterior al nucleo. El amastigote
corresponde a la fase replicativa intracelular, tiene una forma redonda y
con un flagelo corto. Se reproduce por fisidn binaria, con un tiempo de
duplicacion en cultivo de 7 a 14 horas. El epimastigote tiene el
cinetoplasto localizado anterior al nacleo, y tiene una forma de huso
con un tamafio que va de 20um a 40um de longitud. Corresponde al
estadio replicativo presente en el vector.

Al picar el insecto vector, los tripomastigotes son liberados en las heces
y penetran la piel a través de una herida (que puede ser la picadura) o
de las mucosas. Posteriormente penetran a las células, y ahi se
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diferencian a amastigotes; éstos se dividen por fision binaria para luego

rediferenciarse a tripomastigotes que lisan a la célula, se liberan y
infectar otras células o mantenerse temporalmente en el

pueden
torrente sanguineo. Los tripomastigotes también pueden entrar a un

insecto vector al ser ingeridos durante una picadura. En el insecto
vector, los tripomastigotes se diferencian a epimastigotes, que migran
hacia la parte final del intestino. alli se unen a las giandulas rectales del
insecto y se diferencian a tripomastigotes metaciclicos, ios cuales son
liberados en las heces del insecto durante {a picadura.

it gl Statees llnln;:

S,
i -
] //
e .L =
e
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Figura 1.1.-Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Después de una parasitemia inicial de

trWiéom (forma flagelada){1}, los parasitos penatran el tejido cardiaco y otros tejidos,
donde se diferencian a amastigotes (forma aflagelada) {2}. La divisién intracelular del parasito

provoca la ruptura de la célula, ocasionando que los parasitos entren al torrente sanguineo o
penetren otros tejidos. El ciclo se completa cuando un insecto adquiere los parasitos al
con sangre{3]. Los tripanosomas se diferencian a epimastigotes en el intestino de!

alimentarse
insecto (4], se reproducen y migran a la parte posterior del intestino donde se convierten a
tripomastigotes metaciclicos. {5).(Tomado de Braunwald, 19395)



1.3 PROCESOS GENETICOS DE TRYPANOSOMA CRUZ!

]
T. cruzi es un organismo que ha mostrado una gran variedad de

mecanismos atipicos en la expresion de su genoma. Dadas las
caracteristicas de patogenicidad de este organismo, los estudios
basicos de organizacion y expresion de su genoma adquieren no sélo
un interés biolbgico sino también biomédico.

Se ha cbservado que es un organismo diploide con por lo menos 20
pares de cromosomas y que, a diferencia de 7. brucei, carece de
minicromosomas (Gibson y Miles, 1986). Los genes codificadores de
proteinas de algunos tripanosomatideos estan organizados en
unidades de transcripcion policistronicas, genes repetidos en tandem y
separados por regiones intergénicas, que son transcritos y procesados
simultaneamente; esta organizacidon ha sido muy estudiada en
Trypanosoma brucei (revisado por Graham, 1995).

one PFGX
(A Ha Xc]
Pvmoycas - R L d
L - R ad e
locus Adolase

genss gInNePAG
PARP

Figura 1.2:- Algunas unidades de transcripcidn de Trypanosoma brucei. Los (+)
indican el nivel de transcripcidon en la fase sefialada (procyclic: tripomastigote
prociclico; bloodstream: tripomastigote sanguineo). (Tomado de Graham, 1995).
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Todos los genes descritos hasta ahora en este organismo carecen de
intrones, por lo que el procesamiento del RNA mensajero es distinto al
del resto de los eucariontes. Este procesamiento, denominado trans-
splicing (en contraposicién al cis-splicing del resto de los eucariontes)
consiste en la adicion en el extremo 5° de un miniexén comun a todos
los transcritos (revisado por Stuart, Feagin y Abraham, 1989). Este
miniexén, denominado “spliced leader” (SL) es una secuencia de 39
nucleétidos derivada de una secuencia precursora de 110 bases (SL-
RNA), cuyos genes se encuentran organizados en cumulos de 0.6 Kb.
(McCarthy-Burke, C., Taylor, Z., y Buck, G., 1989). La adicién de este
mini exén da como resultado, ademas de la adicion de un “cap” de
5 'metil-guanosina que confiere estabilidad al transcrito, y una molécula
en forma de “Y" derivada de las porciones escindidas de los transcritos,
con una union 2°-3'-ADP en el sitio de la bifurcacién. Se cree que este
proceso pueda constituir un nivel de regulacion de la expresion de los
genes codificados en unidades de transcripcion policistronicas
(revisado por Boothroyd, Muhich y Sutton, 1988). La poliadenilacion
estd al parecer relacionada con el trans-splicing, aunque no se ha
identificado una secuencia consenso en Ia regién no traducida en el
extremo 3° del mensajero para este proceso; al parecer, se ha
identificado una regién rica en pirimidinas dentro del espaciador
intergénico que pudiera controlar la poliadenilacidn (revisado por

Graham, 1995).
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DNA Terminacion Iniciacién

DNA Terminacion
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A -]
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m-m-wﬁg-m

lnlron 1 int: Intron3

adicion del S
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SL RNA

Poliadenilacion

.W—mm_m_z_

Cis-splicing ‘
( = (A)e cmEETE(A)n clemEm=mI(A)
O T (A)n mRNAT ( MRNAZ mRNAs

Transporte nucleo-citoplasma Transporte nucteo-citoplasma
y traduccion y traduccioén

Figura 1.3:- Procesamiento del RNA mensajero en eucariontes. Cis- splicing (A) y
Trans-splicing (B).(Adaptado de Graham, 1995)

El cinetoplasto es una estructura en forma tubular o de disco particular
del orden Kinetoplastida. Esta estructura se encuentra localizada en la
parte posterior del organismo dentro de la mitocondria, y esta
organizado como una red de moléculas circulares de DNA grandes y
pequefias, denominadas kDNA. Las moléculas grandes (maxicirculos)
contienen el equivalente tipico del DNA mitocondrial, y en ellas se han
encontrado codificados dos genes de RNA ribosomal y genes de
proteinas tales como citocromos, apocitocromos o subunidades de la
NADH deshidrogenasa (rev. por Benne, et al., 1986). Durante mucho
tiempo se desconocié la funcidn de las moléculas pequeias
(minicirculos), pero se ha encontrado recientemente que codifican para



unas pequefias moiécuias de RNA “guia”, cuya funcién se discutira

mas adelante. En el cinetoplasto hay aproximadamente 20,000

minicirculos y de 20 a 50 maxicirculos (Schmidt y Roberts, 1989).

En este genoma se ha observado un intrigante proceso de edicién de!
mMRNA, el cual consiste en la adicion o remocién de uridinas post-
transcripcionalmente. Esta adicion puede ser desde 4 nucledtidos
(Benne et al.,, 1986) hasta el 60% del total del transcrito (Feagin,
Abraham y Stuart, 1988), y crea codones de iniciacién y terminacion de
la traduccion, y sitios de poliadenilacion que no estaban codificados en
el genoma mitocondrial (revisado por Stuart, Feagin y Abraham, 1989).
Al parecer, la edicion se lleva a cabo del extremo 3" hacia el 5" y
siempre teniendo en el extremo 3 una purina (Benne et al., 1988).

Se ha propuesto un modelo para este proceso de edicion del RNA
mensajero. Existe evidencia de una especie de RNA que coardina la
adicion o remocién de las uridinas. Estos RNA guias (GRNA) son
compiementarios en su extremo 3' con el transcrito no editado y en su
extremo 5' con el transcrito editado. En su mayoria, estan codificados
en los minicirculos del DNA mitocondrial, y su tamano se estima que
sea de aproximadamente 80 nucledtidos (Blum, Bakalara y Simpson,

1990).

El estudio de este organismo ha
involucrados en la expresién del genoma, los cuales a su vez se han
Es evidente que el estudio de este

revelado nuevos procesos

observado en otros organismos.
organismo seguird contribuyendo a un mejor entendimiento acera de la

regulacion y los procesos genéticos en los eucariontes primitivos.



1.4 ANTECEDENTES

Este proyecto surgié con el interés de identificar y estudiar genes
potencialmente expresados diferencialmente durante Ja fase de
Se eligieron como modelos el gene

proliferacion celular en 7. cruzi.
antigeno nuclear de

que codifica para el producto homodlogo al
proliferacion celular (PCNA) y el gene que codifica para la proteina
Clonas heterdlogas de ambos se encontraban

ribosomal S4.
disponibies en el laboratorio. PCNA de Zea mays (Lopez et al., 1995), y

una clona EST parcial de la proteina ribosomal S4 de 7. brucei ( El-
Sayed, et al., 1995). Se ha demostrado que la expresion de ambos
genes (S4 y PCNA) se incrementa durante la fase de proliferacion
celular en otros organismos (Fairman, 1990; Celis et al., 1987; Wool,
1979). Esto hace de esta proteina un buen marcador de proliferacion

celular.

1.5 PCNA

Esta proteina de 36 kDa fue identificada inicialmente como wun
autoantigeno en pacientes can lupus eritematoso sistémico. Al mismo
tiempo, se habia identificado una proteina cuya expresion era
dependiente del ciclo celular. A esta ultima se le denomind inicialmente
“ciclina”, aunque después se comprobé que ambas proteinas eran Ia

misma, y se le denomind PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferaciéon

Celular) (Fairman, 1995; Celis et al., 1995). EI PCNA no ha sido

descrito todavia en ningun protozoario.
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E! PCNA es un factor que confiere procesividad a un subtipo de DNA
polimerasa mamifera (DNA polimerasa 3), equivalente a la DNA
polimerasa lll de eucariontes simples (revisado por Stillman, 1989).
Esta polimerasa es la responsable de ia sintesis de la hebra continua,
aunque también se ha visto que participa en la reparacion del DNA por
excision (Li, et al., 1994, Stillman, 1989, Celis et al., 1987). La
estructura tridimensional de la forma trimérica (que es la funcional) del
PCNA es de un toroide, el cual se cree que envuelve a la horquilla de
replicacion, actuando como una abrazadera que rodea a la hebra de
DNA (Fukuda et al., 1995, Krishna, et al., 1994).

Al aislar la proteina y analizar su estructura y secuencia en especies
filogenéticamente distantes entre si, se ha visto que es una proteina
conservada, |0 que sugiere una misma funcién en todas las especies
(Lépez et al. 1995; Fukuda et al., 19 ; Krishna et al., 1994; Fairman,

19985; Travali, et al., 1989).

1.6 EL RIBOSOMA EUCARIONTICO

El ribosoma es un complejo de proteinas y RNA, y es el organelo

encargado de catalizar la sintesis de proteinas. Un ribosoma tipico esta

compuesto por dos subunidades, que juntas contienen cuatro

moléculas de RNA ribosomal (rRNA) y 80 proteinas. El coeficiente de
sedimentacién de los ribosomas eucarionticos es de 80S, mientras que
para las subunidades es de 40S y 60S. La subunidad pequeﬁa (40S)
contiene una molécula de rRNA 18S (1.9 Kb) y 30 proteinas. La
subunidad grande (60S) contiene tres moléculas de rRNA 5S (120
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nucleétidos), 5.8S (156 nucleotidos) y 28S (4.7 Kb); y aproximadamente
50 proteinas (Russell, 1992).

e rRNA 28S (4.7Kb),
—_— 5.8S (156 nt), 5S
— (120 nt)
60S

® 50 proteinas

\

- — » * fRNA18S (1.9 Kb)
Ribosoma completo (80S) ® 30 Proteinas
40S

Figura 1.4: E! ribosoma eucaridntico

Las proteinas ribosomales estan clasificadas en base a dos
caracteristicas, la primera es de acuerdo a su patrén de migracion (M,)
en geles de dos dimensiones, y la segunda, dependiendo de la
subunidad en la que se encuentran: L (componentes de la subunidad
grande) o S (componentes de la subunidad pequefia). Sin embargo, se
ha visto que algunas proteinas clasificadas iniciaimente de esta manera
resultaron ser conglomerados de varias proteinas o incluso la misma
proteina en las dos subunidades (Wool, 1979), por io que en estos
casos se asignan letras minusculas.

Las proteinas ribosomales son mayoritariamente basicas, aunque
existen en la subunidad ribosomal grande una familia importante de
proteinas que se caracterizan por tener un alto contenido de
aminoacidos acidos y por tener residuos de serina fosforilados en el
extremo carboxilo. Estas proteinas, lfocalizadas en la subunidad grande
se denominan proteinas ribosomales “A” o “P", y se pueden encontrar
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homdlogos para estas proteinas en todas las especies (eubacterias,
arqueobacterias y eucariontes). En eucariontes superiores existen tres
clases de estas proteinas: PO (34 kDa), P1 y P2 (=11 kDa), (revisado
por Wool, Chan y Gluck, 1995), aunque en 7. cruzi han sido
identificados cuatro tipos de homologos de proteinas P, denominadas
TcPO, TcP1, TcP2a y TcP2b (revisado por Levin et al., 1993). Cabe
sefalar que la homologia entre las proteinas P de eucariontes
superiores y las de 7. cruzi se da por secuencia y por peso molecular,
ya que las proteinas P de 7. cruzi carecen de los residuos fosforilables
en el extremo carboxilo. Se ha observado que la expresion de estas
proteinas parece variar en los distintos estadios del ciclo de vida del
parasito (revisado por Skeiky et al., 1993) y que pacientes chagasicos y
con tLupus Eritematoso Sistémico producen gran cantidad de
anticuerpos contra estas proteinas (revisado por Levin et al.,, 1993).
LoS genes que codifican para las proteinas ribosomales P en 7. cruzi se
encuentran en por lo menos dos © mas copias por genoma hapioide
distribuidas en varios cromosomas, y existe evidencia de que el
transcrito mensajero de la proteina TcP2b genere tres transcritos
distintos debido a sitios alternos de poliadenilaciéon (Skeiky et al., 1993).
A pesar de ja gran similitud estructural observada entre ribosomas
eucarionticos y procarionticos, existen diferencias entre los mismos
(Ver tabla 1.1). Es posible que el mayor namero de proteinas en el
ribosoma eucariontico pueda deberse a Qque existe una mayor
interaccion de los ribosomas con otros organelos, y a la necesidad de
transporte de los ribosomas desde el nucleo hacia el citoplasma; la
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fosforilacion pudiera ser un sistema de regulacion de sintesis de los
componentes ribosomales (Wool, 1979).

Caracteristicas Ribosoma Ribosoma

Eucaridéntico’ Procariéntico®
Tamafio del Ribosoma 80S 708
Tamafio de Subunidades 40S y 60S 30S y 508
Numero de Proteinas =80 54
Moléculas de rRNA 58, 58S, 18S y 28S 23Sy 168
Fosforilacién de proteinas Si No
21,000 Da 18,000 ba

Tamaro promedio de proteinas
ribosomales

1.- Ribosoma de higado de rata. 2.- Ribosoma de E. coli.

Tabla 1.1: Algunas diferencias entre los ribosomas eucariénticos y procarionticos.

Dado que el ribosoma eucariontico contiene aproximadamente 16
proteinas mas que el procariontico, es evidente que algunas proteinas
ribosomales son unicas para los ribosomas eucaridnticos. De esta
manera, se pueden apreciar 3 grupos de proteinas ribosomales:
aquellas distribuidas en eucariontes, procariontes y arqueobacterias
(grupo I); aquellas distribuidas en eucariontes y arqueobacterias (grupo
i), y aquéllas presentes solamente en eucariontes (grupo Iil) (Wool,
Chan y Gluck, 1985). En la tabla 1.2 se observa la distribucion
filogenética de los homologos de las proteinas ribosomales de rata.
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Subunidad Pequeiia Subunidad Grande
Grupo | Grupoil Grupo Il Gyupo | Grupo | Grupo i
Sa S4 S1* PO Le Le*
S2 S19 S3a £1 L18 L7a
s3 S24 s6 P2 Li18a L10*
S5 S27a s7 L3 L1 L10a*
59 S8 LS L21 L13
sH1 sS10 L7 24 L14"
s13 S12 L8 L30 LS
S14 S17 Le L31 L22
S18 s21 L1 L32 27

S15a S25 L2 L35a L28
s16 s27 L13a L38a 29
S18 S26 L17 L37 L3
S20 s28 L23 L39 Las
S23 830 L23a L37a
S29 t26 L3s
27 L40O
L3S L&

*La secuencia de estas proteinas es parcial, por lo que su inclusion en el grupo Il
as provisional.

Tabla 1.2: Distribucion filogenética de los homdlogos de las proteinas ribosomales
de rata (tomado de Wool, Chang y Glack, 1995).

1.7 GENES PARA RNA RIBOSOMAL EN TRIPANOSOMAS.

En tripanosomas los genes ribosomales (rfRNA) son transcritos en
unidades grandes de transcripcion, las cuales estan agrupadas en
tAndem en 2 6 3 cromosomas (rev. por Vanhamme y Pays, 1995).
Estas unidades, ademas de codificar para los rRNA 18S y 5.8S,
contienen ja regidn codificadora de un rRNA 28S atipicamente
procesado como dos moléculas grandes (24Sa y 24SB) y cuatro
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moléculas de RNA pequefias de 220, 180, 140 y 70 nucledtidos
respectivamente (Hernandez, Nava y Castaneda, 1983). En T. cruzi el
sitio de inicio de la transcripcion de la unidad de rRNA ha sido
localizado a 1768 bases del gene de rRNA 18S. Al comparar la
secuencia de este promotor con las regiones homdlogas no se
encontraron dominios conservados entre otras especies de
tripanosomatidios (Martinez-Calvillo y Hernandez, 1994). EI rDNA que
codifica para el rRNA 5S se localiza en un locus independiente a la
unidad de transcripciéon. Aunque ambos loci se encuentran reiterados,
existen 16 veces mas copias del gen del rRNA 5S (Hemandez-Rivas et
al., 1992) que de ia unidad principal de transcripciéon, que esta repetido
unas cien veces por nucleo (Castro, Hernandez y Castafieda, 1980).

A

r—M{Z:Z}——D-——uE;“—_:,‘— B—

. 1es | s§8S . 285 .
> :
]

———

1 H
18S S3 24Sa S124Sp S2S6 S4

Figura1.5. Organizacion de los genes ribosomales. (A) Esquema generalizado en
eucariontes superiores, y (B) genes de Trypanosoma cruzi (Hemandez et al.,
1993) (La figura no esta a escala)

Estas particularidades hacen importante el estudio del ribosoma de 7.
cruzi, ya que podria revelar nuevas interacciones del rRNA con las

proteinas ribosomales y quiza hasta nuevos modeios de interaccion del
ribosoma con el RNA mensajero.
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1.8 PROTEINA RIBOSOMAL S4

La proteina ribosomal $S4 es una proteina basica, hidrofilica de

aproximadamente 30,000 Da y que tiene de 261 a 283 aminoacidos.

Esta proteina ha sido aislada, identificada y clonada -en varios

organismos eucariontes, donde destacan vertebrados (Fisher et al.
1980; Gayathri Devi, Chan y Wool, 1989), levadura (Synetos, Dabeva y
Warner, 1991), plantas (Braun et al., 1994) e insectos (Yokokura, Tei y
Yamamoto, 1993) y se ha visto que conserva, en promedio, mas del

50% de similitud entre organismos filogenéticamente distantes. Por ello

se considera que pertenece al grupo de proteinas altamente
conservadas. En su estructura primaria, existe un mayor numero de
aminoacidos basicos (aproximadamente 30% mas que los residuos

acidos), en especial en los residuos préximos al extremo amino
terminal (Braun et al., 1994; Synetos, Dabeva y Warner, 1992; Gayathri
Devi, Chan y Wool, 1889).

Al parecer, esta proteina se encuentra en la interfase de interaccion
entre las dos subunidades ribosomales (Uchimi, Kikuchi y Ogata,
1986), y en el area de interaccion codén-anticodén (Mundus et al.,
1993). Asimismo, se ha observado que esta proteina puede ser
entrecruzada con el factor de iniciacién eucaridtico elF-3 (Westermann
y Nygard, 1983). Todas estas observaciones sugieren que la proteina
ribosomal S4 participa en la asociacion de las subunidades
ribosomailes, en el reconocimiento del mMRNA y coddn-anticodén, asi

como en la iniciacién de la traduccién (Gayathri Devi, Chan y Wool,

1989). Esta proteina ribosomal ha mostrado caracteristicas
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interesantes en varios organismos. En el humano se ha visto que

existen dos isoformas de esta proteina, las cuales estan codificadas
respectivamente en el cromosoma X (RPS4X) y en el Y (RPS4Y). La
isoforma RPS4X es uno de los pocos genes que escapan a la
inactivacion del cromosoma X. Esta proteina se ha asociado con
sindrome de Tumer (XO), posiblemente por ser la isoforma RPS4X de

alguna manera insuficiente y contribuir de esta manera al fenotipo

caracteristico de este sindrome (Fisher et al, 1990). E! homdlogo de

esta proteina en Saccharomyces cerevisiae, denominado S7, se
encuentra codificado en dos genes distintos, RPS7A y RPS7B. La
regién codificadora de estos dos genes solamente difiere en 14
nucledtidos, ninguno de los cuales afecta la estructura primaria de la
intrones distintos, de 257 y 269
Ambos genes
aunque la

proteina. Los genes contienen
nucledtidos para RPS7A y RPS78, respectivamente.

pueden mantener la viabilidad de manera individual,

mutacion de uno de ellos disminuye la tasa de crecimiento (Synetos,
Dabeva y Warner, 1992)

Estudios de esta proteina en la rata sugieren que existen de 7 a 11
copias de este gene, aunque no se ha mostrado que sean todas
funcionales (Gayatrhi Devi, Chan y Wool, 1989). En Drosophila,
estudios de hibridacion /n situ muestran dos bandas en el cromosoma
X, lo que quiza se deba a la existencia de dos genes activos o un
pseudogen (Yokokura, Tei y Yamamoto, 1993).

E! establecer la secuencia, estructura e interaccidon de esta proteina
con los otros componentes ribosomales podria ayudar a entender una
parte de la estructura del organelo, los dominios funcionales que
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pudieran existir y definir las interacciones que ocurren durante el
reconocimiento del mMRNA y la traduccién, y el aislamiento de su gene o
su producto nos da una herramienta importante para analizar su
programa de expresion.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

Demostrar la presencia de secuencias complementarias a los genes
de S4 y PCNA en el genoma y el RNA de Trypanosoma cruzi.
Aislar clonas recombinantes de una biblioteca de cDNA de 7. cruzi
(cepa Tulahuén) que hibriden con las sondas heterélogas para S4 y
PCNA.

Corroborar mediante comparacion de secuencias la clonacion de los
genes de T. cruzi correspondientes a la proteina ribosomal S4 y el
PCNA.

Realizar un estudio filogenético con las secuencias obtenidas y con
secuencias de la proteina ribosomal S4 de otros organismos.
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MATERIALES
vy METOoDOS



19

2.1.-CULTIVO Y EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS DE TRYPANOSOMA

CRUZI.
2.1.1.-CuLTivOS

Se hicieron cultivos de epimastigotes de la cepa CL Brener en medio
de infusion de higado-triptosa, y fueron mantenidos a 28°C, hasta

obtener una cuenta de parasitos adecuada.

2.1.2.-EXTRACCION DEL. DNA

Se centrifugaron los 100 mi del cultivo a 8000 rpm durante 10 minutos.
Se decant6 el sobrenadante. E! botén obtenido se aflojé con una varilla
de vidrio y se resuspendié en 10 mi de SSC 1X (NaCl 0.15M, citrato de
sodio 0.015M). Esta suspensién se vacié a un tubo de centrifuga
Naigene y se centrifugd a 8000 rpm durante 10 minutos. Se decantd el
sobrenadante y el botén se resuspendio en 2 mi de SE frio (NaCl 0.15
M, EDTA O0.1M pH 8.0). Posteriormente se agregaron 105 ul de
Pronasa (10 mg/ml, preincubada 1 hora a 37°C) y 100u! de Sarkosyt
10%. Se mezclé bien y se incubd 1 hora a 50°C. Después de esto se
afadieron 23ul de RNAasa pancreatica (10 mg/mi) y se incubd 1 hora
a 50°C. Se afladieron 112pl mas de pronasa y se incubé 30 minutos a
50°C.

Posteriormente se realizé una extraccion fendlica agregando a la
suspension 1 volumen de fenol! preequilibrado con Tris-Cl 0. 1M pit 8.0,
agitando y centrifugando después a 8000 rpm durante 10 min. Se
recupero el sobrenadante, y a éste se le agregd un volumen de fenol-
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cloroformo (1:1), se agité y se centrifugé de ia misma manera. Al
sobrenadante recuperado se le agregé 1 volumen de cloroformo, se
agitd y se centrifugs. El sobrenadante obtenido se precipité dos veces
con LiCl! (concentracién final de 0.8M) y 2 1/2 volumenes de etanol
absoluto frio, durante 10 minutos a 4°C. Se centrifugd a 7000 rpm
durante 10 minutos, se decanto el sobrenadante y el botén obtenido se
dejo secar a temperatura ambiente. Este boton se resuspendio en 1 mi
de TE (Tris-C! 10mM pH 7.5, EDTA 0.1 mM) y se almacend a -20°C.

La concentracién de DNA se determind espectrofotométricamente por

absorbancia a 260 nm.

2.1.3.-EXTRACCION DE RNA TOTAL

Se colecté un cutivo en fase media de crecimiento logaritmico,
centrifugandolo a 6000 rpm 10 minutos a 4°C. Posteriormente las
céiulas fueron lavadas dos veces en solucion PBS (NaCl 0.15 M, KCi
2.68 mM, Na:HPO, 10 mM, KHPO,. 1.7 mM, pH 7.4) y congeladas en
nitrogeno liquido. Al paquete celular se le adicionaron 10 volumenes de
una solucién 5 M de isotiocianato de guanidina, EDTA 25 mM, Tris-CI
20 mM pH 7.6, Sarkosyl 2% y p-mercaptoetanol 0.1%. EI
homogenizado se descongeld a temperatura ambiente agitando con
vortex. Posteriormente se centrifugd a 13,000 rpm durante 20 minutos,
y el sobrenadante obtenido fue precipitado con 0.025 volumenes de
una soluciébn 1M de acido acético y 0.75 volumenes de etano!
absoluto. Se centrifugd a 9000 rpm durante 10 minutos y el precipitado
obtenido se resuspendid en 10 m! de solucidon 6M de hidrocloruro de
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guanidina pH 7.5, EDTA 25 mM y 11.2mM de B-mercaptoetanol. Se
precipité con 0.05 voliumenes de acido acético 1M y 0.5 volumenes de
etanol a -20°C y se centrifugdé a 9000 rpm durante 10 minutos. El
precipitado obtenido se disolvié en 5 mi de una solucién de hidrocloruro
de guanidina 6M (pH 7.5), 25 mM EDTA y 11.2mM pg-mercaptoetanol y
se precipitd de nuevo. Este precipitado se resuspendié en 3 mi de Tris-
Cl 10 mM pH 7.5, EDTA1 mM, NaCl 0.3 My SDS 1% y se precipité en
2 volumenes de etanol absoluto. El botén obtenido se resuspendioé en S
ml de H,0 tratada con dietil-pirocarbonato (DEPC) y se extrajo con
fenol y fenol-cloroformo (1:1). El producto final de la extraccion fue
resuspendido en 500 uyl de H:0 tratada con DEPC y se le determind la
concentracion espectrofotométricamente (1 D.O. a 260 nm=40ug/mil)

2.2.-PREPARACION DE PLASMIDOS, RECUPERACION DE INSERTOS Y MARCAJE
RADIACTIVO DE LOS MISMOS

2.2.1.-PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES Y TRANSFORMACION

Se hicieron cultivos de 25 ml de E. coli y se incubaron toda la noche a
37°C en agitacion. Este cultivo fue diluido 1:80 en un matraz
nefelomeétrico (0.63 ml de cultivo inicial en 50 ml de medio rico
NZCYM) y se incubé a 37°C hasta obtener una D.Ogo=0.2-0.3.
Posteriormente, el cultivo se centrifugd a 6000 rpm durante 10 minutos
a 4°C. El! boton obtenido se aflojé con agitaciobn suave y se
resuspendid en medio volumen inicial de 100 mM de CacCl,;. Se reposé
a 4°C durante 30 minutos, y se centrifugd de nuevo a 6000 rpm
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durante 10 minutos. Pasado esto, se resusupendio el botén en 1/10 de
volumen de CaCl. 100 mM y se almaceno la suspension a 4°C.

Para la transformacion, se agregaron 1-10 pl de solucién de DNA de
plasmido a 200ul de células competentes. Se dejo reposar en hielo
durante 30 minutos, despues de lo cual se incubaron a 42°C por 45
segundos. Posteriormente se dejaron reposar en hielo durante S
minutos, se agregaron 800ul de medio NZCYM sin antibidtico y se
incubaron las células a 37°C durante 1 hora. Despues de esto, se
tomaron SO0ul de la suspensidén de células y se plaquearon en caja de
petri con medio rico NZCYM y antibidtico. El restante de las células se
centrifugd durante 10 segundos en microfuga, se desechd el
sobrenadante y el botén obtenido se resuspendio en el liquido restante.
El volumen total de aproximadamente 50 ul de esta suspension se
plaqued en una caja de petri con medio NZCYM y antibidtico. Las cajas
se dejaron toda la noche a 37°C y, ya que aparecieron las colonias, se

almacenaron a 4°C.

2.2.2.- DESCRIPCION DE PLASMIDOS: PCNA

Para el estudio del PCNA se utilizd un monitor heterélogo de PCNA de
maiz (Zea mays). Esta sonda se aislé a partir de una biblioteca de
cDNA de maiz con un fragmento de! gene de PCNA de arroz. La clona
aislada tiene 1146 pb en total, las cuales codifican para una proteina
de 263 aminoacidos y 29,342 Da (L.opez et al., 1995). Este inserto fue

después clonado en el vector pBluescribe.
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2.2.3.- DESCRIPCION DE PLASMIDOS: PROTEINA RIBOSOMAL S4

Para la proteina ribosomal $4 se utilizé una clona EST (expressed
sequence tag) con homologia parcial a la proteina ribosomal S4 de
humano (El-Sayed et al., 1995). Esta ciona fue aislada a partir de una
biblioteca de cDNA de Trypanosoma brucei rhodesiense construida
con fragmentos de PCR, utilizando como iniciador la secuencia SL
comun a todos los transcritos, en el vector A-ZAP-Il. Estas fueron
escindidas /in vivo al plasmido pBiuescript y secuenciadas parciaimente
en sus extremos 5° (aproximadamente 200 nt) y luego comparada con
las secuencias almacenadas en la base de datos GenBank (Ei-Sayed

et al., 1995).

2.2.4.- PREPARACION DE PLASMIDOS A PEQUERA ESCALA

(MINIPREPARACION)

Se crecié un cultivo de E£. co/i en 3 ml de medio rico NZCYM,
agregando el antibidtico apropiado (50ug/mi). Se agregaron 1.5 mi de
este cultivo a un tubo de microfuga, se centrifugé a 12,000 rpm durante
30 segundos, se desechd el sobrenadante y se repitié la operacién. E!
botdén obtenido se agité para ablandario, y se resuspendié en 100 pl de
solucién 1 (glucosa 50 mM, Tris-C! 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH
8.0), agitando vigorosamente. Posteriormente se le agregaron 200 ul
de solucion 2 (NaOH 0.2N, SDS 1%, preparada al momento), se
mezclaron los tubos por inversion y se almacentaron en hielo. Pasado
esto, se agregaron 150 ul de solucion 3 (Acetato de potasio 5M, acido
aceético glacial 11.5%), se agitaron y se almacenaron en hielode 3 a 5
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minutos. Los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm durante S minutos, vy
el sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo. A este se le afadidé un
volumen igual de fenol:cloroformo (1:1), se agitdé y se centrifugé a
12,000 rpm durante 2 minutos. El sobrenadante se recuperd y se
precipitdé con 2 volumenes de etanol absoluto a temperatura ambiente
durante 2 minutos, despues de los cuales se centrifugé a 12,000 rpm
durante 5 minutos. El botén obtenido fue lavado con etanol 70% a
-20°C, y se dejé secar al aire durante 10 minutos. Se resuspendio en
S50 de TE (10mM Tris pH 7.5, 0.1 mM EDTA) y ia concentracion
aproximada se determind por electroforéis en un gel de agarosa.

2.2.5.- PREPRARACION DE PLASMIDOS A GRAN ESCALA (MAXIPREPARACION)

Se crecieron 60 ml de E. co/i en medio rico NZCYM. Este cultivo se
centrifugd a 8000 rpm durante 8 minutos, despues de lo cual se afloj6
el botdn mediante agitacion. Este boton se resuspendidé en 2 mi de
solucion 1 fria (ver minipreparacion) y se agité fuertemente.
Posteriormente se afiadieron 4mil de solucion 2 (ver minipreparacion) y
se mezcld mediante inversion. Se afadieron 3 mi de solucién 3 fria (ver
minipreparacién) y se agité el tubo durante 10 segundos. Pasado esto,
el tubo se mantuvo en hielo de 3 a 5§ minutos. Se centrifugé a 8000 rpm
durante 10 minutos y el sobrenadante se recuperd y se le afadid un
volumen de fenol-cloroformo (1:1), se agitd y se centrifugd § minutos a
8000 rpm. E! sobrenadante se recupero y se precipité con 2 volumenes
de etanol absoluto a temperatura ambiente durante 2 minutos.
Posteriormente se centrifugd a 8000 rpm durante 10 minutos, se
removioé el sobrenadante al dejar el tubo en posicion invertida. El botén
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se enjuago con etanol al 70%, se centrifugd de nuevo y se decantd. El
botén se dejo secar al aire durante 10 minutos, despues de los cuales
se resuspendid en 800 utl de TE y se almacend a -20°C.

2.2.6.- RECUPERACION DE INSERTOS

Se digirieron 6-10 ug de DNA de plasmido, en donde se encontraba
clonado el inserto de interés. Los productos de digestion se separaron
en un gel de agarosa 0.8% en TBE (Tris-Cl , boratos, EDTA) de 100 ml
de volumen a 100 V, hasta que e! frente de la corrida se aproxime 0.5
cm. al borde del gel. Posteriormente se recortd la banda del gel y se
colocé en un tubo de microcentrifuga de 500ul, en donde se habia
hecho un orificio en la parte inferior y se habia cotocado fibra de vidrio,
apretandola hacia el fondo del tubo con una pipeta pasteur. Este tubo
se colocod a su vez dentro de otro tubo de 1.5 mi, y se centrifugd a 6000
rpm durante 5 minutos. Al liquido recuperado en el tubo inferior se le
afadio un volumen igual de fenol.cloroformo (1:1) y se agito.
Posteriormente se centrifugo y se recuperd el sobrenadante, al cual se
le agregaron 2 voltimenes de etanol y 1/10 de volumen de LiCl 8M.
Este se dejé precipitar 2 horas a -20°C, despues de lo cual se
centrifugd 10 minutos en microfuga. El botén obtenido se enjuag6é con
etanol 70% y se dejo secar al aire durante 10 minutos; se resuspendioé
en 20 u! TE y se almacend a -20°C. La concentracion aproximada se
determin® mediante electroforésis de 1 o 2 ul de la solucién en un gel
de agarosa al 0.8%.
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2.2.7.-MARCAJE DEL INSERTO MEDIANTE EL METODO DE "INICIADOR AL AZAR"

Se tomaron 24 ng de inserto en un volumen de 20 ul y se
desnaturalizaron a 96°C durante 10 minutos. Posteriormente, se
agregaron 4pl de dATP, dGTP, dTTP y 1yl de solucion de dCTP 9uM,
Sul de amortiguador de reaccion, 5ul de primero, 6.3ul ACTP-[a}-P 32
(50uCi totales) y 2l de polimerasa Kienow. Esta reacciéon se incubd a
37°C durante 3 horas. Posteriormente se purifico la sonda en una
columna de Sephadex G-50 hidratada y empacada en TE,
centrifugando 5 minutos a 2000 rpm y colocando un tubo de microfuga
abajo de la columna. La muestra recuperada se llevd a 100 yl, se tomo
14l y se le midié la radiactividad incorporada en un contador de
centelleo (estimaciéon de radiaciones Serenkoff).

La sonda marcada se desnaturalizé agregando 1/10 de volumen de
NaOH 3M, se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Posteriormente se paso a hielo y se le agregaron 1/10 de volumen de
HCI 3N y 1/20 de volumen de Tris-Cl 1M pH 7.4,

2.3.- SOUTHERN BLOT DE DNA GENOMICO
2.3.1- DIGESTION Y TRANSFERENCIA

Se digirieron 30ug de DNA gendmico de 7. cruzi (Digestion: 30ul
solucion de DNA, 3ul enzima, 4ul buffer 10X, 3ul H2O estéril) y se
incubd a 37°C toda la noche. Para el blot de PCNA, se utilizaron
EcoRI, Pst1 y Hindlll, mientras que para S4 se utilizaron Pst7,
EcoRI/Pst1 y EcoR/. De esta digestion, se corrieron dos tantos de 15pl
en dos carriles en un gel de agarosa 8%, (100ml) a 80 V durante cuatro
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horas. Posteriormente, el gel se enjuagé con agua desionizada y se
colocd en una solucion desnaturatizante (NaCl 1.5M, NaOH 0.5M) en
agitacion durante 50 minutos. Pasado esto, el gel se enjuagd y se
colocd en dos cambios de 15 minutos de solucion neutralizante (NaCi
1.5M, Tris-HC! 0.5M pH 7.2, EDTA 0.1mM) en agitacién. E! gel se
enjuago y se colocd en una camara de transferencia con SSC 20X
(NaCl 3M, Citrato de sodio 0.3M), en donde el DNA separado se
transfiri6 a una membrana de nylon Hybond (Amersham Ltd., U.K.),
previamente colocada sobre la cara inferior del gel, durante toda la
noche. Posteriormente, |la membrana fue retirada., se dejé secar en
papel filtro y el DNA se fijo en el horno a 80°C en condiciones de vacio
durante dos horas.

2.3.2.-HIBRIDACION

Se marcaron 50 ng det inserto de PCNA y de S4 con 50uCi, utilizando
dCTP-{a]->?P con actividad de 3000uCi/mM. La membrana se
prehibridé durante dos horas en solucién de hibridacién (Formamida
50%. Denhardt’s 4X (Albumina bovina sérica 2%, Ficoll 2%, PVP 2%),
02% SDS, 2mM EDTA, 120 mM amortiguadorr de fosfatos, 2X SSC) a
37°C en horno de hibridacién en un volumen de 20 mil. Posteriormente,
se hibridé con la sonda marcada radioactivamente toda la noche con
un volumen de 9 ml en las mismas condiciones. Pasado esto, se
hicieron tres lavados de 20 minutos a 37°C con una solucién de 2X
SSC y 0.2% SDS en el hormo de hibridacion. Se expuso la membrana
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a una placa fotografica con pantalla intensificadora toda la noche a

-70°C.
2.4.- Northermn Blot de RNA total de T. cruzi.

Se aplicaron 12 ug de RNA total de 7. cruzi en un gel de agarosa al
10% en amortiguador MOPS/EDTA (MOPS 0.2M, Acetato de sodio
0.5M, 0.01M EDTA) y 6% de formaldehido, y se cofrieron a 80 V. EI
RNA se transfirio a una membrana de nylon Hybond, previamente
colocada sobre la cara inferior del gel, durante toda la noche.

La prehibridacion se hizo en un volumen de 20 ml agregando DNA de
esperma de salmoén (50ug/ml) durante dos horas, a 37°C en horno de
hibridacion. La hibridacion se llevé a cabo con un volumen de 10 mi y
con §0 ng del inserto marcado con 50uCi de dCTP-[a]->°P durante toda
la noche. Posteriormente, las membranas se lavaron con una solucién
de SSC 2X + SDS 0.2% tres veces durante 20 minutos a 37°C. Las
membranas se expusieron a placas fotograficas durante dos dias y 1

1/2 semana.
2.5.- Screening de /a biblioteca gendémica insertada en el césmido
pcosTL

Se marcaron 24 ng de sonda de PCNA con 50 uCi de dCTP-[a]- 2P
con el método anteriormente descrito. La biblioteca se recibid en una
membrana de papel, y fue elabaorada en el laboratorio del Dr. John
Kelly, a partir de digestiones parciales de! DNA gendmico de 7. cruzi

(cepa CL Brener) con Sau3Al (Fig. 2.1).
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Apat
Figura 2.1. Vector pcosTL (Kelly, Das y Tomas, 1994)

La membrana se prehibridd en 15 ml de solucién de hibridacion,
durante 3 horas a 37°C en un hormmo de hibridaciéon. Posteriormente,
ésta se hibridd durante toda la noche en un volumen de 10 mi de
solucion de hibridacion sin DNA de esperma de salmén. Acabado esto,
se le hicieron tres lavados de 20 minutos cada uno, a 37°C con una
solucién de 0.2% SDS, 2X SSC. Se expuso durante dos dias a
temperatura ambiente. La membrana, junto con la placa expuesta, fue
enviada al laboratorio de origen, donde seleccionaron y enviaron DNA

de las clonas que mostraban sefal positiva.

2.5.1.- SOUTHERN BLOT DE LAS CLONAS POSITIVAS RECIBIDAS

Se recibio el DNA liofilizado de tres clonas (denominadas 2, 4 y 6).
Este DNA se resuspendio en 100 pl de agua destilada estéril, y se
utilizaron 5ul de esta solucién para checar la concentracién del DNA.
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Se llevaron a cabo digestiones de las clonas y de dos controles: uno
insertada en el vector

positivo (digestion del DNA de la sonda
Bluescript) y uno negativo (digestion del vector pcosTL).(ver tabla2.1)

Muestra Clonas 2,46 PCNA (en pcosTL
l Bluescribe) I
Cantidad de DNA 15t 151 18pl
Buffer TE 3ul 3t -
Buffer de reaccion (10X) 2ut 2ut 2ui
Enzima 1.5ul{EcoRl y 1.5ul (EcoRl) | 1.5ul{EcoRl y
San) San)

Tabla 2.1: Digestiones de clonas gendmicas y controles

Estas digestiones se lievaron a cabo a 37°C durante toda la noche.
Posteriormente se corrieron estas muestras en un gef de agarosa
(0.8% en TBE) a 80 V hasta que el frente de corrida llego al borde del

gel. Esto se transfirid a una membrana de nylon mediante el protocolo
La prehibridacion se llevo a cabo en un

descrito anteriormente.
volumen de 20 m! de solucién de hibridacion durante 3 horas a 37°C.

La hibridacién se hizo en 10 mil durante toda la noche con 50 ng de
sonda de PCNA marcada con 50 pCi de dCTP-[a}- 2P, después de o
cual se hicieron tres lavados de 20 minutos en una soluciéon de SDS
0.2%, SSC 2X a 37°C. La membrana se expuso un dia a temperatura

ambiente.
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2.6.- SCREENING DE LA BIBLIOTECA DE CDNA
2.6.1.-PREPARACION E INFECCION DE LAS CELULAS CON EL FAGO A

(Manual Stratagene, La Jolla, CA.)

Se inocularon 50 mi de NZCYM conteniendo maltosa 0.2% en un
matraz Erlenmeyer con E. coli cepa XL-Blue-1. Este cultivo se incubd
toda la noche a 37°C con agitacion moderada. El cultivo se centrifugd
en un tubo de centrifuga estéril 10 minutos a 2000 rpm. Se decanté el
sobrenadante y el botén fue resuspendido suavemente en 15 mi de
MgSO,s 10mM. La suspension de células fue diluida hasta obtener
D.0.600=0.5 (Aprox. 1:5). Posteriormente, la solucién de fago fue
diluida con amortiguador SM (NaCl 0.58%, MgS0,4 0.2%, Tris-Cl pH 7.5
0.05M, gelatina 0.01%) hasta obtener una concentracién de 5000
ufp/caja. Se afiadieron 200 uyl de células D.0.g00=0.5 a un tubo de
microfuga y se inocularon con el fago diluido. Los tubos fueron
incubados a 37°C por 15 minutos. Mientras los tubos se incubaban, se
licué el agar suave (0.7%) y se pusieron 3 mi en tubos estériles con
tapa. Al agar, que tiene que estar enfriado a 45°C, se afadieron las
células incubadas, se agitaron en viortex suavemente y se esparcieron
uniformemente sobre cajas de medio con agar sin antibidtico. Las
cajas se dejaron reposar a temperatura ambiente 10 minutos hacia
arriba; posteriormente se voltearon y se incubaron toda la noche a
37°C.
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2.6.2.-TRANSFERENCIA DE ILAS PLACAS DE LISIS A MEMBRANAS

Las cajas obtenidas se enfriaron a 4°C durante dos horas. Sobre éstas,

se colocé una membrana Hybond durante un minuto. Se marcaron
tres puntos asimétricos con tinta negra y una aguja hipodérmica. La

membrana fue colocada (con las placas hacia arriba) en una caja de
filtro saturado con solucién

petri, sobre un circulo de papei
Se paso la

desnaturalizante (ver Southern blot), durante 7 minutos.
membrana a otro papel filtro con solucion neutralizante (ver Southern

blot), se esperaron 3 minutos. La operacion se repitié en otro papel
saturado. La membrana fue lavada ligeramente con SSC 2X y se dejé

secar sobre papel filtro durante una hora. Se calentdé en horno al vacio
a 80°C durante dos horas.

2.6.3.-SCREENING DE LAS MEMBRANAS CON SONDAS MARCADAS

RADIACTIVAMENTE

Las membranas obtenidas de la transferencia de placas de lisis se
hibridaron con 50 ng de DNA de inserto, marcado con SOuCi de dCTP-
{a]- *2P. Se prehibridaron en un volumen de 20 ml durante dos horas a
37°C en un horno de hibridacion. La hibridacion se llevd a cabo toda la

noche, en un volumen de 10 mi.

Se hiciefon tres lavados de 20 minutos con 2X SSC + 0.2% SDS a

37°C con agitacion constante. Las membranas hibridadas fueron
la noche a placas

Las placas positivas fueron aisladas y el fago fue

20! de cloroformo.

expuestas toda fotograficas con pantalia
intensificadora.

difundido en 1m!l de arnortiguador +
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Posteriormente, el stock de fago fue diluido hasta obtener una
concentracion de 100 ufp/caja, y se llevd a cabo un screening
secundario de las placas. Se aislaron las placas que daban seflal y se
almacenaron en SM + 20ul cioroformo. De esta manera, se obtuvieron
nueve clonas candidatos para S4 (I-1X) y tres para PCNA (A,B8,C).

2.6.4.-EXCISION DEL VECTOR A-ZAP-1l AL PLASMIDO PBLUESCRIPT

A las placas obtenidas se les llevé a cabo la excision /in vivo del fago al
plasmido pBluescript SK- (ver figura 2.2)

1.- mh\ﬁhm&cum
2.- Alalanwanto de les clonse postivas. - -

e =T

—

3> Cut phérnto
ol inaexto Ge cONA (ver dmgrama)

Figura 2.2. Excision del Plasmido Bluescript SK.
A. Vector A-ZAP-II. B.- Plasmido pBluescript SK +/-.

(Protocolo segun manual Stratagene)

En un tubo conico de 50 ml, se agregaron 200u! de un cultivo de
células E. coli cepa XL1-Blue-MRF® (ODgop=1.0), 100ul de stock de
fago aislado de las placas positivas (>1 x 10° particulas) y 10ul de
stock de fago ExAssist (>1 x 10° ufp/ml). Esto se incubé a 37°C
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durante 15 minutos, y posteriormente se afiadieron 5mi de 2X YT y se
incubaron durante 2-2.5 horas con agitacion. Se calenté el tubo a 70°C
durante 20 minutos y se centrifugd a 4000 rpm durante 15 minutos. El
sobrenadante se decantd en un tubo estéril, y este contenia el
plasmido empacado como fago filamentoso y fue almacenado a 4°C.
Para platear el fago, se afiadieron 200! de células E. coli cepa SOLR
(ODgoo=1.0)a dos tubos de 1.5 ml. Se afiadieron 1ul de stock a un tubo
y S0u! a otro. Estos tubos fueron incubados a 37°C durante 15 minutos.
Se platearon 100ul de cada tubo en cajas con medio NZCYM +
ampicilina (50ug/mi) y se incubaron toda la noche a 37°C.

g £ ago ayudador N
ExAssist |

Vector i-ZAP-
il empacado aInfecciong” i
P'Dd’ del l.kcdé !
os de la n ‘
Plasmido pBluescript H
empacado en fago 0 @ Fago ayudador I
filamentaso. = - ‘, ExAssist :
Incapaz de replicarse ‘
yeworn (2 M g > |
2ZAP-Il Incapaz i
A infacsar v :
Colonia transformada [ :

con pBluescript

Figura 2.3 Diagrama del proceso de infeccidn y excisién

2.6.5- SOUTHERN DE LAS CLONAS OBTENIDAS

De las colonias obtenidas, se hicieron extraccion de plasmido a
pequefia escala (miniprep) de seis clonas de S4 y tres de PCNA (por
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duplicado). De el resto del cultivo, se hicieron stocks en glicerol 12.5%,
que se almacenaron a -70°C.

Los minipreps fueron digeridos con EcoR/ y Kpn1 toda ia noche.
Posteriormente, fueron corridos en un gel de agarosa 0.8%, el cual fue
fotografiado. Las clonas de PCNA mostraron dos bandas, mientras que
las clonas de S4 mostraron dos poblaciones: una que presentaba dos

bandas, y otra que presentaba tres.
Este gel fue transferido a una membrana de nylon Hybond.

Posteriormente, las membranas fueron prehibridadas con 20 mi de
solucidén de prehibridacion, durante dos horas a 37°C. La hibridacion se
llevé a cabo con 50 ng de inserto, marcada con 50uCi de dCTP-[a)- 2P
en un volumen de 10 mi a 37°C durante toda la noche. Posteriormente,
se hicieron tres lavados a 37°C durante veinte minutos con SSC 0.2X +
SDS 0.2%. Las membranas fueron expuestas toda la noche a unha

placa de rayos X.
2.7.- SECUENCIACION DE TRES CLONAS (2 DE S4 vy UNA DE PCNA)

Se escogieron tres clonas para secuenciar: una de PCNA(C.) y dos de
S4(2; y 6,) (una que presentaba inicialmente tres bandas y otra con

dos). Se incluyd un control de DNA del fago M13.
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2.7.1.-Iniciadores utilizados

Iniciadores

Secuencia
M13-reversa 5 -ggaaacagctatgaccatg-3"~
M13(40) 3 ' -tgaccggcagcaaaatg-5"-
S41 5 —-gtatccggttggcttcat—-3-
S43 5 -tgattggcaaggacatgc—3~
S4a4 5’ —-ctcctgaatcacgttgat—3"~
S4S5 S -caacaggaatgcggccag-3"~
S46 5 - —-ataagagtcatgcactca—-3"~

Tabla 2.2.- Secuencia de los primeros utilizados

Para la primera secuenciacion se utilizo el iniciador M13-reversa. En
base a las secuencias obtenidas, se fueron diseflando los
oligonucleédtidos iniciadores necesarios, hasta llegar al otro extremo del
inserto y utilizando la preparacion de cadena sencilla. La lectura de la
cadena complementaria se llevo a cabo con preparacion de ptasmido
(doble cadena) y los oligonucledtidos iniciadores utlizados fueron el

M13(-40) y el resto diseflados conforme a la secuencia de {a cadena
codificadora.

2.7 .2.-BIOLOGIA DEL BACTERIOFAGO M13

El bacteridfago M13 pertenece a la familia de los fagos filamentosos,
los cuales contienen una molécula circular de DNA de cadena sencilla
con un tamafio de aproximadamente 6400 nucledtidos. Estos fagos
infectan solamente a células que conteinen el Yactor episomal F°, el
cual codifica para el pilus sexual, ya que es por esta estructura por la
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cual el virus penetra a la célula. Ya dentro de la célula, el DNA de estos
organismos es convertido a DNA de doble cadena, la cual es la forma
replicativa del virus. Al terminar los ciclos de replicacion, las particulas
virales son excretadas al exterior de la célula en estructuras de DNA de
cadena sencilla, junto con otras proteinas estructurales. El sitio de
replicacién ocurre en armonia con el ciclo de la célula infectada, por lo
que éstas no son lisadas. Esto ocasiona que grandes cantidades de
particulas virales sean sintetizadas en cada generacion de bacterias,
ilegando a titulos de hasta 10’2 UFP/mI (revisado por Sambrook et al.,
1989). La insercion de DNA ajeno en el genoma del virus no afecta la
capacidad replicativa de éste. Esta capacidad de sintetizar grandes
cantidades de particulas virales de una sola cadena hace a este fago
una herramienta extremadamente util en procesos de secuenciacion,
mutagénesis puntual o sintesis de sondas de una sola cadena. El!
vector pBiuescript posee los promotores f1 en dos orientaciones, lo que
permite la recuperacion de la cadena sencilla de la hebra codificadora
(pBluescript SK(+)) © no codificadora (pBluescript SK(-)). La
recuperacion de la cadena no codificadora nos permitid secuenciar
directamente ia cadena codificadora de los insertos.

2.7.3.-OBTENCION DE LA CADENA SENCILLA

Se inocularon células E.coli cepa XL-Blue-MRF ', transformadas con el
DNA de las clonas positivas, en 5 ml de 2X YT con 50 ug/m! de
ampicilina y 10p! de stock de fago ayudador VCSM13. El cultivo se
incubd durante 1-2 horas con agitacion fuerte. Posteriormente, se
agrego kanamicina a 70pg/ml y se dejo crecer por 24 horas mas. De
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este cultivo, se centrifugaron 1.5 mi durante 5 minutos en microfuga.
Se removié 1 mi del sobrenadante y se agregaron 150ul de PEG 20%/
NaCl 2.5 M. Se dejé precipitando en hielo durante 15 minutos.

Posteriormente, se centrifugd en microfuga durante 5 minutos, se
decanté y el botén obtenido se resuspendid en 400ul de acetato de
sodio 0.3 M pH 6.0/ EDTA 1mM, agitando con vértex. Se realizé una
extraccion con 1 volumen de fenol-cloroformo 1:1 y se centrifugd por 2
minutos para separar las fases. La fase acuosa fue extraida y
precipitada con 1mi de etanol. Se centrifugd durante 5 minutos, se
removid el etanol y el boton se dejé secar a temperatura ambiente por
diez minutos. Se resuspendid en 20ul de TE y se corrieron 2ul en gel

de agarosa al 0.8% para verificar la concentracion.

2.7.4 - UNION DEL INICIADOR CON LA CADENA SENCILLA

Se pusieron 2.5ul de solucion de DNA de cadena sencilla, tul de
solucién de primer, 2ul de amortiguador 5X y 5.5ul de agua destilada.
Se incubd la reaccion durante 15 minutos a 37°C.

Mientras se incubaba esta reaccién, se afiadié una alicuota de 2.5ul de
ddNTP (A.C,G,T) en una microplaca y se dejaron a 37°C en un
calentador de bloque.

2.7.5.- UNION DEL INICIADOR CON LA CADENA DOBLE

Se agregaron Sul de DNA de plasmido, 1yl de NaOH 1N, 1ul de
solucién de iniciador (10ng/ul) y 1ul HO estéril. Esto se incubd a 68°C
durante 10 minutos. Posteriormente, se agregd 1yl de solucidn de



39

amortiguador TES (0.56M en H>0) y se dejé reposar 10 minutos a
temperatura ambiente.

2.7.6.-REACCION DE MARCAJE

Pasada la incubacién, se agregaron 8ul de la siguiente solucion:

TE 22.4u1
OTT O 1M 4.4l
Mezcla de marcado 1.8ui
*S dATP 2.0ul
Amortiguador de dilucidn de enzima 4.0l
Secuenasa ver. 2.0 1.2l

Tabla 2.3.- Reaccion de marcaje. (la enzima se agrego inmediatamente antes de
agregar la solucion)

Esta reaccion se dejé incubar durante 3 minutos a temperatura

ambiente.
2.7.7.-REACCIONES DE TERMINACION

Se agregaron 4p! de la reaccion de marcaje a los ddNTP alicuotados
en ia microplaca y se dejaron incubar a 37°C durante 3 minutos.

2.7.8.-TERMINO DE LA REACCION

Se anadieron 4ul de mezcla azul a cada pozo. Las reacciones se
mantuvieron almacenadas a -20°C toda la noche mientras el gel se

preparaba.
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2.7.9.-PREPARACION DEL GEL Y ELECTROFORESIS

Se elaboraron las siguientes soluciones:

Stock de acrilamida 40% Mezcia de 8% 4%
acrilamida
Acrilamida 190g Stock 40% 37.5mt 25mi
acrilamida .
Bis-acritamida 10g 10X TBE 25mi 25 mi
Agua destilada 300m! |Urea 1159 11S g
Agua c.b.p. 250 m! (100ml) 250 m! (112.5ml)
Mezcla de gel
Mezcla de acrilamida 60ml
0.5ml

Persulfato de amonioc 10%
N°,N°.N° N Tetrametiletilendiamina |25ul

(TEMED)
Tabla 2.4.- Formula de preparacion del gel de secuencia

La mezcla de gel se agregd a los vidrios de la camara, previamente
armados y sellados de la parte inferior con papel filtro y acrilamida
polimerizada. Este gel se dejo polimerizar toda la noche, cuidando que
no se deshidrataran Ilos bordes expuestos. Las muestras se
desnaturalizaron a 80°C por 2 minutos y se pasaron inmediatamente a
hielo. Se cargaron 2ul de cada muestra a dos tiempos (2 y 4 horas). Ei
gel se corrié a 60 Watts en una camara de electroforésis de secuencia
Gibco. Posteriormente, se transfirid a una hoja de papel filtro y se
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colocaron en un secador de geles durante 1 hora a 70°C. Este gel fue
expuesto toda la noche sin pantalla.

Para obtener ia secuencia mas hacia el extremo 3°, el corrimiento fue
repetido con las mismas reacciones, solo que esta vez se cargaron 3ul

y se dejoé correr 6 horas.

2.8.-ANALISIS DE LAS SECUENCIAS
2.8.1.-ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS CON LAS SECUENCIAS

ALMACENADAS EN LA BASE DE DATOS GENBANK

Iniciaimente, las secuencias obtenidas fueron alineadas con otras
secuencias aimacenadas en la base de datos GenBank, utilizando e!
programa BLAST (Altschul, 1990). Las secuencias fueron sometidas a
un anadlisis de alineamiento basico local, comparandolas con
secuencias de proteinas completas y con secuencias obtenidas de
cDNA de mRNA almacenadas en la base de datos GenBank.

Posteriormente, las secuencias completas de aminodcidos se
alinearon con secuencias de otros organismos utilizando el programa

ClustalW (Thompson, Higgins, y Gibson, 1994) y corrigiendo después
1a alineacion manualimente.

2.8.2.- ANALISIS FILOGENETICO

El estudio filogenético se llevé a cabo utilizando el programa

CLUSTALW Yy el paquete de analisis filogenético PHYLIP (Felsenstein,
J. 1993). El procedimiento con e! que el programa CLUSTALW alinea
las secuencias consiste, primero, en calcular una matriz de distancias
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observadas conforme a una alineacidn por pares de todas las
secuencias (Pairwise alignment), expresada como el numero de
aminodacidos idénticos entre el numerco de residuos comparados
(excluyendo los espacios). Posteriormente, utilizando esa matriz de
distancias, se construye un “arbol guia” con el método de “Neighbor
Joining™ (utilizando las distancias observadas). Ya que este método
calcula arboles sin raiz, ésta se coloca en el punto en donde el
promedio de la distancia a ambos lados de la raiz es el mismo. Este
arbol se usa para asignar un determinado “peso” a cada secuencia.
Este “peso” depende de 1a distancia de |la secuencia a la raiz del arbol,
y las secuencias que comparten una misma rama interna
(agrupamientos) comparten también el valor del peso asignado a esa
rama.

Las secuencias se alinean empezando por las mas parecidas. Cada
paso del proceso consiste en alinear dos secuencias, las cuales
constituyen un alineamiento el que, a su vez, se alinea con la siguente
secuencia. Mediante la asignacion de “pesos”™ a los aminoacidos de
las secuencias (utilizando una matriz de sustitucion de aminoacidos de
serie BLOSUM) y a las secuencias individuates (obtenidos con el arbo!
guia) se puede variar la penalizacion a la insercion de espacios,
dependiendo del aminodacido y de su posicion en la secuencia.

La matriz del arbol filogenético se calcula con el método de “Neighbor
Joining”, utilizando el alineamiento previamente obtenido. Este
método, inicialmente, coloca a las secuencias en un arbol sin ramas
intemas. Posteriormente, une las secuencias mas cercanas con una
rama interna y el procedimiento se repite al tratar las dos secuencias
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unidas como si fueran una sola. Esto se repite n-3 veces (siendo n=
nimero de secuencias) y originando &rboles sin raiz.

Las distancias calculadas para obtener el arbol, representan el
promedio de aminoacidos substituidos por cada sitio, las cuales son
corregidas para substituciones multiples utilizando la férmula de
Kimura. Usuaimente, las distancias observadas no representan el
numero real de substituciones que pudieron haber ocurrido durante la
evolucion.

La confiabilidad de los grupos obtenidos con el arbol filogenético
(ramas internas) es determinada mediante un analisis de “bootstrap”.
Este método parte de la premisa de que todos los sitios son

independientes, y consiste en tomar muestras de datos de la alineacién
se calcuia una matriz de

al azar. Con cada muestra de datos,
repitiendose este

distancias, y un arbo! de la manera ya descrita,
proceso 1000 veces.

Las variaciones de las distancias obtenidas con las muestras, son
comparadas con el arbal previamente calculado. La confiabilidad de

los agrupamientos (ramas internas) es aceptable cuando estos

aparecen en un 95% de las repeticiones.
Para el arbol filogenético del rRNA 18S se utilizaron solamente las
regiones conservadas del rRNA de todos los organismos.



111

REsSuULTADOS
Yy DiscusionN



4

3. 1.- BUSQUEDA DE SECUENCIAS COMPLEMETARIAS A LOS MONITORES EN EL
GENOMA DE T. CRUZ!.

Para la busqueda inicial de secuencias relacionadas a las dos sondas
génicas heterdlogas utilizadas (PCNA de Z mais y proteina ribosomal
S4 de 7. brucei), se hibridaron digeridos del DNA gendmico de 7. cruzi
con insertos radiactivos de ambas clonas. La figura 3.1 muestra que en
ambos casos hay seftal de hibridacion, y el numero de bandas
observadas no indica que el DNA relacioﬁado sea del tipo repetitivo e
interdisperso, que es lo que se ha observado en la mayoria de i(os
genes caracterizados en 7. cruzi. Quiza se trate de genes presentes de
2 a 4 veces, como resulta el caso de otros genes codificadores de
proteinas en tripanosomas.

A 33 8
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Pt EcoRl
EcoRt

- Figura 3.1 Southern blot de DNA

genomico de 7. cruzi. A) Sonda de

PCNA de maiz. Se observan bandas de

- 4,86, 146y 229kbcon Pstl yde 3.4y

’ 1.85 con EcoRl. B) Sonda de la

proteina ribosomal S4 de 7. brucei. En ta

5 digestion con Pst1 se observan dos

12 [ 32 bandas de 10.4 y 4.9 Kb, mientras que
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20z = una sola banda de 88 Kb. En Ila

. digestion con E£coRl y Psti, se pueden
ver bandas de 8 y 4.2 Kb.

036 =y Se utilizdé como marcador de tamarjo,

DNA de

fago A digerido con Hindlil

RiR)
941
668
430

pERY
XY
66K

|
i

1
1




45
3.2.- BUSQUEDA DE SECUENCIAS COMPLEMENTARIAS A LOS MONITORES EN

EL RNA ToTaL DE T. CRUZI.

Para comprobar que en el RNA transcrito de células en fase de
proliferacién existian secuencias relacionadas a las sondas utilizadas,
se hicieron Northern blots de RNA total con ias sondas marcadas
radioactivamente. En el analisis con la sonda de S4 se observé una
banda con sefal de 1 kb. Esto concuerda con el tamafio que
necesitaria un transcrito que codificara péra una proteina del tamafo
de la proteina ribosomal S4 (261-263 aminoacidos)(Figura 3.2). El
estudio en donde se utilizd la sonda de PCNA dio como resultado una

sefal baja e inespecifica.

9.5
75
Figura 3.2 Northern blot de RNA totai de 7.
cruzi. utilizando ia sonda de la proteina
lan FRNA 18S ribosomal S4 de T. brucei. Se puede ver una
@ (RNA 245 banda con seral de aproximadamente 1 Kb.
RNA24SD  Como marcador de tamafio se utilizé una
escalera de RNA (RNA ladder). En la
derecha se serialan las especies

ribosomales.

4.4
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3.3.- BUSQUEDA DE CLONAS GENOMICAS QUE CODIFIQUEN PARA EL PCNA

DET. CRUZI
Para aislar clonas genémicas relacionadas al gen PCNA de 7. cruzi se

realiz6 una busqueda por hibridacion en una biblioteca genémica

construida en el vector cosmidico pcosTL. Este vector facilita la

transfeccién de largos

fragmentos de DNA a 7. cruzi.
fragmentos de DNA gendmico de 7. cruzi de 20 a 50 kb obtenidos a

partir de una digestion parcial de Sau3a. Mediante métodos
automatizados, se aistaron 7200 colonias, con las cuales se elaboraron
membranas de aita densidad (Zingales et al., 1997). Para corroborar
que los insertos de las clonas aisladas de esta biblioteca contenian
secuencias relacionadas a la sonda utilizada, el DNA de tres cionas
presuntamente positivas (denominadas 2, 4 y 6) fue digerido,
transferido e hibridado con el inserto de PCNA marcado junto con DNA
de pcosTL (control negativo) y DNA de PCNA (controles positivos)

La biblioteca se construyd con

(Figura 3.3).
La senal de hibridacion de las clonas candidatos a ser recombinantes

con PCNA dieron una sefal igual que la obtenida con los controles
negativos (DNA de vector) por io que se consideraron artificios del
screening. Finalmente, no se pudo demostrar la clonacion del gene de
PCNA de 7. cruzi en esta biblioteca. No se realizé una busqueda de
clonas que codificaran para la proteina ribosomal S4 en esta biblioteca
porque todavia no se contaba con esta sonda en el laboratorio, y
debido a la inconveniencia que representaba el recibir las clonas del

laboratorio de origen.

bbb
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Figura 3.3 Southern Blot de las cignas aisladas de la biblioteca de DNA
gendmico de 7. cruzi con la sonda de PCNA de maiz. 1: clona 2/EcoRl; 2: clona
2/San; 3: clona 4/EcoRl; 4:clona 4/Saf; 5: clona 6/EcoRl; 6: clona 6/Saf; 7:
pcosTL/EcoRI; 8: pcosTL/SaA; 9: inserto de PCNA liberado con EcoRl; 10:inserto
de PCNA purificado. Se utilizé como marcador de tamafio DNA de fago A

digerido con Hindlil,
3.4.- BUSQUEDA DE CLONAS DE CDNA QUE CODIFIQUEN PARA LA PROTEINA

RIBOSOMAL S4 v EL PCNA pe T, cruUZ!

Para obtener la secuencia de los genes de PCNA y la proteina
ribosomal S4 de 7. cruzi se llevé a cabo una busqueda de clonas en
una biblioteca de cDNA. Esta biblioteca estaba construida en el vector
de expresion A-ZAP-Il (Stratagene, La Joila, California, EE.UU.) a partir
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de poli-(A)+ RNA obtenido de epimastigotes de 7. cruzi (cepa
Tulahuén), y tenia un titulo de 1 x 10" ufp/ml (Santuza Teixeira,
comunicacion personal). Se analizaron aproximadamente 40,000
placas con el monitor de S4 de 7. brucei, y 20,000 con e! de PCNA de
maiz, las cuales se transfirieron a membranas de nyton y se hibridaron
con insertos de las sondas marcados radioactivamente.

3.4.1.-CLONAS AISLADAS

De este analisis se obtuvieron seis clonas candidato con el inserto de
PCNA de maiz y doce con el inserto de ia proteina ribosomal S4 de 7.
brucei. Para comprobar que el inserto de las clonas obtenidas
hibridaba con las sondas, se escindieron a plasmidos, se digirieron con
EcoRl y Kpnl y se les hibridd con insertos de las sondas marcadas
correspondientes.

Se pudieron observar dos poblaciones de clonas aisladas con la sonda
de S4: unas que mostraban una banda de inserto (aprox. 1.25 Kb) y
otras dos bandas(aprox. 1.25 y 1.7 Kb). Mas tarde se comprobd que la
banda de 1.7 era producto de una digestion parcial. Las clonas
aisladas con el inserto de PCNA tenian insertos de 2.1, 23y 14y 23
Kb. La figura 3.4 muestra que hay sefal intensa de hibridacién en
todos los insertos de las clonas, a excepcidn de la clona A de PCNA.
La sefial observada en la banda de 2.8 Kb corresponde al vector
pBluescript SK-. '
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Figura 3.4. Southern biot de las cilonas aisladas de ia bi de cDNA de T.
cruzi. A,B, y C fueron aisad con la da de PCNA de maiz; 1 a 8 fueron
aisladas con la sonda de S4 de 7. brucei Se digirieron preparaciones de
plasmido escindido in vivo (ver materiales y métodos) con EcoRl y Kpn1. A)
Autoradiografia. B) gel teftido con bromuro de etidio. Las clonas secuenciadas se
senalan con asteriscos (*). Se utiliz6 como marcador de tamano DNA de fago A

digerido con Hindlil.

3.5.- ANALISIS DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS

Se escogieron dos clonas de S4 (S4-2 y S4-68) y una de PCNA (C:)para
la secuenciacion dei inserto. Para esto, se utilizé e método de
didesoxinucledtidos, utilizando oligonucieétidos como iniciadores para
la reaccidn. Conforme se determinaba la secuencia del inserto, se
disefiaron oligonucledtidos que sirvieran como iniciadores para
secuenciar el resto del inserto y de las dos cadenas. El vector en el
que se encontraban las clonas (pBluescript SK-) permite Ia
recuperacion de cadena sencilla, por lo cual esta preparacion se utlilizé
en la secuencia de la cadena codificadora. La cadena complementaria

se secuencié con prepracion de cadena doble.
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Se determind que las clonas S4-2 y S4-6 tenian insertos de 937 y 945
bases, respectivamente, y solamente diferian en una insercion de 21 nt
en la regidn no codificadora del extremo 3'de la clona S4-2. Se
deduce que ambas clonas estan completas ya que, en el extremo 5°,
b del mini-exén (SL) comun a

La figura 3.5 muestra una alineacion

se encontré un fragmento de 13

todos los transcritos en 7. cruzi.
de la secuencia de ambas clonas. Las secuencias tienen una region

no traducida 3'de 22 nucledtidos y 3" de 80 y 59 nucledtidos para la
clona S4-2 y S4-6, respectivamente, (o cual cae dentro del intervalo de

tamanos de regiones no traducidas publicadas en otros genes de
proteinas ribosomales de T. brucei. Asimismo, contienen un marco
abierto de lectura de 819 bases, el cual codifica potencialmente para
una proteina de 273 aminoacidos y con un peso molecular de 30.839
Da. (figura 3.6). Se puede observar que la proteina deducida muestra
un alto porcentaje de aminoacidos basicos (61 residuos de

Arg+Lys+His comparado con 27 Asp+Glu).

Inicialmente, la secuencia parcial del! extremo 5'fue sometida a una
busqueda de alineamientos (BLAST; Ailtschul, S., 1990) con las
secuencias almacenadas en la base de datos GenBank. Este analisis
revelé homologia parcial de la secuencia codificada por el inserto de
ambas clonas aisladas con la sonda de la proteina ribosomal S4 de 7.
brucei con proteinas S4 de otros organismos (gallina. humano, papa,
rata, etc.), mientras que ho hubo similitud con la secuencia obtenida
con la sonda de PCNA de maiz. Posteriormente se traté de secuenciar
el extremo 3°de este inserto, pero no se logré atravesar la cola de
adeninas del transcrito. Dada la dificuitad de determinar la identidad de
las clonas aisladas con la sonda de PCNA, se decidié continuar el
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analisis de secuencias unicamente con ias clonas obtenidas con la
sonda homoéioga a la proteina ribosomal S4.

Figura 3.5 Alineamiento de las clonas S4-2 y S4-6. Se puede cbservar una
insercion de 20 nucledtidos en el extremo 3° de la ciona S4-2. Las bases
idénticas se muestran con asteriscos (*) y las diferencias con puntos (.). La
secuencia del mini-exdn se muestra subrayada.

La diferencia observada en la region no traducida 3° de las clonas
obtenidas se puede deber a la presencia de dos genes distintos, o a la
presencia de dos sitios de poliadenilacién en un mismo gen. Aunque ya
se han observado varios genes que codifican para la misma proteina
ribosomal S4 en otras especies (Gayathri Devi, et al.,, 1989; Fisher et
al., 1990; Synetos, Dabeva y Warner, 1992; Yokokura, Hei y
Yamamoto, 1993) y el patrén de bandas obtenido en la bisqueda de
secuencias en el genoma también lo sugiere, es necesario un analisis

de clonas gendmicas para confirmar este dato.
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3.5.1.- ESTUDIOS DE COMPARACION DE SECUENCIAS Y ANALISIS
FILOGENETICO.

Para determinar el grado de homologia e identificar dominios
altamente conservados de esta proteina, se alinearon las secuencias
de aminoacidos obtenidas a partir de la secuencia del! inserto de las
clionas aisladas con secuencias de la proteina ribosomal S4 de otros

Protein Length=274 WAW=30035 TR ATATIOTARSTTGTAOCT CTTTOT AT T AT GACCARGARS AR ST TR
Amine acid | Num | S%emotUmol [ %wiw | MoTom oM s
A AR 2T [7.89 523

c cys 2 0.73 oes

O Asp 13 |e7e 484

E Gl 14 |s.13 576 A A E R G oM

F Phe 7 2.568 323 S 3CRAG SATACCAAGTAT

G Gy 22 |so08 462 YEr e’

H Mis 7 2.88 3.08

' ne 1w less 697

" Lys 26 je.82 10.62

L teu 21 7.69 7.70 TR b e M R 5 R
M MET 11 [a03 459 OGTATACARCCTGARGS

N Asn 10 [3see 3ee ¢ moLow EoKoK
P Pro 13 |a78 PRY T TSR
Q Gin 7 2.58 286

” Arg 28 [10.2¢ 13.63

s ser 7 2.58 2.08

T

v

w

v

obtenidas. A) Composicién de aminoacidos B) Secuencia de aminodcidos
deducida a partir de la secuencia de cDNA (se utilizd 1a clona $S4-2; ambas clonas
tienen idénticos marcos abiertos de lectura)
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organismos. Esto permitira determinar la utilidad de esta proteina para
estudios filogenéticos y de clasificacion, asi como los posibles sitios
Se obtuvieron las secuencias completas de

activos o funcionales.
las secuencias de DNA

varios organismos, y se compararon
codificadoras y las secuencias de aminoacidos deducidas utilizando el

paquete de anadlisis filogenético CLUSTALW (Thompson J., et al.,
1994) y utilizando los parametros estandar. Posteriormente, se
obtuvieron matrices de las distancias genéticas entre las distintas
secuencias utilizando el mismo programa, y los dendrogramas fueron
dibujados con el programa DRAWTREE y DRAWGRAM, del paquete
de analisis filogenético PHYLIP (Felsenstein, J., 1989).

Al alinear las secuencias de aminoacidos, se puede observar un grado
alto de conservacion, inclusive con especies filogenéticamente
distantes. La tabla 3.7 muestra el porcentaje de similitud de la
secuencia deducida de aminoacidos de la proteina ribosomal S4 de
otras especies con la secuencia obtenida de 7. cruzi.

Similitud con T. cruzi

Organismo
Saccharomyces cerevisiae 52%
Rattus rattus 56%
Homo sapiens (isoforma Y) 53%
Cricetus griselus 56%
Solanum tuberosum 55%
Gossipium hirsutum7? 55%
s 7 g 52%
Gallus gallus 56%
Tetrahymena thermophila 48%
Trypanosoma brucei 85%
de 78 -
32%

Similitud con Eucanontes

Tabla 3.1. Porcentaje de similitud de la secuencia deducida de aminodcidos de la
proteina ribosomal S4 de 7. cruzi con respecto a secuencias publicadas de otros

organsimos.
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El alineamiento de la secuencia de aminodcidos revela ia presencia de
regiones altamente conservadas (Figura 3.8). Estas regiones muy
probablemente sean dominios funcionales o sitios activos, y podrian

participar en procesocs como ‘Ia unién de las dos subunidades
ribosomaies, en el reconocimiento det mMRNA y del codén-anticodén, o
en la iniciacion de la traduccion. Se ha demostrado que la proteina
ribosomal S4 muy probablemente participa en estos mecanismos
(Uchimi, Kikuchi y Ogata, 1986; Mundus et al., 1993, Westermann y

Nygard, 1983; Gayathri Devi, Chan y Wool, 1989).
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Figura 3.7. Alineamiento de la secuencia deducida de aminoacidos de fa proteina ribosomal S4 de 7.

cruzi con secuencias publicadas de la misma proteina de otros organismos. Los dominios altamente

conservados e sefialados con recuadros, mientras que los aminoacidos conservados en todas las

estin sef con asteriscos(®*) y los conservados en todas menos una especie con

PUNtOS(.). Organismos vertebrados: Hsap: HoMo sapiens (isoforma le)(Fnsher. et al.. 1990 Ac.No. 337512), Rrat:

Rattus rattus,(Gayathri-Devi et al., 1988. No. Ac.X14210), Cgri. Cricetus o y © 1996. No. Ac
362730); inver i

Gallus lus (Zinn et al., 1994. No. Ac. 1
1993. No. Ac. 730662); Planlas Ghirs: Gossipium hirsutum (Turiey el al.. 1985. No. Ac. 1173256)

1350000); GgAal,

Yokokura et al.

Stubd: Salaruan tuberosum (Braun et at., 1894. No. Ac. 117:\257) Hongos. Calb: Candida albicans (Delbryeck et al.,

1996. No. Ac. 1 Scern: cerevi. Y t al., 1992, No Ac. 630028); Protozoarios.:

TcsSa: Tthe: ( ) Archaebacterias:Metv:
1989 No. Ac. 133944), Haim: Haloarcula mansmorrul (Arngt, 1980. No. Ac.

Soma  orud,
Methanococcus vamiellii (Auer et al
27963%).



Con base en el alineamiento de 5laa secuencia de DNA de la region
codificadora de la proteina ribosomal S4, se elabord un arbol filogenético,
con el objeto de mostrar graficamente las distancias génicas entre las
secuencias de esta proteina ribosomal de organismos filogenéticamente
distintos y representativos de los distintos phyla del dominio eucariéntico.
La matriz de distancias fue elaborada por el programa CLUSTALW, y fue
graficada con el programa DRAWTREE, del paquete de anadlisis
filogenético PHYLIP. La topologia del arbol obtenido se compar6 con la
de un arbol efaborado con un marcador evolutivo clasico, como o es el

(RNA 18S. La figura 3.9 muestra ambos arboles, y se puede observar
que la topologia es aproximadamente la misma. Dado que para la :

elaboracion del arbol de rRNA 18S se utilizaron solamente las regiones
constantes, algunas especies cercanas (rata y humano) no se muestran
claramente separadas. Un analisis de mt o al azar ("bootstrap”; ver :
Métodos y materiales) del alineamiento, mostré que los agrupamientos ;
obtenidos con ambos marcadores se obtienen en mas del 85% de las {

fepeticiones.
5 Rrat
HSAP _jooae :’::'Op @ 0001 Stub
o8 - oos2 tu
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Figura 3.8. Artol filogenético elaborado a partir de la alineacién de secuencias de aminoacidos
de la proteina ribosomal S4 (A) y de la secuencia del rRNA 18S (B). Se senalan las distancias
genéticas entre jas secuencias de los organismos analizados, expresadas como el promedio de
substituciones por smo corregrdas para substituciones multiples (ver materiales y métodos).
cruzi. Hsap: Homo sapéiens (isoforma S4Y); Rrat: Rafius rattus).

: Try
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CONCLUSIONES
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1. Existen secuencias complementarias a la sonda de la proteina

ribosormal S4 en el genoma de Trypanosoma cruzi.
2. Existen transcritos complementarios al monitor de
ribosomal S4 de T7rypanosoma brucei en el RNA total de

la proteina

Trypanosoma cruzi.

3.No se logrd la clonacion del gene de PCNA de 7. cruzi en la
biblioteca gendmica insertada en el vector pcosTL.

4. Se determiné la secuencia de dos clonas de cDNA que codifican
para la proteina ribosomal S4 de 7. cruzi. Estas clonas tienen un
inserto de 937 y 945 (S4-2 y S4-6, respectivamente), y difieren en
una insercién de 21 nucledtidos en la regidn no traducida del
extremo 3°, por lo que tienen regiones no traducidas 5  de 22
nucledtidos y 3'de 80 y 59 nucleétidos. Dado que se secuenciaron
13 nucledtidos correspondientes al extremo 3°del mini-exén (SL), se
deduce que la secuencia codificadora de ambas clonas esta
completa.

5. Ambas cionas poseen un marco abierto de lectura idéntico de 819
bases, el cual codifica para una proteina de 273 aminoacidos, con
alto numero de aminoacidos basicos, y un peso molecular de 30,
839 Da.

6. La secuencia de aminoacidos deducida a partir de las clonas de
cDNA aisladas posee gran similitud con secuencias de proteinas
ribosomales S4 previamente publicadas de otros organismos.

7. El arbol filogenético elaborado a partir del estudio comparativo con
secuencias representativas de varios phyla posee una topologia
similar a la obtenida con arboles elaborados con un marcador

evolutivo clasico, como es el rRNA 18S.
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Las clonas caracterizadas repres;gtan la primera secuencia de una
proteina ribosomal basica descrita en Trypanosoma cruzi.. La gran
similitud obtenida en el analisis filogenético hace de esta proteina un
posible marcador filogenético para estudios tanto en especies cercanas
como lejanas. Un estudio comparativo detallado de {a secuencia de
aminoacidos deducida permitirian una identificacién funcional y/o
estructural de los dominios ailtamente conservados en especies
fillogenéticamente distintas. Estos dominios quiza estén sometidos a
una presion funcional, por lo que se hace factible la determinacion de
la participacion de los dominios conservados en procesos en los que
se ha obtenido evidencia indirecta de la posible participaciéon de la
proteina ribosomatl S4, como son el reconocimiento de las subunidades
ribosomales, la subunidad pequefa del ribosoma y el mMRNA, y el
reconocimiento codoén-anticodén. Un analisis de este tipo también
permitiria buscar dominios de unidbn a rRNA no descritos
anteriormente. La identificaciébn y comparacion de secuencias
uitraconservadas en el extremo amino terminal de la secuencia
deducida podria revelar sefiales de transporte citoplasma-nucleo para
esta y otras proteinas ribosomales.

El presente trabajo abre la posibilidad de investigar una posible
regulacion coordinada del gene de la proteina ribosomal S4 con el
componente de RNA ribosomal en la biosintesis de ribosomas de
células en estado proliferativo. Esta regulacidon ha sido extensamente
descrita en procariontes, aunque relativamente poco trabajo de
investigacion ha sido llevado a cabo en modelos eucariontes.
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APENDICE 1: MEDIOS DE CULTIVO
LIT (Infusién de Higado-Triptosa)

NacCl 4 g/l
KCI 6.4 g/l
NaxHPO4 8 g/t
Glucosa 2g/
Triptosa 5 g/l
Caldo de infusién de higado 5 g/t
Hemina smi
Suero fetal bovino 50 ml

Solucién penicilina-estreptomicina 10 m!
El pH se ajusté con HCla 7.2

NZCYM

Hidrolizado enzimatico de caseina 10 g/l
NacCl S g/l
Extracto de Levadura S g/l
Casaminoacidos 1g/t
MQSO, 2g/
YT 2X

Triptona 16 g/t

Extracto de Levadura 10 g/t

NacCi 5 g/l

ESTA TESIS MO0 DEBE
SALIR 0E LA BISLIGTECR



Luria-Bertani (LB)

NacCi 10 g/
Bactotriptona 10 gnt
Extracto de Levadura 5 g/!

Medio sélido 1.5 % agar
Agar suave 0.7% agar
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APENDICE 2: CEPAS BACTERIANAS
JM109:e14°,(mcrA’), recA71, endA1, gyrASE6, thi-1, hsdR17, SupE44,
relA1, A(lac proAB)

e Utilizada en minipreparaciones y maxipreparciones de plasmidos.
Mantenida en NZCYM+ S0ug/mi ampicilina.

XL1-Blue :recA1, endA1, gyrA96, thi-1 hsdR 17, supE44 relAt [lac”

PproAB laclP ZAM15 Tn10 (Tet)JF

o Utilizada en la titulacion y screening de la biblioteca de cDNA, y en
screenings secundarios. Mantenida en LB+50ug/mil tetraciclina.

SOLR: e14 (mcrA), A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171, sbcC, recJ,

UMUC::TnS(Kan'), uvrC, lac, gyrA96, relA1, thi-1, endA1, AR [F-,

ProAB, laclFZAM1S5ISu”

e Utilizada en la escision del vector A-ZAP-1l al plasmido pBluescript
SK(-). Mantenida en medio NZCYM+50ug/ml kanamicina.

XL1-Blue-MRF :A(mcrA) 183, A(mcrCB-hsdSMR-mirr) 173, endA T,

SupE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, lac, [F° proAB, laclPZDM15], Tn10

(tet")]

e Utilizada en recuperacion de cadena sencilla. Mantenida en
LB+50ug/mil tetraciclina.
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ABREVIATURAS

Densidad Optica
trifosfato de dideoxiadenina

trifosfato de dideoxicitosina

Dietilpirocarbonato

trifoafato de dideoxiguanina

Ditiotreitol

trifosfato de dideoxitimina

etilendinitrilotetraacétato sddico

Medio de infusion de higado

Acido 3-[N-Morpholino} propanosulfénico

Polietilenglicol

revoluciones por minuto

dodecil sulfato de sodio

Amortiguador de cloruro y citrato de sodio

Amortiguador de tris-hidroximetilaminometano-boratos-EDTA
Amortiguador de tris-hidroximetilaminometano-EDTA
N°.N°.N".N’, tetrametiletilendiamina

Acido (N-tris{Hidroximetil] metil-2-aminometano)sulfénico
Amortiguador de tris-hidroximetilaminometano-HC!
Unidades Formadoras de Placas de Lisis
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