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1. RESUMEN.

Actina es una proteina globular de aproximadamente 42 kDa, altamente conservada entre los
eucariontes, cuya funcion principal es formar polimeros o microfilamentos de actina, siendo uno de
los principales componentes estructurales de las células. El protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
agente etioldgico de la enfermedad de Chagas en el humano, presenta un ciclo de vida complejo en
el cual estan presentes dos grupos de hospederos (chinches hematéfagas de la familia Reduviidae y
un grupo variado de vertebrados), y tres principales formas del parasito que se diferencian
morfolégicamente: a) el epimastigote, que es una forma flagelada replicativa; b) el tripomastigote, una
forma flagelada no replicativa; y c) el amastigote, una forma replicativa, redonda, sin flagelo, y de
localizacién intracelular. El citoesqueleto de T. cruzi se distingue de otras células eucariontes debido
a que estd formado principalmente por microtdbulos, polimeros de la proteina tubulina. Aunque se
sabe que actina de T. cruzi esta conservada (su gen ya ha sido caracterizado), no se tiene evidencia
clara de su localizacién, organizacion (no se han detectado microfilamentos en T. cruzi) y funcién en
éste organismo. En este trabajo se empled un suero policlonal generado contra una proteina actina
recombinante de T. cruzi para determinar la presencia y la localizacién con microscopia confocal de la
proteina actina en los diferentes estadios de T. cruzi. Los resultados demuestran que actina esta
presente en los tres estadios, y que su localizacion varia a través del ciclo de vida de T. cruzi. En el
estadio epimastigote se identificaron una concentracién de actina en la region correspondiente al
bolsillo flagelar (lo cual es congruente con un reporte sobre la posible participacion de actina en la
endocitosis en este estadio), varias areas de focalizacion de actina en el flagelo. En el estadio
amastigote la sefial y la localizacion de concentraciones de actina fueron heterogéneas en la
poblacion, mientras que en el estadio tripomastigote la distribucion de actina fue homogénea en todo
el parésito; por otro lado, formas intermedias entre amastigotes y tripomastigotes contenidas en
fibroblastos infectados, tuvieron una sefal intensa de actina en toda el parasito. Es posible que las
diferencias en la localizacién subcelular de actina entre los distintos estadios reflejen diferencias
funcionales de la proteina, que podran determinarse empleando farmacos con efecto en el
citoesqueleto de actina y generando knock outs de actina de T. cruzi. Finalmente, actina de T. cruzi
parece estar principalmente en un estado soluble y polimerizdndose en estructuras simples. Esta
caracteristica en la distribucién puede deberse a las propiedades intrinsecas de la proteina, ya que no
estan muy conservadas las regiones asociadas a la polimerizacion, y al conjunto de proteinas que

interactdan y regulan actina en el parésito.



2. ABSTRACT.

Actin is a globular protein of approximately 42 kDa, highly conserved between eukaryonts,
whose main function is to form actin polymers or microfilaments, being one of the main structural
components of these cells. The protozoa Trypanosoma cruzi (T. cruzi), the etiologic agent of Chagas
disease in the human, presents a complex life cycle in which two groups of hosts are present
(Reduviidae insects and a varied group of vertebrates). Three main forms of the parasite that are
morphologically different have been described: a) epimastigote, that is a flagellated replicative form; b)
trypomastigote, a flagellated non-replicative form; and c) amastigote, a replicative, round form, without
flagellum, and of intracellular localization. The cytoskeleton of T. cruzi may be distinguished from other
eukarya cells in that is mainly formed by microtubules, polymers of tubulin protein. Although it is
known that actin of T. cruzi is conserved (its gene has already been characterized), there is no clear
evidence of its localization, organization (microfilaments in T. cruzi have not been detected) and
function in the life cycle of this organism. In this work, a polyclonal serum generated against a
recombinant protein of actin T. cruzi was used to determine the presence and the localization with
confocal microscopy of actin protein in the different stages of T. cruzi. The results demonstrate that
actin protein is present in the three stages, and its localization varies through the life cycle of T. cruzi.
In epimastigote stage, an actin concentration was identified in the region corresponding to the flagellar
pocket, which is congruent with a report on the possible actin role in epimastigote endocytosis. Also,
areas of actin focalization were detected in the flagellum of epimastigotes; since a functional study on
a Rho protein in T. cruzi has associated indirectly actin in the process of adhesion to substrate through
the flagellum, it would be interesting to study its role in adhesion. In amastigote stage, actin signal and
actin concentrations localizations were heterogenous in the population, whereas in the trypomastigote
stage, actin distribution was homogenous in all the parasite; on the other hand, intermediate forms
between amastigotes and trypomastigotes contained in infected fibroblasts, had an intense actin
signal in all the parasite. Differences in actin subcellular localization between the different T. cruzi
stages possibly reflect functional differences of the protein, that will be determined using drugs with
effect in the actin cytoskeleton and generating T. cruzi actin knock outs. Finally, the results of this work
suggest that actin in T. cruzi seems to be mainly in a soluble state and polymerizing in simple
structures. This characteristic in the distribution can be due to the intrinsic properties of the protein,
since the regions associated to polymerization are not conserved, and to the protein cocktail that

interact and regulate actin in the parasite.



3. INTRODUCCION.

Actina es una proteina globular de 42 kDa, que se encuentra en el citoplasma en
forma monomeérica o polimerizada formando microfilamentos. Esta altamente conservada
entre los eucariontes y es el principal componente estructural del citoesqueleto en las
células de estos organismos. Actina participa en muchas funciones celulares importantes,
incluyendo la contraccion muscular, el movimiento celular, la divisién celular y citocinesis,
el movimiento de vesiculas y organelos, la sefializacion celular, y en el establecimiento de

uniones celulares y de la forma celular (Alberts et al., 2002).

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un protozoario parasito de divergencia temprana
con un ciclo de vida complejo que incluye dos hospederos, insectos vectores de la familia
Reduviidae y vertebrados (incluyendo al humano, en el cual ocasiona la enfermedad de
Chagas) y diferentes estadios de desarrollo con caracteristicas morfolégicas y funcionales
particulares, el epimastigote, el tripomastigote y el amastigote. El citoesqueleto de T. cruzi
es muy peculiar, ya que estd basicamente formado por tubulina (Gull, 1999). Aunque se
ha demostrado la conservacion de actina en este organismo, no se han detectado
microfilamentos ni se tiene evidencia clara de la localizacion y funcion de esta proteina en
los diferentes estadios de T. cruzi (De Souza et al.,1983; Mortara, 1989; Cevallos et al.,
2003).

En un estudio previo de nuestro grupo de investigacion se clonaron vy
caracterizaron los dos alelos que codifican para de actina de T. cruzi y se demostrd su
expresion como un ARN mensajero de 1.6 kb en el estadio epimastigote (Cevallos et al.,
2003). Se utilizé una de las clonas gendémicas para amplificar la region codificada de
actina y se clond en un vector de expresion para generar una forma recombinante de la
proteina actina de T. cruzi, que fue empleada para inmunizar un conejo y obtener un
suero policlonal contra esta proteina. En el presente trabajo de tesis, este suero fue
caracterizado y empleado en la inmunodeteccion de actina en los diferentes estadios de
T. cruzi. Los resultados muestran la presencia y distribucion de actina en tripomastigotes
y amastigotes, y una localizacién mas definida de la proteina en epimastigotes, mostrando
concentraciones especificas no detectadas en estudios anteriores (De Souza et al., 1983;
Mortara, 1989).



3.1 Generalidades sobre Trypanosoma cruzi (T. cruzi).

T. cruzi es un protozoario (organismos eucariontes de divergencia temprana) parasito

unicelular miembro de la familia Trypanosomatidae (Ryan y Ray, 2004).

Clasificacién taxonémica:

Dominio: Eukaryota

Reino: Protozoa

Filum: Euglenozoa

Clase: Kinetoplastea
Orden Trpanosomatida
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma

Especie: T. cruzi

Los miembros de la familia Trypanosomatidae (tripanosomatidos) son pardsitos
con ciclos de vida complejos que incluyen diferentes formas morfologicas y varios
hospederos (Ryan y Ray, 2004). Algunos tripanosomatidos incluyendo T. cruzi son
agentes etioldgicos de varias enfermedades humanas importantes, como lo son la
enfermedad de Chagas en Latino América (T. cruzi), las leishmaniasis en varias regiones
del mundo (Leishmania), y la enfermedad del suefio en Africa (Trypanosoma brucei
[ T. brucei ] ), por lo que su estudio ha tenido una importancia médica y econémica (Ryan
y Ray, 2004). Ademas, los tripanosoméatidos presentan un numero de peculiaridades
biolégicas que han hecho de ellos interesantes objetos de estudio. Por ejemplo, se han
identificado estructuras celulares Unicas en estos organismos, como el cinetoplasto,
organelo constituido por el ADN de la Unica mitocondria del organismo, y el corset
subpelicular de microtdbulos, red de polimeros de tubulina adosada a la membrana
plasmética de la célula (De Souza 2002, revisibn). También, se ha demostrado que la
expresion génica en estos organismos tiene caracteristicas especiales: en general, sus
genes codificadores de proteinas carecen de intrones, estdn organizados en tandem y
son transcritos en unidades policistronicas; el control de la expresion génica opera a nivel
post-transcripcional; el procesamiento de ARN mensajeros es a través del “trans-splicing”
(proceso originalmente identificado en estos organismos), y sus ARN mensajeros

mitocondriales presentan una edicién muy particular (Vanhamme y Pays, 1995, revision).



El taxon T. cruzi se ha clasificado en dos principales grupos o subespecies:
T cruzi | y T cruzi Il. T cruzi | se ha asociado principalmente con el ciclo selvéticoy a la
infeccion de marsupiales, mientras que T cruzi Il (sub-grupos: lla, llb, lic, 11d y lle) con el
ciclo doméstico y la infeccion de mamiferos de placenta. La cepa CL Brener de T. cruzi,
miembro del subgrupo lle que resultd ser un hibrido conteniendo tanto secuencias de
T cruzi | como de T cruzi Il, se seleccion6 para secuenciar el genoma del parasito por ser
una de las cepas mejor caracterizadas experimentalmente. La secuencia del genoma de
T. cruzi, publicada en el 2005, revela que el genoma, diploide, tiene ~ 60 kb, la mitad de
éste consiste de secuencias repetidas (como retrotransposones y genes de familias de
moléculas de superficie del parasito) y contiene 22,570 genes codificadores de proteinas,
50 % de los cuales se desconoce su funcién (El-Sayed et al.,, 2005). De manera
interesante, el andlisis del genoma ha identificado diferencias en varios procesos
biolégicos tipicos en otros eucariontes como por ejemplo en la replicacién, en la
reparacion del ADN, en el trafico vesicular, y en el sistema de citoesqueleto, ya que el
parasito carece de muchos homoélogos de los componentes de éstos procesos o contiene
sistemas complementarios a estos (Berriman et al., 2005). También, se han descubierto
nuevas vias bioquimicas, funciones estructurales y blancos potenciales para drogas y

vacunas contra el parasito.

3.2 Estadios de T. cruzi.

Durante el ciclo de vida de T. cruzi se observan tres principales estadios o formas
de desarrollo definidos morfologicamente: el estadio epimastigotes, el estadio
tripomastigote, y el estadio amastigote (De Souza, 2002, revisién) - Figura 1-. La
definicion morfolégica de los estadios de T. cruzi (epimastigote, tripomastigote y
amastigote) esta basada en la presencia o la ausencia del flagelo; si el flagelo esta
presente, el nombre indica la posicién de la célula de donde emerge el flagelo (bolsillo
flagelar) relativa al nudcleo: 1) Amastigote, flagelo muy reducido o ausente;
2) Epimastigote: flagelo anterior al ndcleo, conectado por una membrana ondulante al
cuerpo celular; 3) Tripomastigote: flagelo posterior al nicleo, conectado al cuerpo celular
por una membrana ondulante larga. La posicién del cinetoplasto en relacion al nucleo
también se utiliza para diferenciar epimastigotes de tripomastigotes, ya que en todos los
estadios, el cinetoplasto se encuentra adyacente al cuerpo basal, de donde se origina el

flagelo.



3.2.1 EIl estadio epimastigote. El epimastigote (Figura 1A) es un estadio flagelado,
alargado y fusiforme, con una longitud de 20 a 40 um y un grosor de 2-5 pm. Esta forma,
gue es movil, presenta un flagelo largo que emerge directamente del citoplasma en la
parte central de la célula; una parte del flagelo estd unido a lo largo del cuerpo celular
formando una pequefia membrana ondulante, y la otra parte se presenta libre. El
epimastigote tiene un ndcleo y un cinetoplasto (organelo constituido por el ADN de la
Gnica mitocondria del parasito) centrales. Su nucleo es redondo, con un tamafio de
2.5 um. EIl cinetoplasto con forma de baston, estd localizado anterior al ndcleo. Este
estadio se divide por fision binaria longitudinal. Los epimastigotes se observan en el
intestino del hospedero invertebrado y en la fase logaritmica de cultivos axénicos (De

Souza 2002, revision).

A. Epimastigote B. Tripomastigote C. Amastigote

Figura 1. Los diferentes estadios de T. cruzi segun su morfologia: epimastigote,
tripomastigote y amastigote.  Se indican algunas de sus estructuras celulares. F: flagelo (F":
imagen del corte transversal del flagelo). Mo: membrana ondulante. Mt: microtubulos. RE: reticulo
endoplasmico. M: mitocondria. G: aparato de Golgi. V: glicosoma. R: reservosoma. B: cuerpo
basal. K: cinetoplasto. N: nlcleo. I: acidocalcisoma. Las letras en rojo A y P indican regiones
anterior y posterior de la célula. Figura modificada de Guzman et al., 1999.



3.2.2 El estadio tripomastigote. El tripomastigote (Figura 1B) es una forma flagelada,
alargada y fusiforme, con un cuerpo celular méas estrecho que el epimastigote. Tiene 18 a
25um de longitud y 2pum de grosor ElI movimiento de este estadio, que es
considerablemente movil con respecto al epimastigote, es dado por el flagelo que se
origina en el extremo posterior del cuerpo celular y corre adherido a lo largo del cuerpo
celular formando una membrana ondulante (que es méas extensa que la del epimastigote);
el flagelo se extiende mas alla del cuerpo celular presentandose como un flagelo libre. El
nacleo del tripomastigote es alargado y se localiza en la posicién central de la célula. En
el extremo posterior de la célula y alejado del nucleo, se localiza el cinetoplasto con forma
de canasta. Es un estadio incapaz de dividirse. Puede ser observado en: 1) células de
tejido y en la sangre del hospedero vertebrado - a estas formas se les conocen como
tripomastigotes sanguineos -, 2) en el intestino posterior, en las heces, y en la orina del
hospedero invertebrado - tripomastigotes llamados metaciclicos-, 3) en la fase
estacionaria de crecimiento de cultivos axénicos - también tripomastigotes metaciclicos -,
y 4) en la fase liquida de cultivos celulares - tripomastigotes de cultivos celulares que son
considerados como sanguineos- (De Souza, 2002; revision). A pesar del parecido
morfolégico entre tripomastigotes metaciclicos y tripomastigotes sanguineos, sus
diferencias funcionales se reflejan a nivel de expresion génica y de proteinas (Atwood Il
et al., 2005). Por ejemplo, en los tripomastigotes sanguineos, que circulan en el torrente
sanguineo y estdn expuestos a los efectores del sistema inmune del hospedero,
predomina la expresion de mudltiples miembros de grandes familias de moléculas de
superficie como lo son las mucinas, las trans-sialidasas, y las proteinas de superficie
asociadas a mucinas o MASP (de las siglas en inglés, Mucin-associated surface proteins).
Los tripomastigotes metaciclicos expresan, pero de una manera menos predominante, un
subconjunto estadio-especifico de estas moléculas de superficie; en cambio, expresan de
manera abundante enzimas y substratos importantes en la defensa antioxidante en
T. cruzi, lo cual se ha asociado con la pre-adaptacion de las formas metaciclicas para
resistir el potencial de la explosion respiratoria de las células fagociticas en el hospedero
mamifero. Se ha reportado que las formas metaciclicas son mas infectivas que las formas

sanguineas.

3.2.3 El estadio amastigote. El amastigote (Figura 1C) es una forma redonda, sin flagelo
libre (por lo tanto carece de movimiento). Es un estadio intracelular de las células del

hospedero vertebrado. En promedio, tiene una longitud de 6. 5 pm y un grosor de 2. 4 pm.



Su nucleo es redondo, y cerca de éste se encuentra el cinetoplasto formando un baston.
Se replica por fision binaria simple y pueden ser infectivas para las células de los

vertebrados (De Souza, 2002; revision).

3.3 Ciclodevidade T.cruzi.

En el ciclo de vida de T. cruzi esta bien documentado (De Souza, 2002, revision; Tyler y
Engman, 2001, revision) e incluye un grupo de vectores invertebrados y un grupo de

hospederos vertebrados:

1) Vectores invertebrados. Son insectos vectores de T. cruzi, hematofagos, del orden
Hemiptero, familia Reduviidae, y subfamilia Triatominae. A pesar de que todas las
especies Triatominae pueden ser vectores potenciales de la enfermedad y muchos
estan asociados en su transmision selvatica a mamiferos, solo un niumero contado
de especies estan asociadas con la transmision a humanos (ciclo doméstico). Los
tres vectores mas importantes de la enfermedad de Chagas son Rhodnius

prolixus, Triatoma infestans y Triatoma dimidiata.

2) Hospederos vertebrados. En general, los vertebrados son hospederos de T. cruzi,
entre estos se incluyen al hombre, algunos animales domésticos como perros,
gatos, ratones, ratas, conejos, cobayos, puercos, ganado vacuno y caballo; y
algunos reservorios naturales como armadillos, marsupiales, roedores,

murciélagos y primates silvestres.

El ciclo de vida de T. cruzi (Figura 2A) inicia cuando el insecto triatbmino se
alimenta de la sangre de un mamifero infectado. La sangre succionada contiene
tripomastigotes sanguineos , los cuales al llegar al tracto intestinal del vector se
transforman en epimastigotes . Los epimastigotes se replican repetidamente por fisién
binaria. Algunos epimastigotes migran a la parte terminal del intestino y a los tubulos de
Malpighian; una proporcién de estos epimastigotes se adhiere al epitelio de la cloaca del
insecto y se transforman en tripomastigotes metaciclicos  (proceso conocido como
Metaciclogénesis). La metaciclogénesis es dependiente de AMPc (AMP ciclico) y de

varios factores contenidos en la orina del insecto. Cuando el insecto vuelve a alimentarse,



Figura 2. A. Ciclo de vida de T. cruzi. El parasito infecta vertebrados, incluyendo al humano (ilustrado en esta figura), e insectos triatdminos. Figura
tomada de http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm. B. Ciclo intracelular. Vista esquematica de varias fases de la
interaccién de T. cruzi con células de vertebrados. Figura tomada de De Souza, 2002. Para mas detalles consultar el texto.
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libera en sus excreciones (heces y orina) tripomastigotes metaciclicos. El ciclo de vida de
T. cruzi dentro del insecto es completado en 2 a 4 semanas. Los tripomastigotes
metaciclicos liberados pueden penetrar el cuerpo de los mamiferos a través de
excoriaciones de la piel o por el contacto con la conjuntiva o con la mucosa. Una vez
introducido en el hospedero, los tripomastigotes metaciclicos son capaces de invadir un
gran rango de células nucleadas, aunque existe tropismo para cardiomiocitos y células de
musculo liso. El proceso de invasion inicia con la adhesién del parasito a la célula
hospedero (Figura 2B). Este paso involucra moléculas de ambas células (principalmente
azUcares expuestos en la superficie) y una sefializacion bidireccional que inicialmente
conduce a cambios en la membrana plasmatica de las dos células. Las observaciones
morfolégicas han mostrado que el parasito siempre penetra la célula huésped a través de
un proceso de endocitosis en el cual se forma una vacuola parasitofora. En células
fagociticas como los macréfagos, se forman proyecciones en la superficie celular como
las observadas en la fagocitosis. En la invasion de células no fagociticas esto no ocurre,
sin embargo, sefiales dependientes de Ca®* o del factor de crecimiento transformante B o
TGFB (Transforming Growth Factor B) inducen re-arreglos de los microfilamentos de
actina en la célula huésped vy el reclutamiento de lisosomas hacia el punto de adhesion
del parésito; estos lisosomas se fusionan con la membrana plasmatica, primero formando
una union con el parésito, y después, formando un compartimento vacuolar, la vacuola
parasitofora, que permite la entrada del parasito. Independientemente del mecanismo
usado para penetrar la célula, el parasito reside en la vacuola parasitéfora. La
acidificacion de la vacuola parasitofora, que resulta de la fusién de lisosomas, activa la
transformacion de tripomastigote metaciclico a amastigote. En este paso, en los
macrofagos se activa la NAD(P)H oxidasa con la produccion de productos derivados del
oxigeno que pueden matar al parasito, si no lo logran matar, este continla su ciclo
intracelular. Luego, la membrana de la vacuola parasitéfora es lisada por proteinas
secretadas por el parasito (por ejemplo, la molécula tipo porina Tc-Tox) y el amastigote es
liberado al citoplasma de la células hospedero, donde establece contacto directo con
estructuras y organelos del citoplasma de la célula huésped, y prolifera dividiéndose
repetidamente por fision binaria (que se repite cada 12 a 14 hr). Cuando la célula
hospedero se satura de amastigotes, estos inician su transformacién a tripomastigotes
sanguineos via una forma intermedia parecida al epimastigote. La diferenciacion de la
poblacién de parasitos intracelulares no es sincrénica, por lo que a un determinado tiempo

se pueden encontrar diferentes estadios entre los amastigotes y tripomastigotes. Al final
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del ciclo intracelular, el movimiento flagelar intenso del tripomastigotes sanguineo ayuda a
romper la célula hospedero, y los parasitos son liberados al espacio intracelular
alcanzando el sistema circulatorio (lo cual los acerca a células de otros tejidos). De ésta
manera, los tripomastigotes sanguineos pueden iniciar un nuevo ciclo de vida ya sea

infectando nuevas células o al ser succionados con la sangre por un vector.

3.4 Estructuras celulares de T. cruzi.

En T. cruzi se han descrito estructuras celulares tipicas de los eucariontes: El
nacleo, cuya posicién celular (ver estadios de T. cruzi) y conformacién varia en los
diferentes estadios, por ejemplo, en epimastigotes y amastigotes, la cromatina esta
localizada en la periferia nuclear y se observa un nucleolo central, en cambio, en
tripomastigotes, la cromatina se dispersa y el nucleolo desaparece, dando al nicleo una
apariencia homogénea y menos densa. El reticulo endoplasmico liso y el reticulo
endoplasmico rugoso se localizan en la region perinuclear y en la region entre el nlcleo
y el bolsillo flagelar. El aparato de Golgi , formado de 3 a 10 cisternas, estd presente
también entre el ndcleo y el cinetoplasto en la region cercana al bolsillo flagelar. Se

observan ribosomas dispersos a travées del citoplasma.

La superficie celular de T. cruzi estd compuesta por un glicocdlix distribuido
uniformemente a través de la superficie de cuerpo celular y del flagelo, una bicapa lipidica
conteniendo proteinas integrales de membrana y una red subpelicular de microtubulos,
una estructura del citoesqueleto Unica de los tripanosomatidos, que se describe a

continuacion.

El citoesqueleto de T. cruzi es muy peculiar, ya que estd basicamente formado por
tubulina (Gull, 1999). Esta proteina se encuentra formando los microtibulos de tres

principales estructuras:

a) El corset, malla o red subpelicular de microtibulos . Es una capa de
microtibulos (> 100 microtbulos) localizada por debajo de la membrana
plasmatica que cubre casi por completo el cuerpo celular de T. cruzi, excepto en la

region del bolsillo flagelar.
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b) EI cuerpo basal: Es el Gnico centro organizador de microtibulos (MTOC, siglas
en inglés) reconocible en el parasito. Es responsable de la nucleacion de los

microtubulos del axonema flagelar.

c) El flagelo: El flagelo de T. cruzi presenta una estructura basica de los flagelos,
mostrando un patron de microtubulos del axonema de 9+2. El axonema es el
motor mecano-quimico de la célula. En T. cruzi, la forma celular y la morfogénesis,
el movimiento celular (que ocurre a través del flagelo), la citocinesis y el
posicionamiento y movimiento de organelos son esencialmente dependientes de
los microtubulos (Robinson et al., 1995; Kohl et al., 2003). Ademas del axonema
microtubular, el flagelo contiene una estructura llamada cuerpo o baston
paraflagelar, o estructura paraxial, una red tridimensional de fibras altamente
organizada, que se localiza paralelo al axonema a lo largo del flagelo, que se

sugiere tiene también un papel en el movimiento flagelar.

Una estructura particular de T. cruzi es el cinetoplasto . T. cruzi presenta una sola
mitocondria cuyo ADN se encuentra condensado en una region bien definida de ésta. El
cinetoplasto corresponde a esa condensacion de ADN, y éste se encuentra formando una
estructura redonda o en forma de bastén cerca de la base del flagelo (la morfologia del
cinetoplasto varia de acuerdo al estado de desarrollo). EI ADN del cinetoplasto
corresponde al ~30% del ADN celular total. Estd formado por 20,000 a 30,000
minicirculos de ~0.8 a 2.5 kb y 20 a 50 maxicirculos de ~22kb estrechamente
asociados con una longitud de 6 a 11 um, los cuales corresponden al ADN mitocondrial
presente en todos los eucariontes. Los minicirculos son muy heterogéneos en cuanto a
secuencia, y codifican para pequefios ARNs guia que controlan la especificidad de los

procesos de edicion de ARNm originados de los maxicirculos.

Otras estructuras celulares Unicas en este organismo son el glicosoma, el
acidocalcisoma vy el reservosoma. El glicosoma es un organelo redondo, con un
diametro de 0.3 um, o alargado hasta de 2.8 um. Es un tipo peroxisoma con catalasa y
con enzimas de la oxidacibn de aminoacidos y lipidos; también concentra y
compartimentaliza a la via de glicélisis, aumentando la eficiencia de este proceso. Por otro
lado, el acidocalcisoma es un organelo acidico, con concentraciones de Ca** y

polifosfatos; su membrana contiene muchos intercambiadores de iones (por ejemplo,
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H*ATPasas, Ca® ATPasas) y una pirofosfatasa. Se piensa que el acidocalcisoma
funciona en el almacenamiento y regulacion del Ca?"; ademas, la alta concentraciéon de
polifosfatos sugieren un papel adicional en el almacenamiento de energia. El reservosoma
es un compartimento pre-lisosomal Unico del estadio epimastigote, en el cual se
almacenan las macromoléculas ingeridas que emplearan durante la transformacién de

epimastigote a tripomastigote.

3.5 Via de endocitosis, transporte vesicular y exoc  itosis o secrecion en T. cruzi.

T. cruzi contiene dos estructuras celulares especializadas para la endocitosis, el
bolsillo flagelar y el citostoma . El bolsillo flagelar es una invaginacién amplia de la
membrana plasmética de donde el flagelo emerge. Muy cerca de éste, se localiza el
citostoma, también una invaginacion de la membrana, que se extiende dentro del
citoplasma como un tubulo estrecho. El bolsillo flagelar se encuentra en los tres estadios
de T. cruzi, en cambio, el citostoma estd presente en epimastigotes y amastigotes, pero
no en tripomastigotes (Soares et al.,1992). En los epimastigotes, donde est4d mejor
caracterizado el proceso de endocitosis y el de transporte vesicular, se ha determinado
que el principal sitio de endocitosis es el citostoma (Porto-Carreiro et al., 2000), y que los
nutrientes ingeridos (lipidos, proteinas, azlcares) a través de esta estructura, son
transportados a lo largo de estructuras vesiculo-tubulares a los reservosomas, antes
descritos, Unicos del estadio epimastigote. Se conoce muy poco a cerca de los
mecanismos de nutricion en amastigotes y tripomastigotes. En los amastigotes se ha
reportado su capacidad de captar moléculas de la célula hospedero (por ejemplo, TGF-3)
a través del citostoma y el bolsillo flagelar, que luego concentran en vesiculas
intracelulares (Waghabi et al., 2005). También se ha reportado su capacidad de “tragar”
vesiculas con membrana a través del bolsillo flagelar (Meyer y De Souza, 1973). Por otro
lado, se ha demostrado que varias proteinas importantes para la endocitosis no son
expresadas en tripomastigotes, pero si en amastigotes y epimastigotes, por lo que se
piensa que en el tripomastigote la actividad de endocitosis podria ser minima (Soares et
al.,1992; Mauricio de Mendonca et al., 2000). Se ha sugerido que esta baja actividad de
endocitosis en el tripomastigote se debe a que es una forma no proliferativa que no
requieren la captacion de nutrientes de novo. Son mas escasos los datos referentes al

proceso de exocitosis-secrecion en T. cruzi. Al parecer, el bolsillo flagelar es el sitio con
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mayor actividad de exocitosis en T. cruzi (Souto-Padron et al., 1990a). Los productos de
secrecion identificados en T. cruzi son proteinas integrales y periféricas de membrana las
cuales son insertadas en el bolsillo flagelar, y posteriormente migran a otras regiones de
la membrana plasmaética, tal es el caso de la cistein proteinasa, cruzina o cruzipaina
(Souto-Padron et al.,1990a). En el amastigote, ademas de la cistein proteinasa, se ha
demostrado que otros antigenos como Ssp4, neuraminidasa, y epitopes conteniendo a-
galactosil son liberados por exocitosis al bolsillo flagelar y posteriormente son distribuidos
a través de toda la superficie celular o a otras regiones de ésta (Silva et al.,1988; Souto-
Padrén et al., 1990 a, b, 1994). Finalmente, en un estudio protedmico en los diferentes
estadios de T. cruzi, se detectd Unicamente en los amastigotes un conjunto de proteinas
involucradas en el trafico vesicular (reticulo endoplasmico - aparato de Golgi) - por
ejemplo, rabl, sec23 y sec31 - sugiriendo un proceso mas activo en este estadio (Atwood
1l et al., 2005).

3.6 La tripanosomiasis americana.

La tripanosomiasis americana, presente a través de México, América Central y
Sudamérica, es una parasitosis cronica conocida también como enfermedad de Chagas
en honor al médico brasilefio Carlos Chagas, descubridor del parésito flagelado (que
posteriormente nombré T. cruzi en honor a su mentor Oswaldo Cruz), quien también
demostré la relacién de este parasito con la enfermedad (Andrade y Andrews, 2005,

revision).

La enfermedad de Chagas representa la mas grave enfermedad parasitaria del
continente Americano. La OMS estima que en el continente hay 16 - 18 millones de
personas infectadas, 21,000 muertos reportados cada afio, y mas de 100 millones en
riesgo de infeccion (http://www.who.int/en/). De los infectados, se ha estimado que del
25 % al 30 % la infeccion progresara irreversiblemente a patologias cardiacas, de eséfago

y de colon, provocando al cabo de los afios, morbididad y mortalidad considerables.

3.6.1 Transmision. La transmision natural, que es responsable del 80 % de las

infecciones humanas, ocurre al contacto con las excreciones contaminadas del insecto
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vector permitiendo la entrada de T. cruzi a través de lesiones en la piel, la mucosa o
conjuntiva. La transmision a través de transfusiones de sangre infectada puede ocurrir, y
es la segunda causa principal de infeccion (5-20 % de los casos). También se ha
reportado la transmisién congénita, con una incidencia de 2 - 10 % en los embarazos de
madres infectadas. Finalmente, con una incidencia menor, se ha descrito la transmision
oral debida a la ingestibn de alimentos contaminados con las heces de triatbmino

infectados.

3.6.2 Fases de la enfermedad de Chagas. Hay tres principales fases de la enfermedad

de Chagas en el humano (Carlier et al., 2003)

a) La fase aguda. Esta fase, que aparece justo después de la infeccion, afecta a nifios y
a adultos jovenes, y es asintomatica en los otros pacientes. Se caracteriza por una
parasitemia alta, dado que ocurren multiples ciclos de division celular del parasito, y una
respuesta inflamatoria general intensa, resultado de la ruptura de células infectadas que
liberan tripomastigotes y restos celulares. Los sintomas pueden incluir: lesiones en el
portal de entrada del parasito en la transmision natural, como el chagoma (nddulo
cutaneo) cuando la entrada ha sido a través de la piel, y el signo de Romafia (edema
unilateral perioftdlmico) cuando la entrada fue a través de la conjuntiva; fiebre; dolor de
cabeza; edema periférico; taquicardia persistente; sarpullido temporal; miocarditis aguda;
meningoencefalitis; agrandamiento del higado y del bazo; y linfadenopatia generalizada.
La mortalidad en esta fase ocurre en <5 % de los nifios menores de 2 afios, y se debe a
la miocarditis aguda y/o la meningoencefalitis. Las manifestaciones de la fase aguda se
resuelven espontaneamente en 3 a 8 semanas en el 90 % de los infectados, y entran a la
fase intermedia asintomatica. Un 5 % de los infectados presentan una progresion directa

de la fase aguda a la fase crdnica sintomatica.

b) Fase intermedia o indeterminada. La infeccion aguda es seguida por una fase
intermedia asintomatica durante la cual el sistema inmune parece capaz de reducir a
niveles bajos los tripomastigotes circulantes. Del 50 al 70 % de los pacientes en esta fase

nunca desarrollan las lesiones cronicas de la enfermedad y permanecen en un estado
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asintomatico. Los 30 a 50 % de pacientes restantes desarrollan la fase cronica de 5 a 40

afos después de la infeccion aguda.

c) Fase cronica. La fase crdnica se caracteriza por el desarrollo de lesiones en drganos
debidas a la induccién secuencial de la respuesta inflamatoria y a fibrosis. A nivel celular,
los miocitos (por miocitdlisis) y las células nerviosas (que producen la denervacion
autonémica) son principalmente afectados. A nivel de 6rganos, el corazon es el mas
afectado. Dos tercios de los pacientes de la fase crénica manifiestan problemas cardiacos
como arritmias, falla cardiaca y tromboembolia. Al destruirse el sistema de conduccién, los
miocitos y los nervios cardiacos parasimpaticos, en conjunto con la apariciéon de un foci
eléctrico arritmogénico en las areas inflamatorias son el origen del sindrome arritmico. La
hipertrofia de los miocitos sobrevivientes y la intensa fibrosis que reemplaza los miocitos
destruidos predispone a la dilatacion y a la falla cardiaca. La pared ventricular izquierda
del corazon se adelgaza, lo cual produce la formacion de un aneurisma apical
(caracteristico de la enfermedad de Chagas). La presencia del aneurisma favorece la
formacion de trombos, lo cual explica la comun ocurrencia de tromboembolismo sistémico
y pulmonar. Algunas veces (un tercio de los casos de fase crénica) pueden presentarse
lesiones en el sistema digestivo debidas a la denervacion intramural parasimpdtica; éstas
lesiones estan dispersas irregularmente y se ven afectados principalmente el es6fago y el
colon. La zona afectada puede presentar alteraciones peristalticas funcionales, puede
estar dilatado (megaesd6fago o megacolon), o puede estar dilatada y agrandada
(dolicomegaesofago). No hay cura para las lesiones de la fase cronica, que resulta

altamente incapacitante, y puede conducir finalmente a la muerte.

3.6.3 Diagnostico. El diagnostico de la infeccion aguda, cuando hay parasitemia
detectable, consiste en identificar el parasito a través de pruebas de laboratorio
(http:/lwvww.who.int/en/): 1) la examinacion al microscopio de sangre no coagulada del
paciente en un frote sanguineo bajo la tincion de Giemsa; 2) el xenodiagndéstico, donde el
paciente es intencionalmente picado por el insecto transmisor no contaminado y, a los 30
y 60 dias después de la succion de la sangre, se examinan sus heces e intestinos bajo el
microscopio para detectar tripomastigotes o epimastigotes del T. cruzi; 3) la inoculacion

de la sangre del enfermo en animales de laboratorio (como ratones) y la verificacion de si
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desarrollan la enfermedad aguda; 4) el crecimiento y la multiplicacion de posibles
parasitos presentes en la sangre en medios de cultivo especializados como por ejemplo,
el medio LIT (triptosa de infusién de higado). En las etapas intermedia y crénica de la
enfermedad es mas dificil el diagndstico porque usualmente no tienen niveles detectables
de parasitos en sangre. Para su diagndéstico se han desarrollado técnicas moleculares
como la deteccion del ADN del parasito por PCR, y pruebas inmunoldgicas para detectar
anticuerpos especificos contra el pardsito en la sangre (fijacibn del complemento,
hemoaglutinacién indirecta, ELISA, aglutinacién directa, y aglutinacion de particulas), que
también han funcionado para el diagnéstico de las fases intermedia y cronica de la

enfermedad.

3.6.4 Tratamiento. Las principales drogas usadas para el tratamiento terapéutico son los
nitrofuranos (nifurtimox; Bayer) y los nitroimidazoles (benznidazole; Roche), que actian a
través de la induccion de dafio oxidativo o reductivo del pardsito; sin embargo, ambas
drogas son altamente mutagénicas y causan efectos secundarios importantes; ademas,
su eficacia se limita a la fase aguda de la infeccion y ésta es altamente variable, por lo
gue aun existe controversia respecto a si los pacientes son realmente beneficiados por
estos tratamientos (Croft et al., 2005, revision). Una variedad de drogas nuevas muy
prometedoras estan en desarrollo, por ejemplo, nuevos derivados de triazol, inhibidores
de cruzipaina (una proteasa esencial especifica de T. cruzi), N-alquil-bifosfonatos,
inhibidores de la sintesis y metabolismo de tripanotion, etc. (Croft et al., 2005, revision).
Por otro lado, no existe tratamiento para la forma crénica de la enfermedad, ni hay una
vacuna, pero, en éste Ultimo caso, existe una gran cantidad de investigaciones realizadas

en torno a los mecanismos de la infeccion que prometen el desarrollo de una vacuna.

3.6.5 Estrategias de control de la enfermedad de Ch agas. En la actualidad, la
estrategia de control mas utilizada se basa en el control de la infestacion de casas por
triatbminos usando insecticidas, en conjunto con la promocion de mejoramiento de
viviendas para controlar la transmision natural del parasito. Por otro lado, la busqueda
sistemética de la sangre donada con andlisis serologicos desarrollados, para eliminar la
transmision asociada a la transfusion. También, el tratamiento de casos agudos y casos

en nifos han contribuido a la disminucidon de la transmisién de la enfermedad. Estos
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programas han recibido apoyo fuerte en casi toda Sudamérica, y ha probado ser

altamente exitosa en reducir la prevalencia de la enfermedad (http://www.who.int/en/).

3.6.6 La enfermedad de Chagas en México.  En México se ha encontrado que muchas
de las especies de triatbminos del pais se encuentran naturalmente infectadas con
T. cruzi. Las especies de mayor relevancia epidemioldgica corresponden a T. barberi,
T. dimidiata, T. phyllosoma, T. gerstaeckeri, T. longipennis, T. mazzotti, T. mexicana,
T. pallidipennis y Rhodnius prolixus. Sin embargo, la informacion de la prevalencia de la
enfermedad de Chagas en el pais es escasa. El dato mas representativo corresponde al
de la Encuesta Nacional de Seroprevalencia desarrollada de 1987 a 1989, el cual mostré
una positividad media del 1. 6 % a anticuerpos anti-T. cruzi para todo el territorio nacional,
siendo los estados mas infectados Chiapas, Oaxaca, Hidalgo, Veracruz, y Baja California
Norte (Velasco-Castrejon et al., 1992). Una prevalencia similar (1. 5%) se observé en un
estudio realizado en donadores de sangre en el Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemioldgicos (Guzman-Bracho et al., 1998). Segun las estimaciones de la prevalencia
de la enfermedad usando informacion poblacional un poco mas reciente sugieren que el
porcentaje de prevalencia de la enfermedad de Chagas en México se han mantenido
(Guzmén-Bracho, 2001). En el periodo de 1991 al 2002, se han notificado un total de 209
casos agudos, 73 con manifestaciones tardias de la enfermedad y 733 casos
indeterminados (Secretaria de Salud de México). Para enriquecer el conocimiento sobre
la enfermedad de Chagas en México (a través del monitoreo de vectores y reservorios,
asi como de los casos humanos), y desarrollar estrategias y programas eficaces de
control de la infeccion, se necesita un fuerte apoyo continuo por parte de las autoridades

de salud y académico.
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3.7 El citoesqueleto.

El citoequeleto es Unico en los eucariontes (Alberts et al., 2002). Como su nombre
lo indica, es el esqueleto de la célula y ayuda a mantener la forma celular; su dinamica
permite el movimiento celular (a través de estructuras como flagelos, cilios y
lamelipodios), el transporte intracelular (movimiento de vesiculas y organelos) y la division
celular, entre otras funciones. El citoesqueleto estd compuesto por tres principales tipos
de filamentos: microfilamentos, microtdbulos, y filamentos intermediarios. Los
microfilamentos son polimeros de actina, los microtibulos lo son de tubulina, y los
filamentos intermediarios son polimeros de proteinas fibrosas como la vimentina, la
queratina y la desmina. A continuacion se revisara el tema de la proteina actina, tema de

este trabajo.

3.8 Actina.

3.8.1 Generalidades. Actina es una proteina compuesta de una cadena polipeptidica que
tipicamente consiste de 375 aminoacidos y tiene un peso molecular aproximado de
42 kDa. Esta proteina fue originalmente aislada de musculo estriado, en donde esta
constituye el 20 % del total de proteinas celulares, por Straub et al. en 1942 (Universidad
de Szeged en Hungria). Durante 20 afios después de su inicial descubrimiento, actina fue
descrita como un componente distintivo y Unico de las células musculares, sin embargo, a
partir de los 1960°s, empezaron a emerger reportes de la presencia de isoformas en
muchas células no musculares. En los vertebrados se tienen identificadas seis isoformas
de actina codificadas por una familia de genes y con una distribucién tejido distintiva:
actina a de musculo esquelético, actina a de musculo cardiaco, actina a de musculo liso
de aorta, actina a de musculo liso de estbmago, y las actinas citoplasmica B y y. En la
actualidad actina es reconocida como una de las proteinas mas conservadas, abundantes
y versatiles de las células eucariontes. Actina ha sido identificada en las células de todos
los organismos eucariontes, en muchos de los cuales representa del 5 al 10 % del total de
proteina, y su secuencia de aminoacidos esta altamente conservada entre las especies:
las actinas de fuentes mas divergentes como las de los protozoarios, que tienen mayor
parecido a la y actina citoplasmica de vertebrados, ain comparten similitudes de 65 a

70 %. Esta conservacion a través de la evolucion, es explicada por la importancia de
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actina en las células, en el sentido de que debe ser dificil cambiar aminoacidos sin afectar
adversamente muchas de las interacciones proteina-proteina de actina, importantes para
muchas tareas vitales para la célula - Ver méas adelante funcion de actina - (Alberts et al.,
2002).

En afios recientes, se han descrito actinas divergentes, que en conjunto con la
actina conforman un grupo de diversas proteinas evolutivamente antiguas, que ahora se

ha llamado familia de actina - Ver Cuadro 1 - (Alberts et al., 2002).

Cuadro 1.
La familia de Actina. La actina convencional y las actinas divergentes, las ARPs.

A principios de los 1990's, comenzaron a clonarse y caracterizarse genes distantemente
relacionados al gen de la actina “convencional” (gen que codifica a la actina filamentosa) en
diversos organismos. La secuencia de nucleétidos de estos genes son, en promedio, un 50 %
idénticos a la actina convencional, y sus productos fueron nombrados como proteinas relacionadas
a actina o ARPs (de las iniciales en inglés de “actin related protein”). En la actualidad, se sabe que
la mayoria de las células eucariontes contienen variedad de ARPs. Algunas de estas ARPs tienen
papeles bien caracterizados, por ejemplo, Arp2 y Arp3 en la polimerizacion de la actina
convencional, Arpl y Arpl10 en la funcién motora de dineina, y Arp4, Arp5, Arp6, Arp7, Arp8 y Arp9
en el ndcleo, particularmente en la remodelacién de la cromatina. También, se han identificado
Arps orfanas cuya funcién aun se desconoce. Con la disposicién de las secuencias gendmicas
completas de varios organismos eucariontes, se han localizado otros genes que codifican nuevas
proteinas relacionadas a actina, de las cuales serd importante determinar si son funcionales
(Goodson y Hawse, 2002).

Los datos cristalograficos indican que actina es una proteina globular conformada
por dos dominios conectados por una bisagra (Figura 3A). La molécula presenta una
hendidura que forma sitios de unién tanto para un cation divalente (generalmente Mg en
las células) como para un nucleétido ATP o ADP (Figura 3A). Los dos dominios de actina,
llamados originalmente como grande y pequefio (aunque ahora se sabe que tienen casi el
mismo tamanfio) son divididos en subdominios (Figuras 3A y 4). El dominio pequefio esta
compuesto de los subdominios 1 (que en la secuencia primaria de la a actina de conejo
corresponden a los residuos aminoécidos, aa, 1-32, 70-144 y 338-375) y 2 (33-69 aa),
mientras que el dominio grande estd compuesto de los subdominios 3 (145-180 aa y 270-
337 aa) y 4 (181-269 aa). Los subdominios 1b y 3a, localizados en el interior de la
molécula actina, conforman el bolsillo hidrofébico, asociado a la union al nucleétido y al

cation.
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Figura 3. A) Estructura tridimensional de a actina de conejo. B) Dibujo de varias moléculas de
actina constituyendo un microfilamento. Los microfilamentos son fibras flexibles de
aproximadamente 7 nm de didmetro y varios micrometros de longitud. Cada microfilamento esta
constituidos por 2 hebras polimeros de actina, que se enrollan para formar una estructura helicoidal
doble. En el microfilamento, cada 37 nm o 13 subunidades, las hebras se entrecruzan. La actina
puede polimerizar en ambos extremos, sin embargo, la velocidad es mas rapida en el llamado (por
convencién) extremo positivo (+ ) que en el extremo negativo ( - ). C) Microfilamentos vistos por
medio del microscopio electrénico. Las figuras B y C fueron tomadas de Alberts et al., 2002.

Subdominio: 2 1k Ja

Interior

Bolsillo hidrofohico,
union al ATP y al cation
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I |
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Figura 4. Distribuciéon de los subdominios en la secuencia primaria de la proteina a actina de

conejo.

21



Los dominios restantes, que estan principalmente expuestos en la superficie de la
proteina, contienen regiones importantes para la polimerizaciébn de actina, siendo
relevantes, el loop de DNasa | (38-52 aa), el loop H (262-274 aa) que incluye un tapon
hidrofébico de 4 residuos, y el extremo carboxilo terminal de la proteina. En la tabla 1 se
indican algunos de los residuos que se ha demostrado son importantes en la interaccion
intermolecular durante la polimerizacién, en la uniébn a ATP y otras moléculas (Dos
Remedios et al., 2002).

Actina presenta un numero pequefilo de modificaciones covalentes post-
traduccionales. En la mayoria de las células, las moléculas de actina son modificadas por
la acetilacion de los residuos N-terminales (Abe et al., 2000), y la metilacién de una de sus
histidinas, la H73 (Yao et al., 1999). Estas modificaciones conducen a cambios
estructurales que finalmente repercuten en la funcion de actina. Por ejemplo, la acetilacion
del extremo N-terminal modifica la interaccidén con proteinas en ésta region, y la metilacion
H73 es importante para la correcta interaccion con el nucleétido. Por otro lado, se ha
observado que en Dictyostelium discoideum la fosforilacion extensiva de tirosinas de
actina ocurre en respuesta a estrés quimico (Liu et al., 2006), y en Physarum actina es
fosforilada en T203 bajo estrés por deshidratacion (Gettemans et al., 1992); en ambos
casos, la fosforilacion afecta la polimerizacién de actina, por lo tanto, originando cambios
en la forma celular. También, se ha reportado que en la planta Mimosa pudica actina es
fosforilada en tirosinas antes del movimiento foliar inducidos por contacto (caracteristico
de ésta planta) y desfosforilada después; al parecer, el estado fosforilado impide la
fragmentacion de filamentos de actina requeridos para tal movimiento (Kameyama et al.,
2000; Kanzawa et al., 2006). En células de mamiferos no hay evidencia de fosforilacion

de tirosinas, aun exponiéndolas a estrés (Liu et al., 2007).
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Tabla 1. Residuos involucrados en varias interaccio

nes y funciones de actina:

Funcion

Sitios de unién

Polimerizacén

¢ Loop de unién a DNasa | (residuos 38-52), el extremo C-terminal. Kim y
Reisler, 1996.

e Loop H (residuos 262—-274). Feng, 1997.

« Algunas interacciones intermoleculares entre las actinas: H40/E167,
Q41/C374, S265/C374, y Q41/S265. Kim et al., 2000.

e 2-5,40-50, 61-64, 89-100, 110-112, 130-131, 166-173, 195-197, 202-205,
243-247, 266-269, 285-289, 322-325, 357-360, y 375. Dos Remedios et al.,
2002.

Unién a ATP D13, S16, G17, L18, K20, Q139, D156, D159, G160, V161, K215, E216, G304,
T305, M307, Y308 y K338. Otterbein et al., 2001.

Unién a ABPs:

DNasa | Loop de unién a DNasa | (residuos 38-52). Residuos 39-46, 50, 53, 60-64, 68, 69,

ADF/COFILINA

Profilina

Gelsolina

Timosina
CapZz
Complejo ARP2/3

Unién a Miosina Il

202-204 y 207. Dos Remedios et al., 2002.

1-12, 25, 147, 167, 288, 292, 328, 334, 341, 344, 345, 348, y 357-375. Dos
Remedios et al., 2002.

113,166, 167, 169, 171-173, 284, 286-288, 290, 354, 361, 364, 369, 371-373 y 375.
Dos Remedios et al., 2002.

1-18, 112-117, 144, 146, 148, 167, 169, 285-375, 334, 350, 351, 354, 356-375,374 y
375. Dos Remedios et al., 2002

1-4, 41, 154, 155, 167. Dos Remedios et al., 2002.
338-348 y 360-372. Dos Remedios et al., 2002.
Subdominios 2 y 4. Dos Remedios et al., 2002.

La region N- terminal es importante para la funcién actino-miosina.
Residuos de unién a miosina Il (2, 24, 25, 40, 42, 144-148, y 341-353).

Unién a drogas:
Unién a Faloidina

Unién a Latrunculina

G158, R177 y D179. Belmont, 1999.

R210, D211, K213, E214, K215, D157, R183 y D184. Ayscough et al., 1997; Belmont
et al., 1999.
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La funcion principal de actina es formar filamentos, también conocidos como
microfilamentos o actina F - Figura 3B -. A la forma monomérica de la proteina se le llama
actina G. (Alberts et al., 2002). Los microfilamentos son fibras flexibles de
aproximadamente 7 nm de didmetro y varios micrometros de longitud. Cada
microfilamento esta constituido por 2 hebras de polimeros de actina, que se enrollan para
formar una estructura helicoidal doble. En el microfilamento, cada 37 nm o 13
subunidades, las hebras se entrecruzan. Cada monomero de actina tiene sitios de union
en su superficie que le permiten asociarse a través de una interaccion cabeza-cola con
otros dos mondémeros generando el filamento helical. En el microfilamento cada
mondmero de actina es rotado 166 ° lo cual le da | a apariencia de doble hélice. Debido a
que todos los mondmeros de actina estan orientados en la misma direccion, los filamentos
tienen una polaridad diferente en sus extremos: mas y menos. Esta polaridad se distingue
facilmente con la “decoracion” con fragmentos S1 de miosina: los fragmentos S1 de
miosina se unen a las moléculas de actina en un filamento, en una manera estéricamente
precisa, formando una serie de proyecciones laterales dirigidas en una direccion; cuando
se observan en microscopio electronico, estas proyecciones aparecen como flechas,
permitiendo distinguir los extremos del filamento. A partir de este ensayo, se nombraron
extremos puntuado y barbado a los extremos més y menos, respectivamente, del

filamento. La polaridad del microfilamento es importante para su ensamblaje.

In vitro, actina se polimeriza espontaneamente. El primer paso en la polimerizaciéon
de actina, llamada nucleacion, es la formacion de un agregado de tres monémeros de
actina. Los microfilamentos pueden crecer por la adicion reversible de mondémeros en
ambos extremos, sin embargo, el extremo mas crece cinco veces mas rapido que el
extremo menos. ElI ATP contenido en los monomeros de actina es hidrolizado a ADP
después del ensamblaje del filamento. EI ATP no es necesario para la polimerizacion, sin
embargo, los monémeros con ATP se unen mas facilmente al filamento que aquellos que
contienen ADP. Como se vera adelante, tanto la unién como la hidrélisis del ATP tienen
un papel importante en la regulacién del ensamblaje y la dinamica de los filamentos de

actina
Existe un equilibrio entre los mondmeros y los filamentos de actina dependiente de

la concentracion de los monémeros libres: la velocidad con la cual un monémero se

incorpora al filamento es proporcional a su concentracion, por lo tanto, hay una
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concentracion critica de mondémeros con la cual la velocidad de su polimerizacion iguala la
velocidad de disociacion; a ésta concentracion critica, los monémeros y filamentos estan

en equilibrio.

Como se menciond anteriormente, los extremos de los microfilamentos crecen a
diferentes velocidades. Debido a que actina-ATP se disocia menos rapido que actina-
ADP, esto resulta en una diferencia en la concentracion critica de monomeros necesaria
para la polimerizacion en los dos extremos. Esta diferencia produce el fendmeno de
“treadmilling” (“rueda de carreta” o “movimiento noria”) que demuestra el comportamiento
de la dinamica de los filamentos de actina. Para que este sistema se encuentre en un
estado estacionario, la concentracion de monomeros libres debe ser intermedio entre las
concentraciones criticas requeridas para la polimerizacion en los extremos mas y menos
del filamento. Bajo estas condiciones, hay una pérdida neta de monémeros provenientes
del extremo menos, que estd balanceado por una adicion neta al extremo mas. El
fendmeno de “treadmilling” requiere ATP, con actina-ATP polimerizandose en el extremo
mas, mientras actina-ADP se disocia del extremo menos. A pesar de que se desconoce el
papel de este fendbmeno en la célula, este podria reflejar la dindAmica de ensamblaje y
desensamblaje de los microfilamentos requeridos para el movimiento y cambio de la

forma celulares.

En la célula, las proteinas de union a actina o ABPs (de las siglas en inglés de
Actin Binding Proteins) regulan el tamafio de la poza de actina libre, la nucleacion, el
ensamblaje-desensamblaje de la actina en filamentos, y la organizaciébn de
microfilamentos en estructuras mas complejas como haces y redes de actina (Dos
Remedios et al.,, 2002). Se han identificado mas de 70 ABPs, algunas afectan los
mondmeros controlando su secuestro o por el intercambio de nucleétido; otros controlan
la formacion y la estabilidad de filamentos regulando el “capping”, la nucleacién, el
entrecruzamiento, la formacion de haces, y el corte (“severing”). Consultar tabla 2. La
presencia de reguladores (ABPs) son los que determinan qué tipo de estructuras y de

actina se formaran.
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Tabla 2. Proteinas de unién a actina (ABPs Actin Bi  nding Proteins) y sus funciones.

Funcion: Ejemplos de ABPs:
e Complejo ARP 2/3:
Genera nucleos de actina del lado de filamentos existentes. Se une a G-actina para generar un trimero estable y
un nudcleo para el crecimiento del filamento. Se une al extremo menos para asegurar el crecimiento al extremo mas
Nucleacion

. Forminas:

El dimero del dominio de formina homologia 2 (FH2) se flexiona para acomodar la adicién continua de monémeros
de actina al extremo mas del filamento.

En levadura, los cables largos de actina se requieren para la polaridad celular se generan por nucleacion de
forminas.

Regulacion del crecimiento,
estabilidad y desensamblaje
de F-actina

a) “Cappers”

« CAPZ:
Proteina formada por las dos subunidades CapZ-o y CapZ-3, que forma un casquete o “cap” en el extremo mas de
los filamentos de actina para estabilizarlos y no permitir la adicion de mas mondmeros de actina.

*  Gelsolina:

Capper del extremo mas, bloquea la adicion de nuevos mondémeros, diminuye la longitud del filamento. También
puede separar los filamentos de actina, aumentando rapidamente la dinamica de actina.

* Tensina:

Capper del extremo mas, bloquea la adicién de nuevos monémeros, diminuye la longitud del filamento.

b) Despolimerizadoras

e ADF Actin Depolymerizing Factor (ADF) / Cofilina:

Proteina ubicua, altamente conservada. Se une a ADP-F-actina y promueve la disociacién de ADP-actina del
extremo menos del filamento. ADF/cofilina también se asocia con AIP-1 (actin interacting protein), aumentando la
actividad despolimerizante de la cofilina. Por otro lado, también promueve el capping del extremo mas.
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Regulacion del crecimiento, c) Prevencion de la e Tropomiosina:
estabilidad y desensamblaje polimerizacion
de F-actina Se une a lo largo del filamento y lo estabiliza en contra de la despolimerizacién espontanea. Tiene efecto protector
contra la despolimerizacion mediada por la gelsolina y la ADF/cofilina. En masculo estriado, junto a las troponinas
regula la interaccién de miosina con actina.

. Nebulina:

Proteina larga con numerosos sitios de baja afinidad para actina, que actlan juntos para promover, estabilizar y
determinar la longitud de los filamentos delgados en el musculo estriado.

d) Proteinas que e Proteinas con motivos de union a poli-prolina: VASP y la vinculina.

responden a redes de

sefalizacion modificando » Proteinas con motivos poli-prolina, que reclutan componentes de la maquinaria de polimerizacion de
la organizacion de F- actina: profilina.

actina

*  Proteinas con varios dominios SH3 (que reconocen secuencias ricas en prolina) que las asocian a trafico
de membrana (p.e., Abpl) y con complejos de adhesion (p.e., cortactina ).

Proteinas de unién a monémeros *  Twinfilina, ADF/cofilina:

Se unen a ADP-actina tan rapido como es liberada de los filamentos.
*  Profilinay CAP:

Facilitan el intercambio de ADP por ATP.
«  Twinfilina, Srv/CAP, profilina, verprolina/WIP y WA  SP:

Faclitan nuevas rondas de polimerizacion.

Proteinas secuestradoras de monémeros * Timosina:

Se une a los dos extremos de actina monomeérica previniendo la incorporacion a los filamentos.

Proteinas que regulan las a) “Actin-bundling * Haces relajados: alpha-actinina , fibras estriadas de actina.
estructuras de F-actina de protein“(proteinas para la
alto orden: formacion de haces) «  Haces estrechos: fimbrina en las microvellocidades.
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b) “Actin-crosslinking
proteins” (proteinas para
la formacion de redes)

«  Arreglos perpendiculares: dimero de filamina o complejos tetraméricos de espectrina .

e Mallas densas: monémeros de transgelina .

ABPs que interactuan con
actina en la mecanica celular

a) Proteinas motoras

. Miosinas:

Motores moleculares dependientes de actina que producen movimiento y fuerza a través de la hidrolisis de ATP.
La miosina se mueve a través de la actina. Hay 20 diferentes miosinas con funciones distintas. Todas usan a la
actina como anclaje para mover membranas, vesiculas, flamentos de actina u otras proteinas, principalmente del
extremo mas al menos.

b) Proteinas de anclaje a
la membrana:

. Distrofina:

Es una proteina del complejo distrofina-glicoproteinas que liga el citoesqueleto de la fibra muscular a la matriz
extracelular, a través de la membrana celular.

e Utropina:

Proteina relacionada a la distrofina.

c) Proteinas conectores
entre actina y otros
elementos del
citoesqueleto:

e Talina:
Unen el citoesqueleto de actina a los receptores de adhesién celular distroglicanos.
e Vinculina:
Unen el citoesqueleto de actina a los receptores de adhesion celular como los integrinas.
e  Anexinas:
Interactian directamente con la membrana y con actina.
e Plectina:

Une actina a microtibulos o a filamentos intermedios.
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3.8.2 (,Como se estudia actina en las células? La identificacion y el andlisis de la
localizacién subcelular de actina y las estructuras formadas por ésta en diversos tipos
celulares se ha realizado usando la microscopia electronica de transmisién, la inmuno-
microscopias electronica y de fluorescencia y técnicas bioquimicas como la electroforesis,
uni y bi-dimensional y el inmunoblotting usando anticuerpos dirigidos contra la proteina, o
sobre-expresando proteinas de fusion GFP (de sus siglas en inglés Green Fluorescent
Protein)-actina en las células estudiadas (Small et al., 1999). Se realizan estudios
bioguimicos para separar la actina monomérica (incluso purificarla) de la polimerizada en
los extractos celulares, se realizan ensayos “spin-down” gue se basa en la sedimentacion
diferencial -este ensayo tiene la desventaja de que a veces puede ser destructivo y que
los oligos pequefos no sedimentan- (Harris et al., 1982), y los ensayos de afinidad a la
DNasa | (Cuadro 2). Por otro lado, para el estudio de la dinAmica del citoesqueleto de
actina en las células, se han empleado una serie de agentes o drogas con efectos
estabilizantes o desestabilizantes de los microfilamentos de actina (Fenteany y Zhu,
2003). Consultar Tabla 3. También, la mutacién o delecion del gen de actina, por ejemplo,
insertando genes de resistencia a antibiéticos, utilizando el sistema de RNA de
interferencia para “silenciar genes” se han empleado para entender el papel de ésta
proteina en el ciclo de vida de diferentes células (ejemplo de este tipo de estudios se
pueden consultar en: Drubin, 1990; Williams, 2006; Dunn, 2007; Shering et al., 2007; Liu
et al., 2007; Garcia-Salcedo et al., 2004)

Cuadro 2.

La desoxiribonucleasa pancreatica bovina | o DNasa l.

La DNasa | es una ABP de 33 kDa que hidroliza el ADN y que se une con alta afinidad a actina G
(en la superficie del subdominio 2) y al extremo puntuado de actina F (Podolski y Steck, 1988). En
algunas células se le ha encontrado interactuando fuertemente con actina, pero ain se desconoce
la importancia biolégica de esta asociacion (Malickablaszkiewicz y Roth, 1983). La DNasa | ha sido
una herramienta muy (til para el estudio de actina: por ejemplo, el ensayo de inhibicién de DNasa |
mide los niveles de actina no polimerizada aprovechando que la actividad de endonucleasa de la
DNasa | es inhibida por la unién de la DNasa | con actina monomérica; la DNasa | se utilizd para
prevenir la polimerizacion de actina en solucién para los estudios de obtenciéon de la estructura
cristalografica de actina G (Kabsch et al.,, 1990); también, se ha utilizado mucho para purificar
actinas de diversas fuentes por cromatografia de afinidad (Schafer et al., 1998).
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Tabla 3. Agentes mas empleados que afectan el cito  esqueleto de actina:

Agente: Efecto:

Citocalasina B, D | Rompe el citoesqueleto de actina al unirse a los filamentos de actina y bloquear
la polimerizacién y la elongacién de actina.

Latrunculina Ay B | Rompe el citoesqueleto de actina al secuestrar actina G de la polimerizacién,
conduciendo a un aumento de actina G, y disminuyendo F actina.

Faloidina Estabiliza a F-actina uniéndose especificamente a la interfase entre los
mondémeros de actina que se encuentran formando un filamento. La faloidina
marcada con el fluorocromo rodamina es muy empleada para localizar
microfilamentos en Microscopia de fluorescencia.

Jasplakinolide | Estabiliza los filamentos de actina al unirse a F-actina, compite con faloidina.

Nota: A pesar de ser las citocalasinas una de las drogas mas empleadas, no hay datos de posibles
residuos de union a actina. Para Faloidina y Latrunculina se han reportado algunos residuos
involucrados en la unién (Tabla 1). Jasplakinolide se sabe que compite con faloidina, indicando
sitios de unién comunes.

3.8.3 Funciones arquetipicas de actina y su papel e n protozoarios. En las células de
metazoarios los filamentos de actina pueden ensamblarse en una gran variedad de
estructuras celulares complejas que tienen funciones especificas (Figura 5). Se aprecia
que el citoesqueleto de actina interviene en diversos procesos celulares: en el movimiento
celular y la remodelacion de la superficie celular; media los cambios de la forma celular
durante la mitosis; es esencial para varias actividades contractiles, como la contraccion
muscular o la separacion de las células hija por el anillo contractil durante la citocinesis;
controla las interacciones célula-célula y célula-substrato junto a moléculas de adhesion; y
participa en la sefalizacion transmembranal, en la endocitosis, en la secrecidbn o
exocitosis, en la segregacion de cromosomas y en el transporte de organelos (Schmidt y
Hall, 1998, revision). Los filamentos de actina son también un componente esencial de
numerosas estructuras especializadas en los eucariontes superiores, por ejemplo en las
guetas (cerdas o pelos sensoriales) de Drosophila y los estereocilios de células
sensoriales (retina, oido interno, neuronas olfativas). En plantas, el ensamblaje de los
filamentos de actina contribuye al desarrollo de la forma celular, de los tricomas de
plantas, del crecimiento de las puntas de las raices y de los tubos de polen, también es
importante para el movimiento de organelos (Higaki et al., 2007). Recientemente se han
demostrado funciones para actina en su forma monomérica en el nucleo: actina es
miembro de complejos remodeladores de la cromatina; actina es constituyente de los

complejos transcrpcionales de las ARN polimerasas Pol |, Pol Il y Poal lll; actina parece
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tener un papel en el transporte de ARNs y RNPs (ribonucleoproteinas), y un papel

estructural de los complejos nucleares (Rubenstein y Wen, 2005, revision).

En S. cerevisiae, las funciones del citoesqueleto de actina son la seleccién del sitio
de gemacion, el dirigir el crecimiento de la célula hija durante la gemacion, la division
nuclear, la citocinesis, la endocitosis, la posicion y movimiento de organelos, y los
cambios en la forma celular como respuesta a estimulos externos (Schmidt y Hall, 1998,

revision).

Algunas de las funciones del citoesqueleto de actina en metazoarios y levadura
han sido identificadas en eucariontes de divergencia temprana, en los protozoarios
(sarcodinos - amibas, tricomonadidos -, ciliados, esporozoarios -— apicomplexos -,
flagelados, hongos limosos - protistas fungosos -, dinoflagelados, euglenoides y algas
doradas). Por ejemplo, en amiba (Entamoeba, Amoeba, Naegleria), su desplazamiento
ocurre a través del ensamblaje y desensamblaje de pseuddpodos en el extremo frontal de
la célula. Se han descrito en Entamoeba histolytica estructuras ricas en actina que
facilitan la adhesion (contactos focales) a estructuras de las células blanco (Vazquez et
al., 1995). También se reporta que la fagocitosis en la especie Naegleria involucra una
estructura especializada llamada amoebostoma que es rica en filamentos de actina
(Sussman et al., 1984). Por otro lado, en el ciliados (Dictyostelium, Tetrahymena), el
sistema de actina forma una red asociada a la membrana que sirve para mdultiples
funciones, estructurar la corteza celular, movimiento celular controlado por quimio-
atrayentes, en la corriente citoplasmica, en el movimiento ciliar, en la fagocitosis, en la
macropinocitosis, en el transporte intracelular, y en la citocinesis (Bretschneider, 2002;
Williams, 2006). En Physarum, un hongo limoso, actina ademas de asociarse a la
locomocidn, ésta tiene un papel importante en la corriente citoplasmica, muy vigorosa en
ésta célula (Nakamura y Kohama, 1999). En el tricomonadido T. vaginalis, actina parece
ser un componente importante de las estructuras asociadas a la adhesion in vitro
(Brugerolle, 1996), y la fagocitosis (Pereira-Neves y Benchimol, 2007). En las diatomeas,
microalgas doradas, el movimiento de “gliding” se basa en el citoesqueleto de actina
(Poulsen et al., 1999). En Euglena (euglenoide), la localizacién de actina coincidié con la
membrana plasmética sugiriendo participacion en la transformacién celular (Mermelstein
et al., 1998). En los dinoflagelados Prorocentrum micans y Crypthecodinium cohnii actina

se localizé en el citoplasma y en el nicleo sugiriendo varias funciones en estos
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Figura 5. Estructuras celulares que contienen filamentos de a ctina en células de

metazoarios (A) y en levadura (B). A continuacién se describen algunas de éstas estructuras. 1)
Uniones célula-célula (uniones adherentes): en las células epiteliales, una banda circunferencial de
filamentos de actina provee el soporte estructural para las uniones célula-célula (uniones
adherentes). 2) Filopodios y microvellocidades: son protrusiones estrechas (menos de 200 nm de
diametro), formados por haces paralelos de 10 a 30 filamentos de actina que corren a lo largo de la
protrusién y que tienen orientado su extremo barbado hacia la membrana. Los filopodios son
protrusiones tipo “dedo” adheridas a un substrato o a otra célula, se observan en el borde principal
(leading edge) de muchas células motiles, como fibroblastos y conos de nervios en crecimiento,
dendritas neuronales. Por otro lado, la microvellocidad, que no se adhiere, se encuentran en la
superficie luminal de las células epiteliales del intestino y del rifién (funcionan para aumentar el
area de la superficie de absorcién), y en linfocitos (segrega proteinas de superficie celulares). 3)
“Ruffles”. son protrusiones transitorias de membrana de forma laminar, estdn asociados al
“arrastre” celular, y “ruffles” a la endocitosis por receptores y a la macropinocitosis. 4) Podosomas:
Estructuras conteniendo integrinas en la superficie celular basal, que tienen un centro rico en
actina rodeado por un anillo de varias proteinas asociadas a actina. Se observan en macréfagos,
células dendriticas y osteoclastos. 5) Lamelipodios: son prolongaciones transitorias de la
membrana celular, con una estructura es ancha y su forma laminar, que contienen filamentos de
actina altamente ramificados y entrecruzados. 6) Invadopodios: protrusiones de membrana de
células tumorales invasoras que se extienden en la matriz extracelular y median la digestién celular
y la invasion a través de la matriz. 7) Actina cortical: los haces paralelos y las redes ortogonales
representan los extremos del arreglo altamente complejo de filamentos de actina observables en la
superficie celular (corteza celular). Dan soporte y forma celular. 8) Actina asociada a Golgi: los
microfilamentos de actina controlan la morfologia y la posicién subcelular del complejo de Golgi. 9)
Fibras de estrés. Son haces cortos de actina contractiles (gracias a su interaccién con miosinas),
que son esenciales para la adhesién celular al substrato y para morfogénesis, especialmente
durante la migracién celular. 10) En la levadura, actina se organiza en dos principales estructuras
durante el crecimiento de la gema, cables (haces de actina) y parches (discos de actina),
importantes por ejemplo, para la endocitosis; y en una tercera estructura, el anillo citoquinético,
formado durante la division celular. Figuras modificadas de: Chhabra y Higgs (2007) y Lew (2002).
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compartimentos, por ejemplo, en el nicleo se sugiere que se encuentra organizando los
cromosomas (Soyer-Gobillard et al., 1996). En Giardia, se ha sugerido un papel del
citoesqueleto de actina en la endocitosis mediada por clatrina (Herndndez et al., 2007).
Finalmente, en los protozoarios apicomplexos Toxoplasma gondii y Plasmodium
falciparum, el citoesqueleto de actina es importante para la locomocion celular del
apicomplexo (“gliding”) y la invasion celular. Interesantemente, en estos organismos
actina, que generalmente se encuentra en su forma monomérica (no se habian podido
visualizar microfilamentos de actina), el tratamiento con la droga estabilizadora de
microfilamentos Jasplakinolide (Bubbs et al., 2000) permitié observar una protrusion apical
conformada por microfilamentos, transitoria e importante para la invasion de las células

gque parasitan estos organismos (Shaw y Tilney, 1999; Mizuno et al., 2002).

3.8.4 Movimiento dependiente de actina. Los filamentos de actina contribuyen al
movimiento en las células proveyendo fuerza locomotora directa a través de la formacion

de filamentos o asociandose a las proteinas motoras miosinas (Mermall et al., 1998).

Las miosinas son una super-familia de proteinas que se mueven a lo largo de los
filamentos de actina mientras hidrolizan ATP. Se han descrito al menos 20 clases. No
todas las clases se encuentran en un organismo, hay miosinas especificas de ciertos
organismos. Todas las miosinas estdn compuestas de tres dominios funcionales: la
cabeza, que esta altamente conservada, es la region motora (hidrélisis de ATP) y de
unién a actina; el cuello, que contiene motivos IQ que unen a cadenas ligeras como
calmodulina; y la cola, extremadamente variable en la longitud de secuencia, en la
composicion de dominios y organizacion, ésta es responsable de la dimerizacion, la

interaccion con otras proteinas y la union a cargo.

Las miosinas de clase Il fueron las primeras en describirse, y son las mas
estudiadas. Estas incluyen las miosinas de musculo, que son las responsables de la
contraccién del masculo sarcomérico, y miosinas similares de células no musculares, en
donde por ejemplo, asisten (formando estructuras contractiles con los filamentos de
actina) la citocinesis, la union célula-célula, la retraccion de lamelipodios, la interaccion
célula-substrato, y la gemacion de vesiculas a partir de la red trans-Golgi. Otras clases de

miosinas mas estudiadas son las miosinas I, V y VI. Miosina |, que no forma dimeros, es
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importante para la interaccion membrana-actina y para mover membranas a través de
microfilamentos. Est4 implicada en el crecimiento y desarrollo celular, en la locomocion
celular, en el transporte vesicular, en la endocitosis y en la exocitosis. La miosina V es un
componente fundamental del transporte de organelos y vesiculas. Algunos de sus cargos
son los melanosomas, vesiculas sinapticas, vacuolas y ARN mensajero. Miosina VI tiene
funciones en la locomocion celular, en la endocitosis y mantiene la estructura de las

microvellocidades.

3.8.5 Sefializacion. Las proteinas pequefias de union a GTP de la familia Rho (Rho, Rac
y Cdc42) son los principales reguladores de las vias de sefalizacion que conectan
factores extracelulares (por ejemplo, factores de crecimiento y hormonas que se unen a
sus receptores en la célula) al ensamblaje de estructuras basadas en actina. Rho, Rac y
Cdc42 fueron descubiertas en los 1990°s por su habilidad Unica para inducir estructuras
especificas de microfilamentos de actina en fibroblastos: Rho regula la formacion de
filamentos de actino-miosina para formar fibras de estrés y focos de adhesion, Rac para
formar lamelipodios y Cdc42 para filopodios (Hall, 1998, revision). Con los afios, se ha
acumulado evidencia que demuestra que en todas las células eucariontes, las Rho
GTPasas estan involucradas en la mayoria de los procesos dependientes de actina, como
aquellos asociados a la migracion celular, a la adhesién, a la morfogénesis, a la guia del
axon, y la fagocitosis (Kaibuchi et al., 1999; Chimini y Chavrier, 2000; Luo, 2000). Para
mediar sus efectos en el citoesqueleto de actina, varias proteinas se unen a Rho, Rac y
Cdc42 en una manera dependiente de GTP, como la serina/treonina cinasas, la
Rho-cinasa, y ROKa y ROK -de las siglas en inglés de “RhoA-binding kinase a, - (Hall,
1998, revision). La union de las Rho GTPasas a estas cinasas eleva su actividad. Asi, la
Rho-cinasa puede fosforilar la cadena ligera de las miosinas, aumentando la unién de
miosinas a los filamentos de actina y subsecuentemente la formacion de las fibras de
estrés. Otro blanco de Rho es el de la fosfatidil inositol 4-fosfatasa 5-cinasa y p140mDia
que regulan la polimerizacion de actina. Un blanco de Rac es POR1 que media la
formacion de “ruffles” de membrana. Por otro lado, WASP y su relacionada N-WASP son
activadas por Cdc42 y el fosfatidil inositol 4,5-bifosfato, esto fomenta el reclutamiento del
complejo ARP2/3 para la formacién de filopodios. Para la formacion de lamelipodios, Rac
y Cdc42 en conjunto activan a WASP. Adicional a la remodelacion del citoesqueleto de
actina las Rho GTPasas estan asociadas a la activacion de otras vias importantes para la

regulacion de la transcripcion génica.
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3.9. Actina en Tripanosomatidos.

Una de las peculiaridades de los protozoarios de la familia Trypanosomatidae es
su citoesqueleto basado en tubulina, el cual ha sido ampliamente estudiado (Gull, 1999).
En cambio, han sido muy escasos los datos referentes a actina en estos organismos, y
una de las razones es que no se han visualizado los tipicos microfilamentos de 5-7nm en

el citoplasma de los tripanosoméatidos (Mortara, 1989).

La presencia de actina en los tripanosomatidos se ha demostrado en varios
trabajos. La distribucion de actina parece depender tanto de la especie como del estadio
especifico que se estudie (en el Cuadro 3 se describen los diferentes estadios de algunos
tripanosomatidos mencionados en ésta seccion). El primer trabajo fue realizado a
principios de los afios 1980°s, cuando recibia gran atencion el estudio de los
microfilamentos de actina en diferentes tipos celulares, ya que éstas estructuras pudieron
visualizarse a través de la microscopia de inmunofluorescencia utilizando anticuerpos
especificos marcados con fluorocromos (por ejemplo, fluoresceina o rodamina). Siguiendo
esta técnica, y utilizando anticuerpos heterélogos contra actina, De Souza et al (1983)
localizaron la proteina en epimastigotes de T. cruzi. Observaron que actina de T. cruzi no
formaba microfilamentos, y que en cambio, presentaba una distribucion difusa a través de
todo el cuerpo celular y el flagelo, estando un poco mas concentrada en ésta Ultima
estructura. En este mismo estudio se demostré que el flagelo del promastigote
Herpetomonas samuelpessoai (H. samuelpessoai), un tripanosomatido no patégeno,
también contenia actina. Afios después, en 1989, Mortara realizd un estudio bioquimico y
de inmunolocalizacion de actina en varios tripanosoméatidos utilizando un anticuerpo
monoespecifico contra actina de musculo esquelético de conejo. Primero, identificé la
presencia de actina de en epimastigotes de T. cruzi, en promastigotes de
H. samuelpessoai (promastigotes) y de Leishmania mexicana como una proteina de
43 kDa. Luego, tratando de aislar una de estas actinas, paso lisados de promastigotes de
H. samuelpessoai por una columna de cromatografia de afinidad para DNasal; sin
embargo, ésta no se unié a la DNasal inmovilizada, indicando un comportamiento inusual
al de las actina de eucariontes superiores. Este comportamiento también se ha reportado
para las actinas de algunos ciliados (Hirono et al., 1989; Hirono et al.,, 1992) y de

E. histolytica (Gadasi, 1982). También realiz6 una extraccion con detergente del
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Cuadro 3.
Ciclos de vida de T. brucei, Leishmania y Herpetomonas samuelpessoai.

T. brucei es un parasito protozoario extracelular que causa la enfermedad del suefio en humanos y
la enfermedad de Nagana en el ganado. En su ciclo de vida se observan varios estadios
flagelados: en el hospedero mamifero se encuentra la forma sanguinea , que puede encontrarse
en su forma proliferativa, que se caracteriza por tener un cuerpo largo y agosto, o en su forma no
proliferativa con un cuerpo corto y ancho; Por otro lado, en el vector, la mosca tsetsé, se encuentra
en el estbmago la forma prociclica , que es proliferativa, y la forma metaciclica localizada en las
glandulas salivares, que son quiascentes. Ryan y Ray, 2004.

Leishmania es el agente etiolégico de la enfermedad zoondtica Leishmaniasis o kala azar, que
causa una variedad de sintomas, desde Ulceras cutaneas hasta enfermedades viscerales fatales.
El parasito alterna entre el amastigote intracelular en el hospedero vertebrado, y el promastigote
extracelular en los mosquitos hematéfagos de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia, familia
Psychodidae. El promastigote, que es elongado con un flagelo libre, y esta presente en el insecto
vector; y el amastigote intracelular del hospedero mamifero. Ambos son estadios proliferativos.
Ryan y Ray, 2004.

Herpetomonas samuelpessoai es un tripanosomatido no patogénico aislado del insecto Zelus
leucogrammus. H. samuelpessoai posee tres diferentes estadios morfolégicos durante su ciclo de
vida tanto en cultivos como en el vector invertebrado: el promastigote , el paramastigote , y el
opisthomastigote  (Souza y Araujo, 2007). El promastigote, elongado y flagelado, es la Unica
forma capaz de dividirse.

citoesqueleto de tripomastigotes metaciclicos de T. cruzi y promastigotes de
H. samuelpessoai, y observan que la proteina es retenida mayoritariamente en la fraccion
de citoesqueleto, sugiriendo una asociacion de actina con los microtibulos subpeliculares.
Con microscopia de fluorescencia, utilizando el anticuerpo heterélogo contra actina,
localizé la proteina en promastigotes de H. samuelpessoai y en epimastigotes de T. cruzi.
En H. samuelpessoai, observa que actina se concentra en la regién cercana al bolsillo
flagelar, con lo cual sugiere un papel de actina a procesos como endocitosis y exocitosis.
En T. cruzi observé una distribucion homogénea en el cuerpo celular, dato consistente
con lo reportado por De Souza et al (1983), sin embargo, en este estudio Mortara (1989)
no observo actina en el flagelo de ambos organismos. Es posible que ésta diferencia se
deba a una reactividad distinta de los anticuerpos utilizados en cada estudio o a
diferencias en la presparacion de las muestras. En este trabajo también se probd la
reactividad de faloidina marcada con el fluorocromo rodamina a través de microscopia de
epifluorescencia, observandose un patron granular tenue a través de las células.

Finalmente, prob6 el efecto de las drogas Citocalasina B o CB y Faloidina en
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promastigotes de H. samuelpessoai sin observar efectos en el crecimiento, movimiento y

morfologia.

En 1988, Ben Amar et al. demostro la presencia y expresion a nivel de ARN
mensajero de los genes de actina de T. brucei; en 1994 se caracteriz6 el gen actina de
Leishmania major (De Arruda y Matsudaira, 1994) y en el 2003, nuestro grupo de
investigacion caracterizé el de T. cruzi (ver adelante mas detalles). Shi et al (2000)
demostraron que en las formas prociclicas de T. brucei la regulacion negativa por
interferencia del ARN mensajero de actina no producia ningun efecto. Posteriormente,
aprovechando la tecnologia de construccidn y expresion de proteinas recombinantes para
generar anticuerpos monoespecificos contra las actinas de Leishmania y T. brucei,
Sahasrabuddhe et al (2004) y Garcia-Salcedo et al (2004) realizan estudios bastante
completos en donde se describen y caracterizan aspectos estructurales, de localizacién y

funcionales de la proteina actina de estos tripanosoméatidos.

En el estudio de actina en Leishmania (Sahasrabuddhe et al., 2004), se generaron
anticuerpos policlonales de conejo contra la proteina para estudiar algunas propiedades
bioquimicas de actina, y su organizacion y distribucién a través de microscopia de
inmunofluorescencia y microscopia electrénica. Se demuestra que la actina de
Leishmania migra con un peso de 42 kDa (peso molecular similar al reportado por Mortara
en 1989) y que esta presente tanto en promastigotes como en amastigotes. A diferencia
de la actina de mamiferos, la actina de Leishmania se encontré6 mayoritariamente en la
fraccion monomérica, en la fraccion soluble a Tritdn X-100 (en células de mamifero es de
~50 % en Leishmania se encontré el ~ 70%). La actina restante, que es insoluble al
detergente, se encontr6 formando filamentos pequefios (oligobmeros). De manera
interesante, éstos oligdmeros de actina no son tefiidos por faloidina, ni pueden ser
disociados por las drogas Latrunculina B o Citocalasina D. Ademas, la expresion de la
actina de Leishmania en células de mamiferos no modificé sus propiedades de
polimerizacion (forma los oligdbmeros, pero no forma filamentos mas largos), lo cual indico
que ésta propiedad no depende de la interaccion con proteinas que asisten la
polimerizacion en las células de mamiferos. Se concluye que al parecer todas estas
peculiaridades son determinadas por diferencias en la secuencia de aminoacidos de
varios dominios importantes en la actina de Leishmania con respecto a la actina de otras

células: actina de Leishmania tiene una identidad del ~70 % con las actinas de
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mamiferos, sin embargo, las diferencias ocurren principalmente en la superficie de la
molécula, entre los que se incluyen el loop de union a DNasa | (38-52 aa) y el tapon
hidrofébico (262-274 aa), que son los principales sitios de asociacion entre mondémeros en
la polimerizacion. Por otro lado, la localizacién de actina se estudié con microscopia de
fluorescencia en promastigotes y amastigotes intracelulares (infectando macréfagos de
raton) de Leishmania. La sefial de actina en el promastigote es granular y se encuentra a
través de todo el cuerpo celular y el flagelo. En este estudio no se da una descripcion
detallada de la localizacién de actina en los amastigotes intracelulares, ademas, la
micrografia no permite apreciar con detalle la distribucién de la sefial. También, realizaron
microscopia electrénica de transmision, reveldndose datos mas detallados sobre la
localizacion de actina en los promastigotes, ésta se localizé en varias estructuras
celulares, que se enlistan a continuacion, junto al papel de actina en estas estructuras
especulado por los autores: 1) A lo largo del flagelo; actina podria tener un papel analogo
al reportado en otros flagelos. Por ejemplo, en Chlamydomonas y otros organismos,
actina es una subunidad de las dineinas del brazo interno del axonema, el complejo de
proteinas que produce la fuerza para el movimiento de cilios y flagelos (Piperno y Luck,
1979; Muto et al., 1994; Yanagisawa y Kamiya, 2001; Watanabe et al., 2004). 2) En el
bolsillo flagelar; actina podria estar involucrada en la endocitosis. 3) En el cinetoplasto, en
asociacion con ADN mitocondrial y superficie del cinetoplasto; la proteina podria tener un
papel en la remodelacién de la red del ADN del cinetoplasto y posicionamiento del
cinetoplasto. 4) Asociada al citoesqueleto cortical; actina podria asistir a los microtubulos
subpeliculares en su asociacion a la membrana plasmética para mantener la forma
celular. Y 5) En el nucleo, en la membrana nuclear y en asociacion al ADN nuclear; actina
podria tener un papel en la remodelaciéon de la cromatina y transporte de ARNs. En
general, este estudio demostré que la actina de Leishmania era una isoforma de actina
con propiedades estructurales y de polimerizacion diferente a otras actinas, sin embargo,
ha quedado pendiente demostrar su funcionalidad en las diferentes estructuras celulares

en donde fue localizada.

En el estudio de actina de T. brucei (Garcia-Salcedo et al., 2004) se identifico la
proteina en ensayos western blot con un peso de 44 kDa utilizando un suero policlonal
contra la proteina recombinante GST-actina. La cantidad de la proteina fue similar en los
dos estadios del parasito, estadio prociclico y estadio sanguineo. La determinacién de la

localizacién de actina con microscopia de fluorescencia demostré que ésta era diferente
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entre los estadios: en las formas sanguineas actina co-localizaba con la via de
endocitosis, mientras que en los prociclicos actina no se mostraba polarizada. En este
estudio se aprovechd la técnica de ARN de interferencia para abatir el ARN mensajero de
actina. En las formas sanguineas se observo que el crecimiento se detenia, y se perdia la
actividad de endocitosis y de trafico vesicular desde la membrana del bolsillo flagelar. En
contraste, las formas prociclicas continuaron creciendo y dividiéndose (como ya habian
reportado Shi et al en el 2000), aunque se observo a nivel de microscopia electrénica de
transmision que la region trans del aparato de Golgi estaba distorsionada y alargada.
Consistente con los datos anteriores, se observdé un efecto inhibitorio de la droga
Latrunculina A en el crecimiento de las formas sanguineas pero no en las prociclicas,
sugiriendo que el ensamblaje de F actina es un paso determinante para la funcién en las
formas sanguineas. Este trabajo fue muy importante porque demostré por primera vez de
manera directa una funcién para actina en un tripanosométido, funcién que ademas es
estadio especifica, lo cual mostré la importancia de considerar a todos los estadios de los

tripanosomatidos en el estudio de la expresion, localizacion y funcidén de genes.

En la tabla 4 se resumen algunas caracteristicas, propiedades y funciones de
actinas de los tripanosomatidos, de los ciliados y de los apicomplexos, con los que
comparten algunas caracteristicas y propiedades que resultan inusuales al compararlas
con la de las actinas de otras células eucariontes. En los ciliados estas propiedades muy
peculiares han sido adjudicadas a diferencias en las secuencias expuestas en la

superficie de la molécula de actina (Villalobo et al., 2001; Sahoo et al., 2006).
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Tabla 4. Resumen de algunas caracteristicas, propiedades y funciones de actinas de los tripanosomatidos T. cruzi, T. brucei, Herpetomonas y
Leishmania, y de ciliados y apicomplexos en general (para mas detalles consultar el texto).

Organismo Actina Localizacion Unién a Efecto o unién Efecto de Citocalasinas Efecto de Funcién
PM DNasa | de faloidina Latrunculinas
T. cruzi
*  Epimastiogtes 43 kDa | Difusa a través del cuerpo celular ND ¢Patron CB [6pM], endocitosis y trans- ND ND
y flagelo (MF). Granular? porte vesicular
ND
«  Tripomastigotes metaciclicos 43 kDa | Asociada a microtdbulos (ED). ND ND ND
ND ND
«  Tripomastigotes sanguineos ND ND ND ¢CB, morfologia y movimiento? * ND
ND ND
. Amastigotes ND ND ND ND ND
ND
T. brucei
. Tripomastigotes prociclicos 44 kDa | Difusa a lo largo del cuerpo ND ND ND LA Estructura
celular y flagelo (MF). [2.5 - 25uM], del aparato
sin efecto de Golgi.
B Tripomastigotes sanguineos 44 kDa | Localizada en la via de ND ND ND LA Endocitosis,
endocitosis (MF) [2.5 - 25uM], viabilidad.
letal.
Herpetomonas ¢ Patrén
Granular?
. Promastigotes 43 kDa | Localizada en flagelo (ED) y | No se une CB [25ug/ml], sin efecto ND ND
bolsillo flagelar (MF). Sin efecto [2uM].
Leishmania
. Promastigotes 42 kDa | Patron granular a través del ND No se une CD, sin efecto LB, no disocia ND
cuerpo celular y flagelo (MF). los oligbmeros
Varias  estructuras  celulares de actina.
(ME).
Asociada a microtubulos (ED).
. Amastigotes ND Cuerpo celular (MF). ND ND ND ND ND
Ciliados 43kDa | Varias estructuras celulares. No se une No se une CD, Inhibe fagocitosis LB, inhibe Varias
Fagocitosis
43kDa | Complejo apical. Si No se une CD, inhibe locomocién ND Locomocion
Apicomplexos celular

ND, no se ha determinado; MF, microscopia de fluorescencia; ME, microscopia electrénica; ED, extraccion con detergentes; Asterisco (*), se presentan como datos no publicados, no

hay experimetos que avalen estos resultados. Los detalles de actina en ciliados se pueden consultar en Villalobo et al., 2001; Williams et al., 2006; y Zackroff y Hufnagel, 2002. La de

apicomplexos en Sahoo et al., 2006.
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En agosto del 2005 se publicaron las secuencias de los genomas de T. cruzi, T.
brucei y Leishmania (El-Sayed et al. 2005; Berriman et al. 2005; Ivens et al. 2005). El
andlisis in silico del citoesqueleto de los tres organismos corroboré que éste se basa en
un muy elaborado citoesqueleto de tubulina. Por otro lado, se identifican pocos
componentes del citoesqueleto de actina (Figura 6). Tienen a las proteinas profilina,
CAP/Srv2p, twinfilina que regulan la polimerizacion de actina uniéndose a actina G;
también esta presente la proteina despolimerizante ADF/cofilina, y el complejo ARP2/3 y
la proteina formina, involucrados en la nucleacién, polimerizacion y ramificacién de
filamentos de actina; sin embargo, no se identificaron homadlogos a proteinas WASP/Scar
involucrada en la activacion de los nucleadores. No se identificaron proteinas similares a
las que se han implicado en la formacion y en el corte de haces y redes de actina (por
ejemplo, gelsolina, fimbrina, villina, a-actinina, plastina, espectrina y filamina); y tampoco
se detectaron los componentes del complejo dinactina, un importante conector del
citoesqueleto de actina con el de tubulina. Interesantemente, se demostr6 que de los
genomas de los tres organismos, Unicamente el de T. cruzi ha retenido el complejo
capping de F-actina CapZ (proteina formada por las dos subunidades CapZ-a y
CapZ-B3, que forma un casquete o “cap” en el extremo barbado de los flamentos de actina
para estabilizarlos y no permitir la adicion de mas monomeros de actina). En los tres
organismos se idenificaron dos clases de miosinas, la proteina miosina de clase | (Myol) y
una nueva familia de miosinas de cinetoplastidos; T. brucei y L. major tienen un solo
miembro de ambas familias, pero T. cruzi ha expandido la familia de miosinas de
cinetoplastidos a siete miembros con una considerable diversidad de secuencias. Estos
datos sugieren diferencias en la funcidén y regulacion de actina entre las especies de
tripanosomatidos. En el caso particular de T. cruzi, la diferencia puede recaer, entre otras
cosas, en que a contraste de T. brucei y L. major, cuyos ciclos de vida transcurren a
través de dos estadios (T. brucei, tripomastigote sanguineo y tripomastigote prociclico,
ambas formas flageladas; y L. major, la forma flagelada promastigote y el amastigote,
aflagelado), presenta tres estadios, lo cual sugeriria mayor complejidad morfologica y

quizés funcional.

Nuestro grupo de investigacion caracterizé la organizacién génica de actina de
T. cruzi, identificAndose tres copias del gen que codifican para la misma proteina actina
(Cevallos et al., 2003). La traduccién de su secuencia de nucleétidos predice una proteina

con 376 aminoacidos y un peso molecular de 43 kDa.
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Figura 6. Componentes del citoesqueleto de actina d e tripanosomatidos segun la secuencia de sus genoma s. T. cruzi, T. brucei y
Leishmania contienen genes que codifican para algunas proteinas homoélogas involucradas en la unién a actina monomeérica y en la nucleacién de
los filamentos de actina, sin embargo, carecen de genes homoélogos de proteinas para la formacién y el corte de haces y redes de actina, y
componentes del complejo dinactina. Los nombres de las proteinas en color rojo son las que estan presentes en los tres organismos, en color
azul solamente en T. cruzi, y en color gris las ausentes en estos tripanosomatidos. Imagen modificada de Berriman et al., 2005.
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La comparacion de la secuencia deducida de aminoéacidos de actina de T. cruzi
con las actinas de otros organismos, indica que ésta se encuentra mayoritariamente
conservada: es muy parecida a las actinas de otros tripanosomatidos, T. brucei (94 %
idénticas) y Leishmania major (89 % idénticas); tiene una identidad del 71 % con las
actina de eucariontes superiores como Sacharomyces cerevisiae, Caenorabditis elegans,
Drosophila melanogaster y Homo sapiens, y con la de Arabidopsis thaliana un 72 %
(Apéndice 1). El analisis filogenético de actinas siempre ha revelado un alto nivel de
similitud, sin embargo, se ha reportado que existen diferencias clave en las secuencias de
actina de algunos protozoarios que parecen ser las responsables de las propiedades
estructurales, de polimerizacién y funcionales no convencionales (Sahasrabuddhe et al.,
2004; Sahoo et al., 2006). En este sentido, sera interesante analizar la secuencia de

actina de T. cruzi.

En epimastigotes se demostré que el gen de actina se expresa como un ARN
mensajero maduro de 1.6 kb (Cevallos et al., 2003). En este estudio se observo que la
concentracion de este ARN mensajero variaba a diferentes tiempos durante el crecimiento
en cultivos axénicos de epimastigotes, aumentando durante la fase media logaritmica, y
decayendo a niveles minimos en la fase estacionaria; sin embargo, posteriormente se
demostré que este ARN mensajero de actina era 7.1 veces mas estable en la fase
estacionaria que en la fase media logaritmica (Cevallos et al.,, 2005). Este mismo
fendmeno se observd en ARN mensajero de otros genes de mantenimiento y para
algunos ARN ribosomales, lo cual sugirid la presencia de un mecanismo global de
regulacion que protege los transcritos de la degradacion en la fase estacionaria (Cevallos
et al., 2005). Quizds éste mecanismo involucre los granulos ribonucleoproteinicos
llamados cuerpos P descritos en el citoplasma de T. cruzi, que capturan ARNm para su
proteccién transitoria durante los periodos de inanicion, como ocurre en la fase
estacionaria (Holetz et al., 2007; Cassola et al., 2007). En T. cruzi el control de la
expresion génica ocurre por mecanismos post-transcripcionales, sin embargo, no tenemos
datos de lo que ocurre con actina a nivel de proteina (nivel traduccional y post-
traduccional) durante la curva de crecimiento de epimastigotes. Serd interesante
determinar este aspecto considerando que en la fase estacionaria ocurren importantes
cambios morfolégicos, que implicarian principalmente cambios en la expresién y

organizaciéon de proteinas de citoesqueleto, y cambios bioguimicos, por ejemplo, se ha
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descrito un aumento en la actividad proteolitica (Pance y Henriquez, 1992; Henriquez et
al., 1993).

Existe un par de datos que sugieren posibles papeles funcionales de actina en
T. cruzi. Un estudio asocia a actina en la endocitosis de epimastigotes (Bogitsh et
al.,1995). En este estudio se observO que el tratamiento de epimastigotes con
Citocalasina B, droga desestabilizadora de microfilamentos, disminuia la captacién de
sacarosa y HRP, y el nimero de reservosomas contenidos en el parasito; estos datos
sugerian que la droga podria estar afectando el proceso de endocitosis y la eficacia del
transporte de proteinas en general. Sin embargo, existe la posibilidad de que éstos
efectos se deban, al menos en parte, a una inhibicion del transporte de azlcares, ya que
la Citocalasina B es un potente inhibidor de transportadores como el transportador de
glucosa GLUT1 (Bogitsh et al., 1995). En el otro estudio, se tiene una evidencia indirecta
sobre un papel de actina en el proceso de adhesion en epimastigotes (De Melo et al.,
2006). Los epimastigotes se adhieren a diferentes superficies hidrofébicas in vitro o al
epitelio del insecto in vivo durante la metaciclogénesis, y lo hacen exclusivamente a través
del flagelo (Bonaldo et al., 1988; Kleffmann et al., 1998; Kollien et al., 1998). De Melo et al
(2006) caracteriz6 una proteina GTPasa pequefia Rho de T. cruzi (TcRhol). En
eucariontes superiores, estas proteinas tienen un papel importante en el movimiento
celular, en la fagocitosis, en el transporte intracelular, en la adhesion celular, y en el
mantenimiento de la morfologia celular, a través de la regulacion de microfilamentos de
actina. En este estudio se demostré que TcRho1l tiene un papel regulador en la adhesion
célula-substrato conservado, ya que se observd que regulaba el evento de union del
flagelo del epimastigote sobre un substrato antes de la diferenciacion celular a
tripomastigotes metaciclicos. Por otro lado, se han descrito en estudios con microscopia
electrénica proyecciones similares a filopodios y estructuras filamentosas similares a
desmosoma en el extremo distal del flagelo de los epimastigotes adheridos (Bonaldo et
al.,1988; Kollien et al., 1998). Estas son estructuras que en otras células eucariontes

involucran a actina (Chhabra y Higgs, 2007).
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4. JUSTIFICACION.

Los estudios que demuestran la presencia de actina en T. cruzi estan limitados al
estadio epimastigote (De Souza et al.,, 1983; Mortara, 1989). En estos estudios, los
resultados de la localizacion de actina en el flagelo no fueron consistentes, sugiriendo una
reactividad diferente de los anticuerpos usados. Estos problemas se podrian solucionar
con el uso de anticuerpos monoespecificos y microscopia de mayor resolucién, como la
microscopia confocal. En nuestro laboratorio se sub-cloné el gen de actina de T. cruzi en
un vector de expresion como proteina de fusién con glutatién transferasa (Apéndice 2).
Una vez expresada la proteina recombinante, se purificé y se empled para inmunizar un
conejo, y obtener un suero con anticuerpos policlonales contra la actina de T. cruzi. Este
suero sera empleado para determinar la expresion y localizacién celular de la proteina, a
través de microscopia confocal, en epimastigotes, y en los otros dos estadios de T. cruzi,
tripomastigotes y amastigotes. Dado que aun no se define la funcion de actina en el
parasito, los datos de inmunolocalizacion seran importantes para sugerir posibles papeles

funcionales de actina en este organismo.

45



5. HIPOTESIS.

Considerando que a través de su ciclo de vida T. cruzi presenta cambios
morfologicos y funcionales importantes, y que la distribuciéon subcelular de una proteina
estd relacionada con su funcién, se propone que la distribucién subcelular y funcion de

actina sera diferente entre los estadios de T. cruzi.
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6. OBJETIVOS.

6.1

Objetivo general.

Determinar la conservacion de dominios y residuos funcionalmente importantes de

la proteina actina de T. cruzi, y caracterizar su expresion y localizacion subcelular en los

diferentes estadios de T. cruzi.

6.2

a)

b)

d)

Objetivos especificos.

Analizar la secuencia de actina para identificar dominios y residuos

funcionalmente importantes consevados con respecto a la actina de mamiferos.

Caracterizar el suero policlonal de actina:
Demostrar que la proteina recombinante contiene actina de T. cruzi.
Determinar la reactividad del suero anti actina de T. cruzi ante lisados totales de

T. cruzi y otras actinas (protozoarios y células de mamiferos).

Determinar, mediante ensayos western blot, la presencia de actina en lisados
totales de los diferentes estadios de T. cruzi: epimastigotes de fase media

logaritmica y fase estacionaria, tripomastigotes y amastigotes.

Determinar la inmunolocalizacién de actina por microscopia confocal en:
epimastigotes de fase media logaritmica y fase estacionaria, tripomastigotes, y

amastigotes intracelulares y liberados por lisis celular.
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7. METODOLOGIA.

7.1 Andlisis de la secuencia de actinade T. cruzi.

Se alined la secuencia de aminoacios de la actina de T. cruzi (T. cruzi actinl,
namero de identificacién de secuencia en NCBI: gi|33150898|gb]AAP97326.1|[33150898])
con la secuencia de a actina de musculo esquelético de conejo (Alpha-actin-1, nUmero de
identificacion: gi|62287932|sp|P68135.1|ACTS_RABIT[62287932]) y se identificaron los
residuos aminoacidos de cada subdominio de actina. Para determinar la conservacion de
cada subdominio en T. cruzi, se obtuvo el porcentaje de identidad y similitud de las
secuencias utilizando el programa LALIGN disponible en la direccion de internet:
http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html. También, se buscaron algunas
regiones o residuos de actina reportados para varias interacciones y funciones de actina
(consultar Tabla 1 en la Introduccion y el Apéndice 6) y se determind el porcentaje de
identidad con el programa LALIGN. Finalmente, utilizando el programa Phyre (Cuadro 4)
se obtuvieron las coordenadas en tercera dimension de un modelo de la estructura de
actina de T. cruzi en formato PDB. Para visualizar el modelo, se empled el programa
Pymol. También, a través de este programa se modificd visualmente el modelo de la
molécula de actina de T. cruzi identificando y marcando los diferentes subdominios, y
resaltando los aminoacidos no conservados con respecto a la actina de mamiferos. El
modelo de la estructura de esta actina se comparé con el de la a actina de conejo en el
estado ADP (Otterbein et al., 2001), cuyo PDB (clave 1j6z) se obtuvo de la pagina de
internet: http://www.rcsb.org/pdb/.

Cuadro 4.
Phyre.

En términos muy generales, Phyre es un servidor modelador de estructuras de proteinas, accesible
a través de: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/. El programa Phyre produce un modelo basado en
un alineamiento local de la secuencia problema (por ejemplo, la secuencia de la actina de T. cruzi)
contra su libreria de estructuras conocidas. Si la secuencia problema muestra homologia
significativa a algin dominio de la libreria, el dominio es modelado copiando las coordenadas y
remarcando los residuos de acuerdo a la secuencia problema. Cuando la secuencia problema
presenta inserciones o deleciones con respecto a un templado, el programa busca en su libreria de

loops para escoger un loop compatible.
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7.2 Obtencion de los diferentes estadios de T. cruzi.

Se trabajo con epimastigotes (de fase media logaritmica y de fase estacionaria),
tripomastigotes y amastigotes (intracelulares y liberados de cultivos de células infectada)

de la cepa CL Brener de T. cruzi.

7.2.1 Obtencién de epimastigotes de fase media loga ritmica y fase estacionaria. Los
epimastigotes empleados para preparar las curvas de crecimiento provienen de cultivos
axénicos que han sido mantenidos en crecimiento logaritmico en medio LIT a 28 C
(Camargo, 1964). Se colectaron epimastigotes en fase media logaritmica y en fase

estacionaria de la curva de crecimiento. Se iniciaron curvas de crecimiento con cultivos a

una densidad de 1 x106 epimastigotes. Se tomaron alicuotas de los cultivos cada 24 hr, y
se contaron el numero de pardsitos presentes usando una cdmara de Neubauer. La fase

media logaritmica (ML) se defini6 como el tiempo en el que el cultivo de epimastigotes
llega a una densidad de 8-12 x106 células/ml (dia 3). La fase estacionaria (E) se definio

como las 72 hr después de que los parasitos en el cultivo dejan de crecer (85-90 x106

células/ml), que corresponden a los 11-14 dias después de la inoculacion.

7.2.2 Obtencion de amastigotes y tripomastigotes. Los amastigotes y tripomastigotes
(tripomastigotes sanguineos) se obtuvieron de la infeccidn de fibroblastos embrionarios de
ratén (células NIH3T3) infectados (Apéndice 3).

a) Obtencidén de amastigotes o tripomastigotes por ¢ entrifugacion. Al cumplirse 12
dias de infeccion, el sobrenadante del cultivo es una mezcla de parésitos liberados por las
células infectadas, presentandose una proporcion de 10 % de amastigotes y 90 % de
tripomastigotes. Este sobrenadante se colect6é en un tubo Falcon de 10 ml. Para separar
los restos de las células NIH3T3 de los parasitos, se centrifugd a 4,000 xg durante 5 min.
Finalmente, se colect6 el sobrenadante, que contiene los tripomastigotes y los
amastigotes. Cada estadio se purificé con centrifugaciones de 10 seg en una nanofuga
(Hoefer Scientific Instruments). Este paso se repiti6 varias veces hasta obtener un

sobrenadante rico en tripomastigotes
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b) Obtencidn de tripomastigotes por centrifugacion usando el anticuerpo especifico

de amastigotes 2C2B6. Para obtener muestras enriguecidas en tripomastigotes se sigui6
el siguiente protocolo. Se colecté el sobrenadante de un cultivo con una infeccion de
12 dias, y se centrifugd a 4,000 xg durante 5 min para separar los parasitos
(sobrenadante) de los restos del cultivo celular (pastilla). El sobrenadante se centrifugo a
500 xg durante 10 min, y la pastilla se resuspendié en una dilucién 1:4 del anticuerpo
monoclonal 2C2B6, especifico para el principal antigeno de superficie de amastigotes
Ssp4 (Andrews, et al., 1987), en DMEM. Se incubé 1hr a 37 T para permitir la
agregacion de amastigotes. Se precipitaron los agregados con centrifugaciones de 3 seg
en una nanofuga (Hoefer Scientific Instruments). Este paso se repitidé varias veces hasta
obtener un sobrenadante rico en tripomastigotes (esto se verific6 tomando muestras del
sobrenadante que se colocaron en placas de microscopia para observarlas en un
microscopio optico). La pastilla, que corresponde a los agregados de amastigotes, se

disgrego por “pipeteo”, obteniéndose una fraccidn rica en amastigotes.

¢) Obtencion de amastigotes intracelulares . Los cultivos de células NIH3T3 crecidas
en cubreobjetos con 6 o0 12 dias de infeccion se fijaron con paraformaldehido al 4 % en
PBS pH 7.4.

7.2.3 Tincién con HEMA3 de los diferentes estadios de T. cruzi. La morfologia de las
fracciones de los estadios tripomastigote y amastigote liberados obtenidos se monitored
con la visualizacibn y captura de imagenes en un microscopio de campo abierto
(Olympus) de parésitos fijados y tefidos el reactivo de tincion comercial HEMA3 (Fisher
Diagnosis), que tifie similar a la tincion Wright y Wright-Giemsa. Para esto, primero se
procedid a colectar de una manera los parasitos centrifugando muestras de los cultivos en
tubos eppendorf a 500 xg durante 6 min. La pastilla de células se lavo dos veces con PBS
pH 7.4, centrifugando igual que antes después de cada lavado. Para fijar los parasitos, la
pastilla se resuspendié en glutaraldehido al 1 % en PBS pH 7.4 estéril, a partir de la cual
se tomaron pequefias muestra que se aplicaron sobre placas silanizadas (SIGMA). Se
incubd durante 30 min a temperatura ambiente (TA). Después de permeabilizar con
metanol frio durante 10 min, se sumergio la placa con los parasitos fijados dos veces en
cada uno de los tres diferentes reactivos de HEMA3. Finalmente, se aplicé medio para

montar histolégico Permount (Fisher Scientific).
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7.3 Ensayos western blot.

7.3.1 Obtencién de lisados totales de las diferente s células para western blot. Los
diferentes tipos de células fueron lavadas con PBS pH 7.4 y centrifugadas a 500 xg
durante 6 min. Las pastillas se resuspendieron directamente en el amortiguador de carga

para proteinas (Apéndice 4).

7.3.2 Obtencién de fracciones subceulares de T. cruzi para western blot. Para
obtener las fracciones soluble e insoluble a Tritdbn X-100 de los epimastigotes, se siguio el
protocolo empleado para Leishmania (Sabasrabuddhe et al, 2004). Los epimastigotes se
trataron con Triton X-100 (SIGMA) al 1 % en PBS pH 7.4 complementado con inhibidores

de proteasas (Apéndice 5) a una concentracion final de 2 x106 células /ml durante 15 min
en hielo. Después se centrifugaron a 12,000 xg durante 20 min a 4 <C, obteniéndose en el
sobrenadante la fraccion soluble, que se aparta en un tubo. La pastilla se lavd con Triton
X-100 al 1 %, y se volvié a centrifugar. El sobrenadante se junt6 con la fraccion soluble,
mientras la pastilla, que representa la fraccion insoluble, se resuspendié en buffer de

carga para proteinas a un volumen semejante al de la fraccion soluble.

7.3.3 Electroforesis de proteinas y  western blot. En general, para los ensayos de
western blot se siguieron condiciones similares. Las modificaciones en el método son los
anticuerpos y el suero empleados, sus diluciones, y las muestras de lisados celulares

empleados (Tabla 5).

Las proteinas de los diferentes lisados (lisados totales de las células 5 x10° T.
cruzi o su equivalente en proteinas totales en el resto de células trabajadas) o fracciones
soluble e insoluble de los epimastigotes (volimenes correspondientes a las fracciones
obtenidas de 5 x10° parasitos) se resolvieron en un gel de SDS-poliacrilamida al 10 %
durante 1 hr 30 min a 15 mAmp y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(BioRad) en buffer de Tris-glicina a 150 mAmp por 3 hry 15 min a 4 C. La membrana se
incubd con la solucién bloqueadora (suero normal de cabra o NGS —de las siglas en
inglés Normal Goat Serum—5 % en PBS) a 4 C durant e 18 hr. Posteriormente, se incubo
con el anticuerpo primario diluido en Tween (v/v) 0.05 % y NGS 2 % (v/v) en PBS durante

1 hr 15 min a TA. En algunos experimentos se utilizaron dos anticuerpos primarios, cada
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Tabla 5. Anticuerpos y suero empleados, sus diluciones, y muestras de lisados celulares empleados en los diferentes ensayos western blot.

Proteina Anticuerpo primario: Anticuerpo secundario: Muestras usadas para ver reactividad
detectada: (lisados totales):
Cultivo de E. coli (transformado con pGEX-actina de T. cruzi) no inducido*
Actina Anticuerpo comercial de conejo anti- | Anticuerpo de cabra anti 1gG de Cultivo de E. coli inducido con IPTG (que sobre-expresa la proteina GST-actina de
actina A 2066 (SIGMA-Aldrich, Inc.) conejo conjugado con HRP (Pierce) T. cruzi)*
Proteina recombinante GST-Actina purificada por electroelucion*
. Dilucion: 1:100 . Dilucion: 1:50,000 Células Hela
Epimastigotes de T. cruzi.
Diferentes estadios de T. cruzi: epimastigotes de fase ML y de fase E,
Actina Suero poloclonal de conejo contra GST- | Anticuerpo de cabra anti 1gG de tripomastigotes, y amastigotes extracelulares.
actina de T. cruzi conejo conjugado con HRP (Pierce) Fracciones subcelulares de epimastigotes de T. cruzi
Formas prociclicas de Leishmania mexicana **
. Dilucién: 1:8,000 . Dilucién: 1:50,000 Taquizoitos de Toxoplasma gondii **
Trofozoitos de Trichomonas vaginalis **
Células HelLa
Células NIH3T3 **
Anticuerpo  monoclonal de ratén anti | Anticuerpo de cabra anti IgG de raton Epimastigotes de T. cruzi de fase ML y de fase E
a Tubulina o tubulina (Amersham Life Sceicne, | conjugado con HRP (Pierce) Fracciones subcelulares de epimastigotes de T. cruzi

N356 ***)

. Dilucién: 1:30,000

. Dilucién 1:30,000

* Consultar Apéndice 2.

** | as muestras de cultivos de los protozoarios empleados para este experimento fueron amablemente proporcionados por la Dra. Rosalia Lira (Leishmania mexicana), el Dr. Rafael

Saavedra (Toxoplasma gondii), y la Dra. Imelda L6opez (Trichomonas vaginalis) del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Los lisados totales de élulas NIH3T3 fueron un
obsequio de la Dra. Rebeca Manning del CINVESTAV.

*** Obsequio de la Dra. Imelda Lopez.
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uno de ellos a su diluciébn o6ptima (Tabla 5). Se le realizaron 3 lavados de 10 min c/u
con 0.05 % de Tween (v/v) en PBS por 10 min a TA. Después, la membrana se incub6
con el/los anticuerpo(s) secundario(s) diluido(s) en Tween-NGS en PBS durante 1 hr a
TA. Se realizaron los lavados como los indicados anteriormente. Finalmente, la membrana
se tratd6 con el reactivo comercial quimioluminiscente Supersignal West Pico
Chemiluminescent Substrate (Pierce), se expuso a placas autorradiograficas (Amersham

Pharmacia), y se revelé6 manualmente.

7.4 Inmunodeteccidn de actina con Microscopia Confo  cal.

Los epimastigotes de fase ML o E, los tripomastigotes o los amastigotes se
colectaron y lavaron como se indico para la tincion con HEMA3 y se fijaron sobre placas
para microscopia silanizadas (SIGMA) con paraformaldehido 4 % en PBS pH 7.4 durante
30 min a TA en una camara humeda. Las células NIH3T3 infectadas, que se cultivaron
sobre cubreobjetos, se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.4. Las
diferentes muestras de pardsitos aislados o células infectadas se permeabilizaron con
Triton X-100 al 0.1 % en PBS pH 7. 4 durante 30 min a TA. Luego de bloquearse con
BSA 2 % en PBS pH 7.4 durante 2 hr a TA, se aplicdé una dilucién de 1:250 en BSA 1 %
en PBS pH 7.4 del suero inmune o el suero pre-inmune como control, y se incubaron
durante 18 hr a 4 C. Se realizaron 3 lavados de 15 min con BSA 1%, con agitacion y a
TA. Posteriormente se aplicd el anticuerpo secundario de cabra anti IgG de conejo
conjugado con FITC (Santa Cruz Biotech) a una dilucién 1:200 en BSA 1 %, incubandose
durante 30 min a TA en oscuridad. Se volvié a lavar con BSA 1% como se menciono
anteriormente. Finalmente se montaron para la miscrocopia confocal con medio para
montar Vectashield conteniendo yoduro de propidio (Vector Laboratories), el cual tifie el
ADN, permitiendo localizar el nucleo y el cinetoplasto del pardsito. Las muestras se

analizaron en un microscopio confocal LSM 5 Pascal de ZEISS.
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8. RESULTADOS.

8.1 Andlisis de la secuencia de actinade T. cruzi.

La estructura cristalogréfica de a actina de musculo esquelético de conejo ha sido
caracterizada y en ella se han identificados los residuos aminoacidos que conforman cada
subdominio en la estructura tridimensional de la molécula (Otterbein et al.,, 2001) y
aquellos residuos involucrados en varias propiedades de actina (Dos Remedios et al.,
2003, revision). La alineacion de las secuencias de ésta actina con las de T. cruzi permitio
identificar los correspondientes aminoécidos de cada subdominio en la actina de T. cruzi,
y también determinar qué tan conservados se encuentran (Tabla 6 y Figura 7). Los
resultados de ésta comparacion de secuencias, indican que los residuos mas
conservados se encuentran en los subdominios 1b y 3a. Estas son regiones que
constituyen el centro hidrofébico interno de actina (bolsillo hidrofébico) asociado a la unién
al nucledtido y a la union al cation; la mayoria de los residuos especificos asociados a
éstas funciones estan bien conservados en la actina de T. cruzi (Figura 7). En cambio, los
subdominios 2, 4, y 3b, que estan localizados en la superficie de la molécula, se
encuentran menos conservados en la actina de T. cruzi (Figura 7). Estas regiones
incluyen, los sitios de unién a DNasa | y otras ABPs, y aquellos asociados a las
interacciones actina—actina en los microfilamentos. En T. cruzi, el sitio de unién a DNasa |
no esta conservado, por lo tanto, es probable que no haya actividad de unién a DNasa |,
tal y como ocurre con la actina del tripanosoméatido H. samuelpessoai (Mortara, 1989). El
modelo tridimensional de actina de T. cruzi obtenido con los programas Phyre ( para el
plegamento, el programa se basé principalmente tomando como referencia la estructura
cristalografica de la a actina de conejo PDB:clesvA) y Pymol muestra una proteina
estructuralmente parecida a la actina de conejo (Figura 8). La localizacion de los residuos
aminoacidos no conservados en este modelo estructural de actina de T. cruzi permitid
corroborar su presencia en la superficie de la molécula (Figura 8). Es interesante observar
que los loops de union a DNasa | y H estan presentes en este modelo, a pesar de su alto
contenido de residuos aminodcidos divergentes (Figura 8). El modelo de la actina de
conejo presenta un loop de unién a DNasa | formando una pequefia hélice a;esta
estructura estéd ausente en el loop de T. cruzi (el cual no esta estructurado). También, se

puede observarse que el loop H de la actina de T. cruzi tiene una estructura  plegada
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mas corta que la a actina de conejo. Estas observaciones sugieren alguna importancia
estructural y funcional en éstas regiones. Por otro lado, se determind la conservacion de
los sitios de interaccién de actina con algunas ABPs reportados (Dos Remedios et al.,
2003, revisién) en la secuencia de residuos aminoacidos en T. cruzi. Los sitios de
ADF/cofilina (identidad: 76. 9 %), profilina (90. 5 %), CapZ (91 .3 %) y gelsolina (72. 1 %)
estan conservados (Apéndice 6). En cambio, no estdn muy conservados los sitios de
interaccion con timosina 4 (42. 9 %), las regiones de interaccion con el complejo ARP2/3
(correspondiente a gran parte de los subdominios 2 y 4: ~58 % de identidad), y el
principal sitio de interaccibn con miosinas, el extremo amino terminal. ADF/cofilina,
profilina y CapZ, ABPs muy conservadas entre los eucariontes, estan presentes en el
genoma de T. cruzi. Aunque los sitios de actina relacionados a la union a CapZ estan
conservados en Leishmania y en T. brucei, CapZ es una proteina “perdida” en sus
genomas (Apéndice 1; Berriman et al., 2005). Gelsolina y timosina 4 son ABPs ausentes
en el genoma de T. cruzi. Gelsolina, una proteina que corta filamentos, no es muy
conservada entre los eucariontes; sin embargo sus sitios de unién en actina estan
conservados en T. cruzi (Dos Remedios et al., 2003, revisién). Timosina 4 es una
proteina secuestradora de actina G restringida solo a metazoarios, sus sitios de
interaccion en actina no se estan conservados en T. cruzi (El-Sayed et al., 2005; Berriman
et al., 2005). De las regiones involucradas en la asociacion entre actinas 64. 5 % estan
conservadas (Apéndice 6). Tres de éstas regiones son bastante divergentes: una region
corresponde a los primeros residuos aminoacidos del extremo amino terminal (2 - 5 aa),
otra es el loop de DNasa | (38 - 52 aa), y una ultima es el loop H (262 - 274 aa), ésta
dltima estructura, en particular, es muy importante para la formacion y estabilizacion de
los microfilamentos, ya que es esencial para los contactos laterales entre las hebras del
filamento de actina (Dos Remedios et al., 2003, revision). También, de los residuos
importantes para las interacciones intermoleculares entre actinas reportados por Kim et al.
(2000) -Tabla 1-, anicamente S265 no esta conservado en la secuencia de actina de T.
cruzi (Apéndice 6). Los residuos aminoacido asociados a la interaccion con las drogas
Latrunculina y Faloidina estdn conservadas en T. cruzi (Apéndice 6). La droga Faloidina
(un estabilizador de filamentos) marcado con rodamina, es muy empleada en células de
metazoarios y levadura para inmunolocalizar microfilamentos, sin embargo, en T. cruzi
solo da un patrén granular (Mortara, 1989). Todos estos datos sugeririan propiedades

diferentes de la actina de T. cruzi para polimerizar y para asociarse con algunas ABPs,
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que finalmente, también repercutirian en la organizacion y funcién del citoesqueleto de

actina.

Tabla 6. Porcentajes de identidad y similitud entre Los diferentes subdominios de la  a actina
de musculo esquelético de conejo y la actina de T. cruzi.

Secuencia Completa Subdominio 1 Subdominio Subdominio 3 Subdominio
comparada la 1b 1c 2 3a 3b 4
Aminoécidos 1-375 1-32 70-144 338-375 33-69 145-180 270-337 181-269
1-377 * 1-34 * 72-146 * | 341-378 * 35-71* 147-182 * 272-340 * 183-271*
Identidad (%) 70.9 76.5 86.7 85.4 59.5 86.7 58.5 58.4
Similitud (%) 91 88.2 94.7 92.7 89.2 97.2 86.2 91

Los porcentajes de identidad y similitud entre las actinas se obtuvieron con el programa LALIGN.

* Numeracién de residuos aminoacidos de la secuencia de la actina conejo correspondientes a cada
subdominio, obtenida después de adicionar los dos primeros residuos (omitidos inicialmente en los estudios
cristalograficos de la proteina de conejo), y alinear las dos actinas (lo cual origina en la proteina de T. cruzi
una insercion en la posicion 276 y dos deleciones en las posiciones 8 y 236).
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias de a actina de musculo esquelético de conejo
(377 aa) y la actinade T. cruzi (376 aa).

O cunicul us MCDEDETTAL VCDNGSGLVK AGFAGDDAPR AVFPSINGREIREQEVIVNGYE

cruzi VBDEEQS- Al VCDNGSGWK AGFSGDDAPR HVFPSINCREIKNEQAVNESA

|l oop D
I I I I [ooei] oo I I I
60 70 80 90 100

O cunicul us DEDSYVEDEAIOSKREIEMERIN ! EHG | TN WDDVEKI WHH TFYNELRVAP

cruzi SRKEEVEDEANOARREVESERINF! EHG VTN WDDVEKI WHH TFYNELRVNP

O cuniculus EEHPTLLTEA PLNPKANREK MIQ MFETFN VPAM{VAI QA VLSLYP-

T. cruzi ESHSVLLTEA PNNPKQ\IREK MIQ MFETFG VPAMYVG QA VLSLYSSGRT

O. cuni cul us

T cruzi TG VLDAGDG VTHTVPI YEG YSLPHAI RRVDVAGRDLTEY LWKELNESGY

O cuni cul us SFVTTAEREI VRDI KEKLCY VALDFENEMA TAASSSSLEK SYELPDGQM

cruzi  TFTTSAEKEl VRNVKEQLCY VALDFDEEVT NSAKTVN-EE PFELPDGTI M

O cuni cul us TIGNERFRCP ETEFGRSFIG VESA-GI HET TYNSI MKCDI DI RKDLYANN

T cruzi (QUGNQRERCPIEALFKPMIIGILDEAPGFHEM TFQSI NKODI DVRRDLYGN

| oop H
| | | | fovenl e | | |
310 320 330 340 350

O cuni cul us VNEGGTTMYP G ADRVGKEI TALAPSTVKI  KI I APPERKY SVW GGSI LA

T cruzi VLSGGTTWFK NLPERLGKEI SNLAPSS| KP KWAPPERKY SW GGSI LS

..360... 370
O. cuni cul us SLSTFQJVW TKQEYI]EAGP SI VHRKCF

cruzi SLTTFQT! MN KKSEYDEAGP SI VHNKCF

Se muestran los residuos aminoacidos correspondientes a cada subdominio de actina: 1, B, 8 y 8. Dos puntos
(:) indican residuos idénticos, y un punto ( . ) los residuos conservados. También, se indican con un asterisco
( *) los residuos que se ha demostrado participan en la unién al nucleétido, y las regiones de los loops D
(DNasal) y H (tapon hidrofébico).
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A. Actina de conejo: B. Actinade T. cruzi: C. Actinade T. cruzi:

Loop DNasa |

Figura 8. Modelo estructural de la actina de T. cruzi. Dos diferentes vistas de los modelos de la estructura de la actina a de masculo esquelético
(A) y la actina de T. cruzi (B y C) obtenidos con los programas Phyre y Pymol. Se indican el loop DNasal y el loop H. En C se muestran como
esferas rojas los aminoacidos no conservados en la actina de T. cruzi. Se muestran en diferentes colores los subdominios de actina: 4 verde, 2
azul, I morado yI naranja.
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8.2 Obtencion de los diferentes estadios de T. cruzi.

Los epimastigotes de fase media logaritmica (ML) se obtuvieron al tercer dia de la
inoculacién del cultivo axénico, y 11 dias después, los de la fase estacionaria (E)
(Figura 9). En la figura 10 se muestran las imagenes de epimastigotes de fase ML y fase
E tefiidos con HEMAS3, en donde pueden apreciarse las diferencias morfolégicas entre los
epimastigotes de cada fase: los epimastigotes de fase ML (cuerpo redondeado con un
flagelo corto) se transforman en células alargadas con un flagelo largo en la fase E. En
algunos parasitos se puede identificar que la reorganizacion de componentes sub-
celulares (cinetoplasto y nucleo) ha sido iniciada por lo que se consideran formas
intermedias. Aproximadamente un 5% de los parasitos de fase E completan su

diferenciacion a tripomastigotes metaciclicos.
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Figura 9. Curva de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi. El cultivo se inicié con un inéculo

de 1x 106 epimastigotes. Se tomaron alicuotas de los cultivos en los tiempos indicados, y se
conto el nimero de parasitos usando una camara de Neubauer. La fase media logaritmica (ML) se
defini6 como el tiempo en el que el cultivo de epimastigotes llega a una densidad de 8-12 x 106
células / ml (dia 3). La fase estacionaria (E) se defini6 como las 72 hr después de que los
parasitos en el cultivo dejan de crecer (85-90 x 106 células / ml). Los valores del numero de

epimastigotes presentados corresponden a los promedios de tres diferentes curvas de crecimiento;
las barras de error son las desviaciones estandar.
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Epimastigotes de fase ML

Epimastigotes de fase E

-_—

4_

Figura 10. Epimastigotes de fase ML y fase E tefido

s con HEMAS. Micrografias, aumento 60X.

En la muestra de epimastigotes de fase E se indican con flechas dos formas intermedias, una en la

gue se puede apreciar un distanciamiento entre el nucleo y el cinetoplasto, y otra en la que el

cinetoplasto se encuentra en el extremo posterior de la célula.

Los sobrenadantes de cultivos de fibroblastos infectados con T. cruzi fueron una

buena fuente de los estadios tripomastigote (sanguineo) y amastigote. En la figura 11 se

presentan tinciones con HEMA3 de tripomastigotes y amastigotes del sobrenadante de

una infeccion de 12 dias, separados con el anticuerpo monoclonal 2B. En la muestra de

tripomastigotes puede quedar una contaminacion <5 % de amastigotes, y en la muestra

de amastigotes una contaminacion del 1 - 5 % de tripomastigotes que quedan atrapados

entre los agregados de amastigotes (Figura 11, Amastigotes).
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Figura 11. Fracciones de tripomastigotes y amastigo

tes teflidos con HEMA3. Micrografias,

aumento 60X. En las imagenes se sefiala con una flecha uno de los pocos amastigotes o

tripomastigotes “contaminantes”.




8.3 Caracterizacién del suero policlonal contra la prot eina recombinante GST-actina

de T. cruzi.

Una herramienta clave para la realizaciéon del presente trabajo fue el suero

policlonal de conejo contra la proteina recombinante GST-actina de T. cruzi (Apéndice 2).

Para demostrar que la proteina recombinante - que migra con un tamafio de
~ 68 kDa - contiene actina, se determind su reactividad con un anticuerpo comercial de
conejo anti-actina generado contra los 11 residuos carboxilo terminales altamente
conservados de las actinas de mamiferos (Figura 12 A). El anticuerpo comercial si
reconoce a la proteina recombinante, y también, reconoce una proteina de 43k Da en
lisados totales de T. cruzi, tamafo consistente con la masa molecular que se predice de la
secuencia de aminoacidos de actina de T. cruzi, y con el tamafio reportado para actina de
T. cruzi por Mortara (1989). Sin embargo, ésta reactividad es menos intensa al compararla
con la observada en la actina nativa de las células humanas HelLa, considerando que en
el ensayo se han cargado las mismas cantidades de proteinas totales (Figura 12 B). Es
posible que esto se deba a que actina es mas abundante en las células de eucariontes

superiores que en T. cruzi.

A  Péptido C11 mamiferos ...SGPSIVHRKCF - COOH
C11de T. cruzi ..AGPSIVHNKCF - COOH

B kDa 1_ i l i _5
97.4 —
60.2 — —— — GST-Actina
45 — -— =—Actina
31—

Figura 12. A) Secuencia de residuos de aminoacidos del fragmento carboxilo terminal de actina de
mamiferos contra el cual se desarrollé el anticuerpo comercial, debajo de la secuencia se indican
los aminoacidos correspondientes a la actina de T. cruzi. El Gnico residuo aminoacido diferente es
el primero: la A subrayada. B) Western blot. Reactividad de un anticuerpo heterélogo anti-actina
comercial en: 1. Lisados totales de cultivo de E. coli no inducido. 2. Lisados totales de cultivo de E.
coli inducido con IPTG. 3. Proteina recombinante GST-Actina eluida. 4. Lisados totales de células
Hela. 5. Lisados totales de epimastigotes de T. cruzi.
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El suero policlonal obtenido al inmunizar un conejo con GST-actina de T. cruzi,
reconoce a la proteina recombinante, y reacciona fuertemente con una banda de 43 kDa
en lisados totales de epimastigotes de T. cruzi (Figura 13). Este resultado coincide con el

tamafio de la proteina identificada con el anticuerpo heterdlogo anti-actina comercial.

kDa P
97.4 —"
60.2 —

45_ —
31—

21.5—
14.4 —

Figura 13. Deteccién de actina en lisados totales de T. cruzi. Western blot de lisados totales de
epimastigotes de T. cruzi con el suero pre-inmune (P) y con el suero anti actina recombinante de T.
cruzi.

La reactividad del suero anti actina recombinante de T. cruzi con actina no es
especie especifica, ya que presenta reactividad cruzada con las actinas de los parasitos
(Figura 14 A, Tabla 7): Leishmania mexicana, T. gondii y T. vaginalis, y de células de
mamiferos, células NIH3T3 (Figura 14 B). Esta reactividad cruzada del suero es menor a
la mostrada en los lisados de T. cruzi (Figura 14). En T. vaginalis, se reconocen dos
bandas, que podrian corresponder a otras actinas reportadas en este organismo
(Brugerolle, 1996).

Tabla 7. Actinas de las células con las que se prob 6 la reactividad cruzada del suero

policlonal contra actina recombinante de  T. cruzi.

Organismo: Tamafno: Referencia: % identidad y similitud con la
actinade T. cruzi:
L. mexicana 376 aa, 43 kDa Mortara, 1988 ~88.6% identicas, ~98.1% similares. *
T. gondii 376 aa, 43 kDa. Dobrowolski et al., 1997 74% idénticas, 88.6% similares
T. vaginalis 376 aa, 42 kDa Brugerolle et al., 1996 68.5% idénticas, 86.8% similares
Células de mamiferos 375 aa, 42 kDa Alberts et al., 2002 71.2% idénticas, 91.2% similares
(actina citopldsmica)

Los porcentajes de identidad y similitud entre las actinas se obtuvieron con el programa LALIGN.
* Dado que no hay secuencia de actina de esta especie, se compar6 con la secuencia de
actina de L. donovani.
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Pre-inmune  Inmune Pre-inmune Inmune
kba 1 2 34 1 23 4 kDa 1 2 1 2
97.4 — 97.4 —
60.2 — 60.2 —
31 — 31 —
21.5 —
21.5— 14.4 —
14.4 —

Figura 14. A) Reactividad del suero anti actina recombinante de T. cruzi con otros protozoarios.
Western blot con el suero pre-inmune y suero inmune. Carril 1, lisados de T. cruzi; carril 2, lisados
de L. mexicana; carril 3, lisados de T. gondii; carril 4, lisados de T. vaginalis. B) Reactividad con
células NIH3T3. Western blot con el suero inmune y suero pre-inmune. Carril 1, lisados totales de
T. cruzi; Carril 2, lisados totales de células NIH3T3.

La reactividad del suero con células NIH3T3 es minima comparada con la de T.
cruzi a pesar de que los fibroblastos contienen mas actina (Figura 14 B). Las diferencias
entre las dos proteinas deben ser una razén de la distinta afinidad del suero. Dado que el
modelo de infeccién con T. cruzi se monté en NIH3T3, este resultado nos indico la
posibilidad de utilizar el suero para inmunolocalizar la actina de parasitos intracelulares sin

tener mucha interferencia de la sefial de la actina de la célula huésped.

8.4 Solubilidad de actinade T. cruzi al tratamiento con Tritén X-100.

En las células de metazoarios, una fraccion importante del total de actina se
encuentra en forma polimerizada formando parte del citoesqueleto. Esta fraccion es
resistente a la solublilizacion por el tratamiento con Tritbn X-100. Contrariamente, en
algunos protozoarios se ha demostrado que mantienen un gran pool de actina soluble
(actina en su forma globular), por ejemplo en los apicomplexos T. gondii y Plasmodium

(Dobrowsky et al., 1997; Poupel y Tardieux, 1999; Schmitz, 2005), y en el tripanosomatido
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Leishmania, en el cual cerca del 70 % de actina se encuentra en la fraccién soluble
(Sahasrabuddhe et al, 2004). Mortara (1989) report6 que en los tripomastigotes
metaciclicos de T. cruzi actina era retenida en la fraccion insoluble. Para determinar la
solubilidad de actina en epimastigotes de T. cruzi, se trataron los parasitos con Triton X-
100 y se obtuvieron las fracciones soluble e insoluble por centrifugacion. Para detectar
actina en las fracciones se hizo un ensayo western blot usando el suero policlonal. Los
resultados indican que la mayor parte de la actina fue soluble al detergente, indicando que
ésta podria encontrarse mayoritariamente en su forma monomérica o en filamentos cortos
como los descritos en otros parasitos (Figura 15). En este mismso ensayo, se detectd
tubulina usando un anticuerpo heterélogo como un control del procedimiento. Y como era
de esperarse, contrario a actina, la mayor cantidad de la proteina tubulina, que se
encuentra mayoritariamente estructurada en microtubulos (Gull, 1999), se detect6 en la

fraccion insoluble.

A B C
1423 1 23 123
kDa
50 4 — oTubulina
45 — —_ = Actina

Figura 15. Fracciones soluble e insoluble en Tritbn X-100 de actina y a tubulina (control) de
T. cruzi. Western blot con el suero anti actina recombinante de T. cruzi (panel A), anticuerpos anti a
tubulina de ratén (panel C) y ambos (panel B). Carril 1, fraccién insoluble; carril 2, fraccion soluble;
carril 3, lisados totales de T. cruzi



8.5 Presencia y localizacion de actina en los difer  entes estadios de T. cruzi.

De Souza et al (1983) y Mortara (1989) demostraron la presencia de la proteina
actina en el estadio epimastigote. En el presente trabajo, mediante ensayos western blot,
la presencia de la proteina fue demostrada en diversos estadios de T. cruzi: epimastigotes
de fase ML y fase E, tripomastigotes y amastigotes. Posteriormente, considerando que: 1)
T. cruzi presenta cambios morfolégicos importantes durante su ciclo de vida; 2) la re-
organizacién de su citoesqueleto basado en tubulina de un estadio a otro es muy evidente
(Gull et al., 1999); y 3) es probable que la localizacion de actina también presente una re-
organizacién acompafiada de cambios funcionales dependientes de esta proteina; se
analiz6 la distribucion subcelular de la proteina mediante microscopia confocal en los

diferentes estadios de T. cruzi.

8.5.1 Actina en epimastigotes de la fase media loga ritmica y la fase estacionaria de

la curva de crecimiento en cultivos axénicos.

Se comenta que en la fase estacionaria de la curva de crecimiento de
epimastigotes se mimetiza el estrés nutricional que el parésito experimenta durante el
crecimiento in vivo en la cloaca del insecto (Contreras et al., 1985). El estrés nutricional en
la fase estacionaria conlleva a cambios morfolégicos y bioquimicos que favorecen la
transformacion a tripomastigotes metaciclicos (Contreras et al., 1985; Henriquez et al.,
1993). De hecho, durante esta fase, ~5 % se diferencian espontaneamente a formas
infectivas, y también pueden apreciarse forma intermedias entre epimastigotes y
tripomastigotes. Varios de estos cambios deben estar relacionados a la expresion
diferencial y/o a la re-localizacion de proteinas de citoesqueleto. En un trabajo previo, se
determiné que la concentracion de ARNm de actina llegaba a niveles minimos en la fase
estacionaria (Cevallos et al., 2003); sin embargo, este ARNm era mas estable en la fase
estacionaria que en la fase media logaritmica (Cevallos et al., 2005). Era de nuestro
interés determinar qué comportamiento tenian la proteina actina, a nivel de cantidad y
localizacion, en las dos fases. Para éste fin, primero, se realizé un ensayo western blot
usando el suero policlonal contra la actina recombinante de T. cruzi para detectar la

proteina en lisados totales de epimastigotes de fase ML y fase E (Figura 16). Se emple6
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como control de carga la deteccion de tubulina. Puede observarse que no hay variaciones

importantes en la cantidad de actina entre los epimastigotes de las dos fases (Figura 16).

1 2 3 1 2 3

45 kDa — | e o T ——— | — Actina

50 kDa = | e = . . s | = . Tubulina

Figura 16. Deteccién de actina y a tubulina (como control de carga) en lisados totales de
epimastigotes de T. cruzi. A) Western blot con el suero anti actina recombinante de T. cruzi; y con
anticuerpos anti a tubulina de raton. Lisados de epimastigotes de fase logaritmica provenientes de
tres diferentes cultivos: cultivo 1 (carril 1), cultivo 2 (carril 2) y cultivo 3 (carril 3).

La distribucién de actina en los epimastigotes de fase ML y E se determind con
Microscopia Confocal. En estos parasitos, la proteina se distribuye difusamente a lo largo
de la célula. De manera interesante, se encontré en concentraciones en la regién cercana
al cinetoplasto y en varias regiones del flagelo (Figura 17). También se llegaron a
observar concentraciones adicionales en parasitos aislados, como en la region entre el
cinetoplasto y el nucleo, y en la regién posterior al nucleo (Figura 17). Esta misma

distribucion subcelular es observada en los epimastigotes de fase E (Figura 18).
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Figura 17 . Inmunotincién de actina de epimastigotes de T. cruzi de fase media logaritmica (ML) con el suero anti actina recombinante de T. cruzi. Pre-inmune:
micrografias de células controles, epimastigotes tefiidos con el suero pre-inmune. Inmune: ejemplos de micrografias de epimastigotes tefiidos con el suero
inmune. Sefial verde: Actina. Sefial roja: loduro de propidio que tifie ADN, observamos el nlcelo y el cinetoplasto de los parasitos. Las imagenes a, b,

ey f, son micrografias tomadas con el canal de luz, a todas las demas, éste se les ha quitado.
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Figura 18 . Inmunotincién de actina de epimastigotes de T. cruzi de fase estacionaria (E) con el suero anti actina recombinante de T. cruzi. Pre-inmune:
micrografias de células controles, epimastigotes de fase E tefiidos con el suero pre-inmune. Inmune: micrografias de epimastigotes de fase E tefiidos
con el suero inmune; pueden apreciarse algunas formas intermedias (h, m y n). Né6tese la sefial de actina en la punta del flagelo de varias células.
Sefial verde: actina. Sefial roja: ADN, observamos el nlcelo y el cinetoplasto de los parasitos. Las imagenes a, b, e, f, g y h son micrografias tomadas

con el canal de luz.
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8.5.2 Presencia y localizacion de actina en los est  adios amastigote y tripomastigote.

Dado que los estudios de expresion y localizacion de la proteina actina se limitan
al estadio epimastigote (De Souza et al., 1983; Mortara 1989), era importante determinar
su situacion en los otros estadios de T. cruzi. Para determinar la expresion de actina en
los amastigotes y tripomastigotes, se realizaron ensayos western blot usando el suero
policlonal contra actina recombinante de T. cruzi. Como control de carga se detecto
tubulina. El suero contra actina reconoce, al igual que en los epimastigotes, una banda de
43 kDa en lisados totales de tripomastigotes y amastigotes (Figura 19), indicAndonos que

la proteina es expresada en los tres estadios de desarrollo de T. cruzi.

A Pre-inmune Inmune B
E TA E T A
kD#  ——— i kDa = 0
97.4 — _—
60.2 — 03—
. . — 0 Tubulina

45 — 45 — — Actina

31 = 31 —
21.5 — 21.5 =
14.4 — 14.4 —

Figura 19. Deteccién de actina (Panel A), y de actina junto con a tubulina (como control de carga)
en lisados totales de epimastigotes (E), tripomastigote (T) y amastigotes (A) de T. cruzi. Western
blot con el suero anti actina recombinante de T. cruzi; y con anticuerpos anti a tubulina de raton.
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a) Localizacion de actina en tripomastigotes libera  dos al sobrenadante de

fibroblastos en cultivo infectados con T. cruzi.

En los tripomastigotes, la distribucion de actina fue difusa a través de toda la célula
y el flagelo (Figura 20). En ninguno de los estudios realizados fue posible identificar &reas
de focalizacién. La intensidad de la sefial de actina en tripomastigotes parecié ser minima

al compararla con la observada en epimastigotes y amastigotes.

b) Localizacién de actina en amastigotes liberados al sobrenadante de fibroblastos

en cultivo infectados con  T. cruzi.

En la poblacion de amastigotes liberados al sobrenadante se observo
heterogeneidad en la concentracion celular (intensidad de la sefial de actina) o en su
distribucion subcelular: actina puede encontrarse de manera difusa o concentrada a
través de toda la célula, concentrada en las regiones anterior o posterior al nicleo, o en la

periferia de la célula dando una sefial cortical (Figura 21).

¢) Localizacion de actina en pardsitos intracelular  es.

Se inmunolocalizé la proteina actina en pardsitos intracelulares de fibroblastos
infectados. Se observé que independientemente de la carga de amastigotes en el interior
de los fibroblastos (se observaron fibroblastos con pocos amastigotes en su interior u
otros infestados de parasitos), la intensidad de la sefial y localizacion de actina fue
heterogénea en la poblacion de parasitos, presentando patrones de la sefial de actina
muy parecidos a los observados en la poblacion de amastigotes extracelulares (Figura
22). En las muestras de infecciones, se apreciaron algunos fibroblastos conteniendo
formas intermedias de desarrollo (entre amastigotes y tripomastigotes) cuya morfologia es
parecida a amastigotes pero presentan un flagelo ya sea corto o largo. En estas formas
intermedias, se observo una tincidén de actina intensa en todo el cuerpo celular y a lo largo
del flagelo (Figura 23). También se observaron otras formas intermedias
morfolégicamente mas cercanas a los tripomastigotes, las cuales presentaron un patron

difuso de sefal de actina (Figura 24).
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Figura 20. Inmunotincidn de actina de tripomastigotes
sanguineos liberados al sobrenadante de fibroblastos en
cultivo infectados con T. cruzi con el suero anti actina
recombinante de T. cruzi. Pre-inmune: micrografias de
tripomastigotes tefiidos con el suero pre-inmune como
control. Inmune: micrografias de tripomastigotes tefii-
dos con el suero inmune. Se observa que la sefial es
difusa y homogénea a través de las células, no hay
concentraciones. Sefial verde: actina. Sefal roja: ADN,
observamos el nlcelo y el cinetoplasto de los parasitos.
Las imagenes b (misma que a), ¢ y d son micrografias
tomadas con el canal de luz.



Figura 21 . Inmunotincién de actina de amastigotes liberados al sobrenadante de fibroblastos en cultivo infectados con T. cruzi con el suero anti actina
recombinante de T. cruzi. Pre-inmune: amastigotes tefiidos con el suero pre-inmune como control. Inmune: micrografias de amastigotes tefiidos con el
suero inmune; pueden apreciarse la heterogeneidad en la sefial y localizacién de actina en la poblacion de amastigotes. Sefial verde: actina. Sefal roja:
ADN, observamos el nlcelo y el cinetoplasto de los parasitos. Las imagenes a, b, k y m son micrografias tomadas con el canal de luz. Las micrografias
j e ison las mismas imagenes de k y m pero sin el canal de luz ni el canal rojo, por lo que Unicamente se aprecia la sefial de actina.
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Figura 22 . Inmunotincién de actina de amastigotes intracelulares de T. cruzi en fibroblastos infectados. Pre-inmune: amastigotes tefiidos con el suero
pre-inmune como control. Inmune: micrografias de amastigotes tefiidos con el suero inmune contra actina recombinante de T. cruzi. Sefial verde:
actina. Sefial roja: ADN, observamos el nucelo y el cinetoplasto de los parasitos, y el nicleo de los fibroblastos. La sefial y distribucion de actina en la
poblacién de amastigotes es heterogénea. Se aprecia una ligera reaccion cruzada con la actina de los fibroblastos. Todas las micrografias se tomaron
sin el canal de luz. En la siguiente pagina se presentan mas imagenes de la reaccion inmune, imagenes g — |.
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Figura 23 . Inmunotincién de actina de formas intermedias amastigote-tripomastigote flageladas intracelulares de T. cruzi de fibroblastos infectados (flechas).
Son micrografias de amastigotes tefiidos con el suero inmune contra actina recombinante de T. cruzi (sefial verde) tomadas sin el canal de luz. La sefial
roja corresponde al ADN, observandose el nlicelo y el cinetoplasto de los parasitos, y el nicleo de los fibroblastos. Las formas intermedias presentan una

sefial de actina intensa a través del cuerpo celular y el flagelo.
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Figura 24 . Inmunotincién de actina de formas intermedias intracelulares con morfologia cercana a tripomastigotes (flechas) en un fibroblasto infectado
(flecha). Son micrografias de amastigotes tefiidos con el suero inmune contra actina recombinante de T. cruzi (sefial verde). La sefial roja corresponde
al ADN, observandose el nucelo y el cinetoplasto de los parésitos, y el nicleo de los fibroblastos. La micrografia a y b son las misma imagen, solo que a
se tom@ con el canal de luz, apreciandose la silueta de los parasitos, y b sin el canal de luz. Se aprecia una sefial difusa de actina a través de todo el

parasito.

e
. Enm

Ed

i
-
o W

100X, zoom 2 100X, zoom 2

76



9. DISCUSION.

En los eucariontes, actina es considerada una de las proteinas mas conservadas y
el principal constituyente del citoesqueleto. Sin embargo, en los eucariontes de
divergencia temprana de la familia Trypanosomatidae como T. cruzi, el citoesqueleto esta
formado principalmente por un sistema de tubulina. En T. cruzi el citoesqueleto de
tubulina ha sido ampliamente caracterizado (Gull, 1999). Contrariamente, son escasos los
datos referentes a actina en este organismo. Se conoce que el gen de actina esta
conservado en T. cruzi, y unos cuantos estudios han sugerido la presencia de la proteina
en uno de los estadios del ciclo de vida de T. cruzi, en el epimastigote (De Souza et al.,
1983; Mortara 1989; Cevallos et al., 2003). Dado que en T. cruzi no se han podido
identificar los tipicos filamentos de actina de 5-7 nm (Mortara, 1989), se ha sugerido que
su actina tiene propiedades estructurales y de ensamblaje peculiares. De Souza et al
(1983) y Mortara (1989) inmunolocalizaron a actina en epimastigotes a través de
miscroscopia de epifluorescencia y anticuerpos heterélogos. Esta presentd una
distribucion difusa a través de todo el cuerpo celular; sin embargo, De Souza et al (1983)
reportan una reactividad primordialmente flagelar, mientras que Mortara (1989) no, debido
quizas a la distinta reactividad de los anticuerpos usados en cada estudio. Considerando
que con el uso de anticuerpos homélogos pueden resolverse estas diferencias, en este
trabajo se empled un suero policlonal contra una proteina recombinante GST-actina de
T. cruzi para determinar la presencia y tener un mayor detalle de la localizacion de actina

en los diferentes estadios de T. cruzi.

El suero policlonal reconocié a la proteina actina (43 kDa) en los tres estadios de
T. cruzi. Los ensayos western blot sugieren que no hay diferencias importantes en la
cantidad de actina entre los epimastigotes de fase media logaritmica y estacionaria, y ni

entre los estadios epimastigote, tripomastigote y amastigote.

La alta conservacién de la secuencia de actina entre las especies se refleja en la
reactividad no especie especifica del suero policlonal, ya que éste también reconocié la
actina de los protozoarios Leishmania mexicana, Toxoplasma gondii, y Trichomonas

vaginalis, y células de mamiferos. Sin embargo, es evidente una afinidad menor de este
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suero con la actina de mamiferos, que contiene mas residuos divergentes a los de T. cruzi
(Tabla 7).

En epimastigotes, se demostré que actina es recuperable de la fraccion soluble al
detergente no iénico Tritdbn X-100, lo cual indica que no se organiza en los tipicos
filamentos como los vistos en células de eucariontes superiores 0 que €stos no son
estables (este dato que es consistente con los intentos fallidos de localizar los tipicos
microfilamentos de 5 a 7 nm en T. cruzi ya sea con la tincion de rodamina-faloidina o con
microscopia electronica de transmision - De Souza et al., 1983; Mortara, 1989 -). En
contraste a este resultado, la distribucion subcelular de actina en el estadio tripomastigote
metaciclico de T. cruzi reportada por Mortara (1989) indica que la proteina es retenida en
la fraccién insoluble al detergente no idnico Nonidet-P40, en la fraccion citoesquelética.
Considerando que en T. cruzi actina no se organiza en los tipicos arreglos de
microfilamentos, es intrigante saber de qué manera esta estructurada ésta proteina en
este estadio. Se ha sugerido que la ausencia o inestabilidad de tipicos filamentos de
actina en T. cruzi son propiedades intrinsecas de la proteina del paréasito (dado que sus
regiones menos conservadas estan en la superficie de la proteina y podria tener
propiedades peculiares de polimerizacion y/o interaccion con otras proteinas) y/o al
conjunto de proteinas de union a actina que estan encargadas de la regulacion del
citoesqueleto de actina en este organismo (Mortara,1989). La secuencia del genoma de
T. cruzi ha revelado la presencia de un conjunto remarcablemente simple de proteinas de
union a actina conocidas; las proteinas involucradas en la formacién y el corte de haces y
redes de actina estan ausentes (Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005), lo cual
puede explicar por qué no se visualizan organizaciones complejas de microfilamentos en
el parasito. Por otro lado, una proteina actina 89 % idéntica a la de T. cruzi, la actina de
Leishmania, polimeriza en una manera peculiar (Unicamente forma oligdmeros) aln en
presencia de ABPs de células de mamiferos (Sahasrabuddhe et al., 2004). Se ha
sugerido que éstas propiedades se deben a las caracteristicas especificas de la molécula
de actina del parasito, llamando la atencion las regiones menos conservadas (con
respecto a las de células de eucariontes superiores), el loop DNasa | y el loop H, regiones
involucradas principalmente en la polimerizacion (Sahasrabuddhe et al., 2004). En la
actina de T. cruzi éstas regiones también son las menos conservadas, con lo que se
sugiere que para su funcién, la proteina podria estar asociandose en estructuras simples,

quizés formando oligémeros de actina como los descritos en Leishmania.
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A nivel de microscopia confocal, no se observaron estructuras filamentosas de la
proteina actina en ningunos de los estadios de T. cruzi. En todos los estadios, actina
present6 una distribucién difusa a través de toda las células, sin embargo, se observaron
varias concentraciones importantes en los estadios epimastigote y amastigote -en el
tripomastigote no se observd ninguna concentracion de la sefial de actina- (Figura 25).
Se desconoce si la distribucion distinta de actina en los diferentes estadios celulares de
T. cruzi indica una funcion diferente de esta proteina en el desarrollo del parasito. Esto

tendra que ser analizado experimentalmente.

.
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Figura 25. Localizacion de actina en los diferentes estadios del ciclo de vida de T. cruzi.

En los epimastigotes, tanto de fase media logaritmica como de estacionaria, fue
observada una concentracion principal de actina en la region cercana al cinetoplasto
(regidbn que contiene a las dos Unicas estructuras celulares que llevan a cabo la
endocitosis en T. cruzi, el bolsillo flagelar y el citostoma) y también formando varios

parches a lo largo del flagelo. Este dato es novedoso, dado que no se apreciaron
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concentraciones especificas en los estudios previos de inmunolocalizacién de actina en

epimastigotes (De Souza et al., 1983; Mortara, 1989).

En los metazoarios y algunos protozoarios, incluyendo al también tripanosomatido
T. brucei (Garcia-Salcedo et al., 2004), actina esta involucrada en la funcién de
endocitosis. En el estadio epimastigote de T. cruzi, la endocitosis también parece ser una
funcién probable de actina: el tratamiento de epimastigotes con la droga inhibidora de la
polimerizacién de microfilamentos citocalasina B afecta el proceso de endocitosis (Bogitsh
et al., 1995). La observacidén en este trabajo de que actina esta en la region celular del

bolsillo flagelar en epimastigotes apoya la hipétesis de su participacion en endocitosis.

Son muy pocas las referencias que asocian directamente a actina con la estructura
del flagelo en células flageladas. En Chlamydomonas se ha demostrado que actina es
una subunidad de las dineinas del axonema flagelar (es componente estructural del
flagelo); también, se ha sugerido un papel de ésta en la formacion flagelar, ya que es
transportada y localizada en la fraccion citosolica-membranal del flagelo (Hirono et al.,
2003). A diferencia de los promastigotes de Leishmania, en donde actina se localiz6
distribuida a lo largo del flagelo y se sugiri6 un posible papel estructural similar al de
Chlamydomonas (Sahasrabuddhe et al., 2004), la actina de T. cruzi se presenta
concentrada en forma de estructuras tipo parches a diferentes niveles del flagelo y/o en la
punta de esta estructura. En metazoarios, los parches de actina son estructuras altamente
dinamicas, movibles, que se forman en sitios de crecimiento celular activo y en los sitios
de endocitosis (Mulholland et al., 1994). En T. cruzi hay evidencia indirecta de un papel de
actina en adherencia: la evidencia de una funcion conservada de la GTPasa pequefia
TcRhol (las proteinas Rho son importantes reguladores del citoesqueleto de actina en
metazoarios) en la regulacion de la adhesion de epimastigotes a través del flagelo a
substratos, proceso importante para la Metaciclogénesis(De Melo et al., 2006). También,
en el flagelo de epimastigotes adheridos se han descrito proyecciones tipo filopodio y
estructuras tipo hemidesmosoma (Bonaldo et al., 1988; Kollien et al., 1998), estructuras
que en células de metazoarios involucran a actina. Basado en nuestros resultados no es
posible establecer el papel funcional de actina flagelar. Sin embargo, se proponen tres
escenarios posibles para la presencia de concentraciones de actina en el flagelo: a)
pudiera tener un papel en el acortamiento-alargamiento flagelar; ya que el flagelo del

epimastigote es una estructura cuya longitud cambia segun las condiciones ambientales a
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las que se exponga el parésito, por ejemplo, la longitud de éste aumenta al exponerse los
epimastigotes a condiciones de estrés nutricional (Tyler y Engman, 2000). b) Tiene un
papel en la adhesion; se pensaria que la presencia de concentraciones de actina a lo
largo del flagelo corresponderia a un reclutamiento previo de actina al sitio en donde se
formaran los focos de adhesion requeridos para que el parasito se pegue. Sin embargo,
dado que la inmunolocalizacion de actina no se realiz6 en epimastigotes adheridos,
realmente es dificil sugerir un papel directo de actina en la adhesion. Los resultados
preliminares de ensayos de adhesion de epimastigotes demuestran que, por lo menos,
éste proceso no es inhibido por la droga Citocalasina D a las concentraciones 1 uM, 3 pM,
6 UM y 12 uM (Apéndice 8); serd importante probar otras concentraciones de la droga o
emplear otros desestabilizadores del citoesqueleto de actina para reforzar éste resultado.

Y ¢), su presencia no esta relacionada con alguna funciéon conocida en otros sistemas.

Tanto en la poblacién de amastigotes intracelulares contenidos en los fibroblastos
infectados como en la poblacion de amastigotes liberados al sobrenadante (que
corresponden a la misma poblacién de amastigotes intracelulares) se observé que la
intensidad de la sefal y localizacién de actina fue heterogénea. Actina se encuentra de
manera difusa o concentrada a través de toda la célula, o puede presentarse en
concentraciones en la periferia de la célula, en la region posterior al cinetoplasto (que
también contiene al bolsillo flagelar y al citostoma en este estadio) o en la regién posterior
al nucleo. En la construccion de hipétesis de trabajo se exponen las siguientes
consideraciones: muchos de los amastigotes estan en proceso de proliferacion o
diferenciacion a tripomastigotes, y quizas requieren de la sintesis, captacion, transporte
intracelular de proteinas, que podrian requerir del citoesqueleto de actina. Un estudio
protedmico sugiere un proceso de transporte vesicular mas activo en el amastigote que en
los demas estadios de T. cruzi, ya que se detectd Unicamente en los amastigotes un
conjunto de proteinas involucradas en este proceso, como rabl, sec23 y sec31 (Atwood
lIl et al., 2005). Considerando este dato, es probable que en los amastigotes se esté
observando a través de la localizacion de actina, esta alta actividad en el transporte

vesicular.
La sefial de actina en los tripomastigotes da una distribucién difusa, sin

concentraciones, a través de la célula, esta sefial es menor comparada con la observada

en epimastigotes y amastigotes. La ausencia de concentracion en la region del bolsillo
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flagelar puede asociarse al estado no proliferativo del tripomastigote. Por ejemplo, en este
estadio, que carece de la estructura citostoma (principal sitio de endocitosis en
epimastigotes), se ha sugerido que la actividad de endocitosis podria ser escaza, ya que
no requiere la captacion de nutrientes de novo (Soares et al., 1992, Mauricio de
Mendonca et al., 2000). En el estudio de localizacién y funciéon de actina en T. brucei, se
observo que el papel de actina en la endocitosis se restringe a las formas que tienen alta
actividad de endocitosis, las formas sanguineas; en estas células, actina co-localizé con la
via de endocitosis, en cambio, en las formas prociclicas, en las que la endocitosis no
parece existir o estd muy reducida, la proteina se encontré distribuida difusamente a
través de la célula (Garcia-Salcedo et al., 2004). En un trabajo realizado por Rosestolato
et al. (2002), en la tincion con rodamina-faloidina de varios tipo celulares siendo
infectadas por tripomastigotes, se observé que la tincion se limitaba a las células
hospedero (principalmente en el sitio de entrada del parasito), indicando que los
tripomastigotes al igual que los epimastigotes no parecen formar microfilamentos durante
su interaccion con la célula hospedero. Sera interesante determinar la localizacion de

actina en tripomastigotes infectando células utilizando nuestro suero policlonal.

En algunos fibroblastos con mayor tiempo de infeccibn se apreciaron formas
intermedias: unas parecidas morfolégicamente a amastigotes con un flagelo corto o largo,
y otras morfolégicamente parecidas al tripomastigote; en las primeras formas intermedias,
se observo una tincion de actina intensa en todo el cuerpo y flagelo del parésito, mientras
gue en las segundas, el patrén de sefial fue difuso en todo el parasito. Esto sugeriria que
durante la transformaciéon de amastigotes a tripomastigotes la sefial de actina en el
parasito disminuye conforme pasa a tripomastigote; dado que esta transformacion
requiere un rearreglo de las estructuras subcelulares sera interesante evaluar el papel de

actina en la morfogénesis.

Y finalmente...

El citoesqueleto es una estructura especifica de las células eucariontes cuyo
origen se desconoce. Se ha propuesto que los genes de actina y tubulina (principales
componentes del citoesquelto) surgieron de genes precursores procariontes. El
descubrimiento de FtsZ y MreB en bacterias, proteinas con estructuras y funciones

parecidas a tubulina y actina, respectivamente, apoyan esta posibilidad (Shih y Rothfield,
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2006). En general, los protozoarios, debido a su posicién filogenética basal en la rama de
los eucariontes, son los intermedios evolutivos entre bacterias y metazoarios que pueden
describirnos mucho a cerca de la evolucion de actina y del citoesqueleto de actina desde
los puntos de vista estructurales y funcionales. Se sabe que la proteina actina esta
presente en protozoarios ancestrales como el diplomonado Giardia lamblia y el
parabasalido Trichomonas vaginalis (Hernandez et al., 2007; Brugerolle, 1996). El analisis
filogenético de Ilas actinas de algunos protozoarios (apicomplexos, ciliados,
dinoflagelados, y tripanosomatidos) revela que a pesar de su alta conservacién con las
actinas convencionales de metazoarios, existen diferencias claves que estan conservadas
entre los protozoarios (Sahoo et al., 2006). Estas diferencias se encuentran
principalmente en la superficie de la proteina y al parecer conllevan a caracteristicas
estructurales y funcionales diferentes a las observadas en la actina de metazoarios. Por
ejemplo, se han observado diferencias como el no unirse a la DNasal y a Faloidina, tener
sensibilidad diferente a drogas como Citocalasina D o Jasplakinolide, no co-polimerizar
con actinas de mamiferos, tener propiedades de polimerizacion y estabilidad de polimeros
distintas (Sahoo et al., 2006). También, en estos organismos se describe un citoesqueleto
de actina con muy pocos componentes. Los datos obtenidos con el estudio de la
secuencia de actina de T. cruzi y la informacién respecto al citoesqueleto de actina en la
secuencia del genoma (El Sayed et al., 2005), coinciden con varios de estos datos.
Considerando todo lo anterior, se supondrian diferencias de actina a nivel de funcion
celular. La recopilacion de datos referentes a funciones del citoesqueleto de actina
reportadas en algunos protozoarios de divergencia temprana, hacen notar que en la
mayoria de los protozoarios actina no tiene en si una funcién esquelética (como ocurre en
metazoarios), su funcion se da en la formacion de estructuras transitorias de procesos
como la endocitosis, la locomocién celular, la adhesién y la citocinesis. En este trabajo se
ha mostrado que la localizacién de actina en T. cruzi es diferente en los distintos estadios
de desarrollo. Las diferentes propuestas sobre su funcién habran de someterse a

demostracion experimental.
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10. CONCLUSIONES.

e El suero policlonal contra la actina recombinante de T. cruzi reconoce la proteina
actina de T. cruzi . El reconocimiento no es especie-especifico, ya que reconocio

la proteina de otros protozoarios y de células de mamiferos.

e La proteina actina esta presente en los diferentes estadios de T. cruzi.

* En epimastigotes, actina se encontrd principalmente en la fraccion celular soluble
al detergente Triton X-100, indicando que no se encuentra estructurada o sus
estructuras son muy inestables, lo cual es consistente con los intentos fallidos de
identificar los tipicos microfilamentos de actina de 5-7 nm observados en otras

células.

* La localizacién de actina en T. cruzi es diferente en los distintos estadios de

desarrollo.

« En los epimastigotes, se encontr6 una concentracion de actina en la regién
anterior al cinetoplasto (region que contiene el bolsillo flagelar y el citostoma,
estructuras requeridas para la endocitosis) y formando varios parches a lo largo
del flagelo, en ocasiones se localizé una concentracién entre el cinetoplasto y el
nucleo, y en la parte posterior al nicleo. En el resto de la célula actina tuvo una

distribucion difusa.

» A pesar de los cambios morfolégicos y funcionales entre los epimastigotes de fase
media logaritmica y estacionaria de la curva de crecimiento, la cantidad de

proteina actina, asi como su localizacion, es similar.

« En tripomastigotes, en donde parece haber menos cantidad de actina, la proteina

presentd una distribucién difusa a lo largo del cuerpo y del flagelo.



En amastigotes intracelulares y liberados, la sefial y localizacion de actina fue
heterogénea en la poblacién. En algunos amastigotes actina se encontrg a través
de toda la célula de manera difusa, en otros, concentrada a través de todo el
cuerpo celular, en otras ocasiones en concentraciones en la periferia de la célula,
en la region anterior al cinetoplasto (que también contiene al bolsillo flagelar y al

citostoma en este estadio) o en la region posterior al nucleo.

En las formas intermedia observadas en los fibroblastos infectados (células que
parecen amastigotes con un flagelo pequefio o uno largo), la sefial de actina es

intensa en todo el cuerpo celular y el flagelo.

Actina parece estar principalmente en un estado soluble (distribucion difusa) o
concentrdndose en estructuras simples (las imagenes de microscopia confocal no
muestran estructuras filamentosas en todos los estadios de T. cruzi, ademas, ya
se habia mencionado que actina se concentra en la fraccion celular soluble de los
epimastigotes). Esta caracteristica en la distribucion puede deberse a las
propiedades intrinsecas de la proteina (no estdn muy conservadas las regiones
asociadas a la polimerizacién), y al conjunto de proteinas que interactian con
actina en el parasito (por ejemplo, el genoma de T. cruzi carece de genes
homdlogos para proteinas involucradas en la formacion y en el corte de haces y

redes de actina, y para activadores de la nucleacién).
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11. PERSPECTIVAS.

Primero, es de interés tener mas detalle de la distribucion intracelular de actina en
los diferentes estadios de T. cruzi. Para este fin es ideal realizar la inmunodeteccion de la
proteina con Microscopia Electrénica de Transmision. Durante la realizacién del presente
proyecto se comenzé a estandarizar técnicas para éste estudio en epimastigotes
(Apéndice 7).

Segundo, es importante probar experimentalmente las funciones sugeridas para
actina en los estadios de T. cruzi. Dado que el epimastigote es una forma facil de cultivar
in vitro y manipular experimentalmente, se comenzé a montar modelos experimentales
para estudiar el posible papel de actina en endocitosis y adherencia (Apéndice 8). El fin es
probar el efecto de drogas que afectan la dinamica del citoesqueleto de actina

(Citocalasina D, Jasplakinolide, Latrunculina) en estos procesos de T. cruzi (Apéndice 8).

Y finalmente, como un paso vital para elucidar el papel de actina en T. cruzi, se
tiene el interés de crear mutantes nulas para actina sustituyendo los genes actina con
genes de resistencia a antibidticos como los que codifican para la neomicina

fosfotransferasa (neo) y la higromicina fosfotransferasa (hyg).
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13. APENDICES.
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Apéndice 1. Figura 1. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de actina de T. cruzi con la actina de otros organismos.
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Apéndice 2. Obtencién de un suero policlonal anti-a  ctina de T. cruzi recombinante.

El gen que codifica para actina de T. cruzi (Cevallos et al., 2003, namero de
acceso en el GeneBank: AF494294) se sub-clond en el vector de expresion pGEX-3X de
Pharmacia, quedando la secuencia del gen fusionada, en fase, en el extremo 5" a la
secuencia codificadora de la proteina glutation S-transferasa o GST (27 kDa). Se
transformaron con el vector bacterias E. coli cepa BL21 (DE3), y se indujo la expresién de
la proteina recombinante con 100 mM de IPTG. EI cultivo inducido se cosechd, sonico y
solubilizé con Sarkosyl. La proteina actina recombinante se purific6 con cromatografia por
afinidad a Sepharosa 4-B glutationa (Pharmacia, Biotech). La proteina recombinante se
eluy6 de la columna con la solucion de elusion de Amersham Pharmacia Biotech. Dada la
presencia de proteinas contaminantes, el eluato se corrié en un gel de poliacrilamida-SDS
al 10%, tefiido con azul de Coomassie y la banda corrspondiente a la proteina de fusién
fue cortada del gel y electroeluida de éste. La proteina electroeluida se dializé y

concentro.

Antes de inmunizar al conejo, se obtuvo un suero pre-inmune mediante el
sangrado de la vena marginal de la oreja del animal. Para inmunizar, se empleé de 200 ug
de proteina purificada emulsificada con en 1ml de adyuvante de Freund completo, y se
inoculé la mezcla subcutaneamente en el lomo del conejo. Cuatro y ocho semanas
después, el conejo se volvié a inmunizar en dos ocasiones con 130ug de la proteina en
1ml adyuvante de Freund incompleto en intervalos de 4 o 5 semanas. Se tomaron
muestras de sangre de la vena marginal de la oreja para monitorear los titulos de
anticuerpos mediante western blot. Con la tercera dosis se obtuvo el titulo de anticuerpos
deseado; 15 dias post-refuerzo, se sangré a blanco el conejo por puncion del corazoén.
Los sueros pre-inmune e inmune se colectaron después de dejar coagular la sangre por

30 min y se centrifugar a 5,000 xg durante 20min.

Apéndice 3. Infeccion de células NIH3T3 con epimas tigotes de T. cruzi cepa
CL Brener.

Las células NIH3T3 se cultivan en medio DMEM (GIBCO) pH 7.2 complementado

con 10 % de Suero Fetal Bovino (GIBCO) y 0.5 ul/100ml de antibiticos en cajas de

cultivo de 21cm, en incubacion a 37 Ty 5% de CO,. Para la infecciébn de un cultivo
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celular en una caja de 21cm con una confluencia del 70 %, se le aplica un inéculo de
2 x10” epimastigotes en medio DMEM alta glucosa con SFB 2 % y antibi6ticos. El cultivo
se incuba a 37 T y 5 % de CO ,. La infeccion es basolateral, y el epimastigote se pega a
la membrana a través de la punta del flagelo. La entrada del parasito al fibroblasto es
vacuolar. Se cambia el medio cada 48 hr. Al cuarto dia de infeccidn, las células hospedero
presentan cambios morfologicos: dejan de tener proyecciones, se vuelven redondas, pero
siguen adheridas; ademas se llenan de vacuolas, especialmente en la zona por donde
penetrd el parasito. Al sexto dia, se aprecian amastigotes en el citoplasma. Entre el
octavo dia y noveno dia, hay liberacion de amastigotes y tripomastigotes por lisis celular
de las célula hospedero. En la primera semana hay aproximadamente 15 % de
amastigotes y 75 % de tripomastigotes en el sobrenadante. En la segunda semana
aumenta la cantidad de amastigotes en el sobrenadante, en promedio, se tiene 25 % de
amastigotes (pueden producirse hasta 30 -50 %). Esto se debe a que muchos de los
tripomastigotes liberados previamente, se transforman en una forma de amastigote
extracelular (que es mas grande que el amastigote intracelular liberado por las células
infectadas) por efecto del cambio de pH en el medio, ya que este se acidifica con forme

transcurre la infeccion.

Apéndice 4. Preparacién del amortiguador de cargap  ara proteinas.

Concentracion Final: Stock: Para 10ml: Notas:

Tris-HCI 62.5mM pH 6.8 0.5M 1.25ml Se almacena a TA.
Glicerol 25% 100% 2.5ml Antes de emplearse, se
SDS 2% 10 % (p/v)  2ml afiaden 50 pl de
Azul de bromofenol 0.01% 0.5% (p/v) 0.2ml B-mercaptoetanol a 950
H,0O 3.55ml del amortiguador.

Apéndice 5. Preparacibn de la solucion de lisis par a pardsitos con
Triton X-100 0.1%.

Concentracion Final: Stock: Para 10ml: Notas:

Triton X-100 1% 100% 100pl Se esteriliza por filtracion
PMSF 1mM 100mM 100ul (poro 0. 2 um). Se prepara
Leupeptina 13ug/ml 10mg/ml 13ul antes de emplearse.
Aprotinina 13ug/ml 10mg/mi 13l

H,0 9.774ml
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Apéndice 6. Conservacion de residuos importantes pa ra la interaccién con algunas

ABPs y otras moléculas en la secuencia de aminoacid  os actinade T. cruzi.

El alineamiento de secuencias se realiz6 con el programa CLUSTAL W, la identidad se

calcul6 con el programa LALIGN.

Simbolos:

Asterisco, * , los residuo en la columna son idénticos.
Dos puntos, . ,la substitucion es conservada

Un punto, . , la substitucion es semi-conservada.
Espacio, no conservado

Se encuadran en gris los residuos que involucran los sitios de unién con las moléculas; en el caso
de faloidina se encuadraron en negro.

SITIOS DE UNION ACTINA-ACTINA:
De los residuos aminoacido importantes para las interacciones intermoleculares
reportados por Kim et al (2000) —subrayados-, no esta conservado S265.

| denti dad: 64.5%

rabbi t - TALVCDNGSGL VKAGFAGDDAPRAVFPS| VCRP DSYVGDEAQ 59
Trypanosona Al VCDNGSGWKAGFSGDDAPRHVFPSI VGRP KLFVGDEAQ 60
* :*:*******:*****:****** *********::: .*:* ..*. :******
rabbi t TLKYPI EHG | TNV\DDIVEKI VWH HPTLLTEAI KANREKM 119
Trypanosona SLKYPI EHG VTNVWDDIVEKI VWH HSVLLT KQNREKM 120
: ***: *: *********: kkkkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhhkkhk*k **. *. . ******: *kk*k K*kkk*k
rabbi t TQ MFETF MYVAI QAVLSLYASGRTTG VLDSGDGVTHNVPI | MRLD 179
Trypanosona TQ MFETF MYVG QAVLSLYSSGRTTG VLDAGDGVTHTVPI | RRVMD 180
********. ******- ********: **********: ******. *******: * Kk k kK *: *
r abbi t LAGRDLTDYLMKI L SF REI VRDI KEKL CYVALDFENEMATAASSSSLEKS 239
Tr ypanosonma MAGRDLTEYLIMKLL

KEI VRNVKEQLCYVAL DFDEEVTNSAKTVN- EEP 239

ckkkkkhkk kkKkkk k% -* * ** **** -** ******** -k

r abbi t YEL | TI GNERFRCPETLFQP SA- G HETTYNSI RKDLYANNV 298

Trypanosona FEL I\/Q\/GNQQFRCPEALFKP DEAPGFHEMTF@I N RRDLYGNI V 299
:***** :** ****** ** * * * *k k. :** ***** * *** * %

r abbi t MSGGTTMYPG ADRMOQKEI TAL I KI' I APPERKYSVW GGS| LASLSTF 358

Trypanosona LSGGTTMFKNLPERLGKEI SNL KPKVVAPPERKYSVW GGSI LSSLTTFQT 359
:******: -:-:*: ***: ****::* *::****************:**:*** ***-

r abbi t YDEAGPSI VHRKCOR 375

Tr ypanosonma EYDEAGPSI VHNKCR 376

* Kkkhkkkhkkkhkhkkkhkhkk kkx
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SITIOS DE UNION A ADF/COFILINA (proteina presente e n T. cruzi):

| dentidad: 76.9%

r abbi t
Tr ypanosonma

r abbi t
Tr ypanosonma

r abbi t
Tr ypanosonma

r abbi t
Tr ypanosonma

rabbit
Trypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

- GLVKAGFAGDBAPRAVFPS| VGRPRHQGVMWGMGQKDSYVGDEAQ 59
GMWKAGFSGDBAPRHVFPSI VG?PKNEQAI\/I\/GSASKKLFVGDEAQ 60

.k -* ******* ***** * Kk kkkx ********* .. sk kkkkk

SKRG LTLKYPI EHG | TNVWDDIVEKI WHHTFYNEL RVAPEEHPTLL TEAPLNPKANREKM 119
AKRGVLSLKYPI EHG VTNWDDIVEKI WHHTFYNEL RVNPESHSVLL TEAPMNPKQNREKM 120

EEE Ok SRR SEEE R kR Rk S b O b o I R S O khkkkkkh kkkx *kkk*k

TQ MFETFNVPAMYVAI QAVLSLYASGRTTG VLDSGDGVTHNVPI YEGYALPHAI MRLD 179
TQ MFETFGVPAMYVAE QAVLSLYSSGRTTG VLDAGDGVTHTVPI YEGYSLPHAI RRVD 180

khkkhkhkhkhhk *hhhdhdx hhkFdhkhkhhk kdhkdhdhhdhhkh khhdddx *Fxdhkdxk. kxkhxk K. %

LAGRDLTDYLMKI LTERGYSFVTTAEREI VRDI KEKLCYVALDFENEMATAASSSSLEKS 239
MAGRDL TEYLMKLLMESGMITFTTSAEKEI VRNVKEQL CYVAL DFDEEVTNSAKTVN- EEP 239

-****** **** * k% -* * ** **** -** ******** -*-- -*

YELPDGQVI TI GNERFRCPETLFQPSFI GVESA- G HETTYNSI MKCDI
FELPDGTI MQVGNQRFRCPEALFKPM.I GL DEAPGFHEMTFQSI NKCDI

YANNV 298
YGNI V 299

:***** :** ****** ** * :** -.* * *k k. :** ***** * *** * %
M5GGT TMYPGE ADRMKEI TALAPSTMKI KI | APPERKYSVW LSTF 358
LSGGTTMFKNLPERLGKEI SNLAPSSI KPKVWVAPPERKYSVW LTTFQT 359
:******: * ***: ****::* *::**************** ** * k k ***.

375

376

* k*kkkkkhkkkkhkkk kk*%x

SITIOS DE UNION A PROFILINA (proteina presente en T. cruzi):

| denti dad: 90.5%

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Trypanosona

rabbit
Tr ypanosona

r abbi t
Tr ypanosonma

- DEDET TAL VCDNGSGL VKAGFAGDDAPRAVFPSI VGRPRHQGVMWGMGQKDSYVCGDEAQ 59
I\/BDEEQSAI VCDNGSGWKAG-SGDDAPRHVFPSI VGRPKNEQAM\/GSASKKL FVGEDEAQ 60

* -* ******* ***** Kk kk Kk ********* E . rkkkk kK

SKRG LTLKYPI EHG | TNVDDIVEKI VHHTFYNEL RVAPEEHPTLL TEAPLNPEANREKM 119
AKRGVLSLKYPI EHG VTNWDDVEKI WHHT FYNEL RVNPESHSVL L TEAPMNPEQNREKM 120

ckkhkk ks kkhkkhkhkkhkhkhkkhk khkkKhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkAhkhkhkk Kkk K kkkkkkkkk kkkk*k

TQ MFETFNVPAMYVAI QAVLSLYASGRTTG VLDSGDGVTHNVPI | MRLD 179
TQ MFETFGVPAMYVGE QAVLSLYSSGRTTG VLDAGDGVTHTVPI | RRVMD 180

khkkhkkkhkk *khkhkhkkhk *hkkhkhkhkkhkkkkhkkkhkhkhkkhkhkk - hkhkhkkd*x*, *kk*kkkkhkk. kk*xk* *.%

LAGRDLTDYLMKI LTERGYSFVTTAEREI VRDI KEKLCYVALDFENEMATAASSSSL EKS 239
MAGRDLTEYLMKLLMESGMIFTTSAEKEI VRNVKEQL CYVALDFDEEVT NSAKTVN- EEP 239

-****** **** * * % -* * ** **** -** ******** ke

YELPDGQVI TI GNERFRCPETLFQPSFI GVESA- G HETTYNSI DLYANNV 298
FELPDGTI MQVGNQRFRCPEALFKPM.I GL DEAPGFHEMTIFQSI RDLYGNI V 299

sk k ok kK .. ckk e kkkkhkkkk- k- kk o * k- kk ke hkk kkkkk- k- kkkh K* K%

LSGGTTMFKNLPERLGKEI SNLAPSS| KPKVWAPPERKYSVW GGSI LSSLTTF K 359

sk kkkkok . . -k * ok k- kkkhk ok ks khkhhkhhkFdhkhkhkhkAkhhkAh ok kk kkk kkkx

MSGGTTMYPG ADRMQKEI TALAPSTMKI KI | APPERKYSVW GGSI LASLSTFm T 358
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rabbit
Tr ypanosona

KCQBYDBAGP: 375
KSEYDEAGP 376

* kkkkkkhkkhkkhkkk kk*%x

SITIOS DE UNION A CAPZ (proteina presente en T. cruzi):

| dentidad: 91.3%

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Trypanosona

rabbit
Tr ypanosona

r abbi t
Tr ypanosonma

- DEDET TAL VCDNGSGL VKAGFAGDDAPRAVFPSI VGRPRHQGVMWGMGEQKDSYVCGDEAQ 59
I\/BDEEQSAI VCDNGSGWKAG-SGDDAPRHVFPSI VGRPKNEQAI\/NGSASKKL FVGEDEAQ 60

* -* ******* ***** Kk kk Kk ********* E . * s kkkk kK

SKRG LTLKYPI EHG | TNVDDIVEKI VHHTFYNEL RVAPEEHPTLL TEAPLNPKANREKM 119
AKRGVLSLKYPI EHG VTNWDDVEKI WHHT FYNEL RVNPESHSVL L TEAPMNPKOQNREKM 120

ckkhkk s ks kkhkkhkhkhkhkhkkhk khkkkhkhkhkhkAhkhkhkhkhkhkhkhkAhkhkhkk Kkk X kkkkkkkkk *kkk*k

TQ MFETFNVPAMYVAI QAVLSLYASGRTTG VLDSGDGVTHNVPI YEGYALPHAI MRLD 179
TQ MFETFGVPAMYVGE QAVLSLYSSGRTTG VLDAGDGVTHTVPI YEGYSLPHAI RRVD 180

kkkkkkhkk *khkhkkkhk *hkkhkhkhkkhkk . kkhkhkkhkkhhkkhkhkk - dkhxhkkd*x* *k*kkkkhkk. kk*k*xk* *.%

LAGRDLTDYLMKI LTERGYSFVTTAEREI VRDI KEKLCYVALDFENEMATAASSSSL EKS 239
MAGRDLTEYLMKLLMESGMTFTTSAEKEI VRNVKEQL CYVAL DFDEEVTNSAKTVN- EEP 239

-****** **** * * % -* * ** **** -** ******** ke -k .

YELPDGQVI TI GNERFRCPETLFQPSFI GVESA- G HETTYNSI MKCDI DI RKDLYANNV 298
FELPDGTI MQVGNQRFRCPEAL FKPMLI GL DEAPGFHEMIFQSI NKCDI DVRRDLYGNI V299

s kkkkk Ca] ckkekkkkhkkk kko k- kk o * ke kk ko kk kkkhkkko k- kkk K* K%

MSGGT TMYPG ADRMXKEI TALAPSTMWKI KI | APPERK LSTFQQWY T 358
LSGGT TI\/FKNLPERLGKEI SNLAPSSI KPKVVAPPERK LTTFQTMA K 359

-****** * *** **** -k * -**************** ** * k% ***

KCF 375
KCF 376

* Kkkhkkkhkkkhkkkhkk kkx

SITIOS DE UNION A TIMOSINA (proteina ausente en T. cruzi):

| dentidad: 42.9%

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Trypanosona

rabbit
Trypanosona

rabbit
Tr ypanosona

TALVCDNGSGLVKAGFAGDDAPRAVFPSI VGRP MVGMVEKDSYVGDEAQ 59
QSAI VCDNGSGWKAGFSCGDDAPRHVFPSI VGRPKN I\/NGSASKKL FVGEDEAQ 60

* -* ******* ***** Kk kk Kk ********* E s kkkk kK

SKRG LTLKYPI EHG | TNVDDIVEKI VHHTFYNEL RVAPEEHPTLL TEAPLNPKANREKM 119
AKRGVLSLKYPI EHG VTNWDDVEKI WHHT FYNEL RVNPESHSVL L TEAPMNPKQNREKM 120

ckkhkk s ks kkhkkhkhkkhkhkhkkhk khkkkhkhkhkhkAhkhkhkhkhkhkhkhkAhkhkhkk Kkk K kkkkkkkkk kkkk*k

TQ MFETFNVPAMYVAI QAVLSL GRTTA VLDS HNVPI YEGYALPHAI MRLD 179
TQ MFETFGVPAMYVGE QAVLSL GRTTA VLDA HTVPI YEGYSLPHAI RRVD 180

kkkhkkkhkk *khkhkhkkhk *hkkhkhkhkkhkk.kkhkhkkhkkhkhkkhkhkk,: - hkhkhkkd*x* *kk*kkhkkhkk. kkkxk* *.%

LAGRDLTDYLMKI LTERGYSFVTTAEREI VRDI KEKLCYVALDFENEMATAASSSSL EKS 239
MAGRDLTEYLMKLLMESGMITFTTSAEKEI VRNVKEQL CYVALDFDEEVT NSAKTVN- EEP 239

-****** **** * * % -* * ** **** -** ******** ke
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rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbi t
Tr ypanosonma

YELPDGQVI TI GNERFRCPETLFQPSFI GVESA- G HETTYNSI MKCDI DI RKDLYANNV 298
FELPDGTI MQVGNQRFRCPEAL FKPMLI GL DEAPGFHEMIFQSI NKCDI DVRRDLYGNI V 299

s kkk kK Ca] ckke kkkkhkkkkko k- kk o * ke kk ko kk kkkhkkko k- kkk K* K%

MSGGT TMYPG ADRMKEI TALAPSTMKI KI | APPERKYSVW GGSI LASLSTFQQMAY T 358
LSGGT TI\/FKNLPERLGKEI SNLAPSSI KPKVVAPPERKYSVW GGSI LSSLTTFQTMA K 359

-****** . * *** **** -k * -**************** ** * k k ***

KQEYDEAGPSI VHRKCF 375
KSEYDEAGPSI VHNKCF 376

* Fkkhkkkhkkkhkhkkkhkkk kkx

SITIOS DE UNION A GELSOLINA (proteina ausente en T. cruzi):

I dentidad: 72.1%

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbit
Tr ypanosona

rabbi t
Tr ypanosonma

- GFAGDDAPRAVFPSI VGRPRHQGVMWGMGEKDSYVGEDEAQ 59
G-SCGDDAPRHVFPSI VGRPKNEQAM\/GSASKKLFVGDEAQ 60

R -* ******* ***** Kk kk Kk ********* E s kkkk kK

SKRG LTLKYPI EHG | TNWDDVEKI WHHTFYNEL RVAPEEHPTLL TEAPL KM 119
AKRGVLSLKYPI EHG VTNWDDMVEKI WHHTFYNEL RVNPESHSVLLTEAP KM 120

ckkhkk ks kkhkkhkhkkhkhkhkkhk khkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkAhkhkhkk Kkk K kkkkkkkkk kkkk*k

TQ MFETFNVPAMYVAI QAVLSL TG VLDSGDGVTHNVPI | MRLD 179
TQ MFETFGVPAMYVGE QAVLSL TG VLDAGDGVTHTVPI | RRVMD 180

kkkhkkkhkk *khkhkkkhk *hkkhkhkhkkhkk . kkhkhkkkhkhkkhkhkk - hkhhkkd*x* *kk*kkkkhkk. kk*xk* *.%

LAGRDLTDYLMKI LTERGYSFVTTAEREI VRDI KEKLCYVALDFENEMATAASSSSL EKS 239
MAGRDLTEYLMKLLMESGMITFTTSAEKEI VRNVKEQLCYVAL I:FDEEVTNSAKTVN— EEP 239

-****** **** * * % -* * ** **** -** ******** ke

YELPDGQVI TI GNERFRCPETLFQPSFI GVESA- G HETTYNSI 298
FELPDGTI MQVGNQRFRCPEALFKPM.I GLDEAPGFHEMIFQSI N 299

SITIOS DE UNION A DNasal.
No hay actividad en Herpetomonas.
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APENDICE 8.

1. Inmunolocalizacion de actina con Microscopia Ele  ctrénica de Transmision (MET).

Para familiarizarse con la ultraestructura de los epimastigotes, inicialmente se
prepararon muestras con fijacion rutinaria e inclusion en EPON (Figura 2).

Figura 2. Micrografias d MET (aumento: A, 4kX; B a G, 25kX). Epimastigotes. Fijacion con
Karnovsky, post-fijacién con tetradxido de osmio, inclucién con EPON, y contraste con acetato de
uranilo y citrato de plomo. A. Panoramica de un corte. B. Nucleo, cinetoplasto y bolsillo flagelar. C.
Diversas vesiculas en el extremo anterior respecto a la punta de la célula. D. Nicleo, cinetoplasto y
bolsillo flagelar. E y F. Microtibulos del flagelo. G. Microtubulos subpeliculares.
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En un primer intento de inmunolocalizacién, se hizo una técnica post-inclusion en
la cual se utilizaron cortes de muestras de parasitos fijados que posteriormente fueron
incubados con los anticuerpos para inmunolocalizar actina (Cuadro A). En este ensayo
no se pudo apreciar una localizacion especifica de las particulas de oro acopladas al
segundo anticuerpo (Figura 3). Alternativamente se realiz6 una técnica in toto o pre-
inclusion en donde la reaccion de inmunolocalizacion de actina se realiz6 antes de la
inclusibn de las muestras para MET (Cuadro A). En la mayoria de las muestras
analizadas no observamos particulas de oro en el interior de los epimastigotes, indicando
que los anticuerpos no estan penetrando la célula. Sin embargo, en las muestras de
células incubadas con el suero inmune -y Unicamente en estas muestras, por lo que
podemos considerarla como una localizacién especifica- se observaron varias particulas
de oro adheridas a ciertas regiones de la superficie celular (Figura 3). En ambos casos, se
requeriran experimentos adicionales en los que se deben variar las condiciones de

incubacion y de dilucidn del suero inmune y el segundo anticuerpo.

B

Figura 3. Micrografias de MET (aumento: A, 12kX, B, 20kX) de ensayos de inmunolocalizacién de
actina (el anticuerpo secundario estd marcado con particulas de oro de 10 nm) post-inclusién (A) y
pre-inclusién (B). Fijacién con Karnovsky, post-fijacién con tetradxido de osmio, e inclusién con
LR-White.
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Cuadro A.

Técnica post-inclusion y pre-inclusion para MET

Técnica Post-inclusion:

10 X10° epimastigotes en fase ML se centrifugaron a 500 xg durante 6 min. Se lavaron dos veces
con PBS pH 7.4. Se resuspendieron en medio LIT sin suero. Se incub6 durante 30 min a 28 T.
Las muestras se procesaron para MET: los epimastigotes se lavaron 2 veces con PBS pH 7.4 frio,
y se centrifugaron a 500 xg durante 6 min; se adiciond al pellet 1ml de fijador Karnovsky
(glutaraldehido 2.5 % y paraformaldehido 1% en buffer de cacodilato de sodio 0.1 M) y se dejé
incubando durante 2 hr a 4 C; posteriormente se lavo dos veces con el buffer de cacodilato frio
(sin centrifugar), y finalmente se le aplico al pellet el buffer de cacodilato frio. El pellet se deshidratéd
con etanol al 70 % (30 min, 2 veces), y luego con etanol al 100 % (30 min, 2 veces) a TA. Se
impregné con LR-White durante 1 hr 2 veces a TA. Se aplicé 1ml de LR-White y se dejé incubando
ON a TA. Se cambid la resina por nueva, y se polimerizd6 durante 24 hr a 60C (estufa). Se
prepararon cortes ultrafinos de la muestra polimerizada y se colocaron sobre rejillas de oro. Los
cortes ultrafinos (60 nm) se trataron con glicina al 0.5 % durante 15 min a 4 T para inactivar los
aldehidos. Posteriormente se incubd con una solucién bloqueadora comercial que contiene suero
de cabra (AURION), se lavé cinco veces con una solucion de incubacion BSA 0.1 % en PBS
pH 7.4, y se incubé ON a 4 €T en diluciones 1:250 de los sueros pre-inmune o inmune en BSA
0.1 % en PBS pH 7.4. Después de realizar cinco lavados con la solucién de incubacion, los cortes
se incubaron con una diluciéon 1:30 del segundo anticuerpo de cabra anti IgG de conejo marcado
con particulas de oro de 10nm durante 2 hr a TA. Se realizaron cinco lavados con la solucion de
incubacion. Las muestras se secaron a TA, y finalmente se observaron en un MET JEOL a 60 V.

Técnica Pre-inclusion:

30 X10° epimastigotes en fase ML se centrifugaron a 500 xg durante 6 min. Se lavaron 2 veces con
PBS pH 7.4 frio, y se centrifugaron a 500 xg durante 6 min; se adicion6 al pellet 1ml del fijador
preparado con paraformaldehido 4 % y glutaraldehido 1 % en PBS pH7. 4, y se dej6é incubando
1 hr a TA. Se lavo tres veces con PBS. El pellet se tratd con Tritén X-100 al 0.1 % en PBS durante
30 min a TA para permeabilizar, y luego se incub6é en BSA 2 % en PBS durante 2 hr a TA para
bloquear. Se dejo incubando ON a 4 T en el suero i nmune (dilucién 1:250 en BSA 1 % en PBS).
Después de tres lavados con PBS, se incub6 con el segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de
conejo marcado con particulas de oro de 10 nm (AURION) (diluciéon 1:30 en BSA 1 % en PBS)
durante 1 hr a TA. Después de lavar tres veces con PBS, la pastilla de parasitos se deshidrat6 con
etanol al 70 % (30 min, 2 veces), y luego con etanol al 100 % (30 min, 2 veces) a TA. Se impregné
con LR-White durante 1 hr 2 veces a TA. Se aplicdé LR-White y se dejo incubando ON. a TA. Se
cambio la resina por nueva, y se polimerizé durante 24 hr a 60 T (estufa). Se prepararon cortes
ultrafinos de la muestra polimerizada y se colocaron sobre rejillas de cobre. Las muestras se
secaron a TA, y finalmente se observaron en un MET JEOL a 60 V.
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2. Papel de actina en endocitosis, transporte vesic  ular y adhesién celular.

Durante la realizacion de este trabajo, se montaron modelos experimentales para
estudiar posibles funciones de actina en los procesos de endocitosis y adherencia a

substrato in vitro en epimastigotes de T. cruzi.

A. Técnica para MET para el seguimiento de | a endocitosis de albumina

marcada con oro.

Los mecanismos de endocitosis y transporte vesicular de T. cruzi se han estudiado
principalmente en el estadio epimastigote. En estos estudios se han seguido diversas
proteinas (transferrina, BSA, LDL y HRP) marcadas con particulas de oro a través de los
diversos compartimentos del parasito con la técnica de MET. La via del transporte
vesicular abarca: 1) las estructuras con funcion de endocitosis, el bolsillo flagelar y el
citostoma, localizados en la regidn posterior al cinetoplasto; 2) la red endosomal
temprana, compuesta por tabulos y vesiculas que se extienden de la region entre el
cinetoplasto y el ndcleo hasta el extremo anterior de la célula; y 3) los reservosomas,
localizados en la regién anterior del nucleo (Soares y Souza 1991; Soares et al., 1992;
Porto-Carreiro et al., 2000; de Figueiredo y Soares 2000; Souto-Padrén et al., 2006). Se
siguieron algunos de estos protocolos para observar la endocitosis y el transporte
vesicular de BSA marcada con oro 25 nm. Inicialmente se siguié el protocolo de Porto-
Carreiro et al (2000) — Cuadro B -, el cual sugiere una incubacién de los parasitos con la
BSA - oro en medio LIT sin suero a 28 T durante ma ximo 30 min (a este tiempo, la mayor
parte de las particulas deben encontrarse en los reservosomas), y el posterior
procesamiento de rutina para ultraestructura en MET. En nuestros resultados, a los
30 min de incubacion con la BSA - oro, se pudo apreciar que la mayor parte del oro se
encontraba adherido a la membrana que recubre el bolsillo flagelar, o en el citostoma
(Figura 4). Muy pocas fueron las vesiculas que se apreciaron conteniendo particulas de
oro. Se aumentd la cantidad de BSA - oro o se incub6 durante 2 hr, y no se vieron
cambios con los resultados a los 30 min (Figura 4). Estos datos contrastan con lo
reportado en otros estudios e indican que el complejo BSA - oro (25 nm) no esta siendo
internalizado eficientemente. Posteriormente, se decidid seguir un protocolo presentado
por de Souto-Padron et al (2006) — Cuadro B -, que sugiere que los pardsitos sean

incubados con BSA - oro en medio minimo (MEM) durante 4 hr, y luego se regresen al
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medio LIT completo durante 4 hr, 6 hr y 24 hr (Figura 5). Solo siguiendo esta técnica
pudimos apreciar una cantidad considerable de particulas de oro en el interior de
vesiculas. Como siguiente propdésito se espera co-localizar a actina, e inhibir el proceso
de endocitosis y/o transporte vesicular utilizando estabilizadores o desestabilizadores del

citoesqueleto de actina.

Cuadro B.
Técnicas para la endocitosis de BSA 'y su observaci6  n con MET.

Siguiendo el protocolo de Porto-Carreiro et al (2000):

10 X10° epimastigotes en fase ML se centrifugaron a 500 xg durante 6 min. Se lavaron dos veces
con PBS pH 7.4. Se resuspendieron en 200 pl medio LIT sin suero junto con 120 pl BSA-oro
(25 nm). Se incubdé durante 30 min a 28 . Las muestras se procesaron para MET: los
epimastigotes se lavaron 2 veces con PBS pH 7.4 frio, y se centrifugaron a 500 xg durante 6 min
en una microcentrifuga eppendorf; se adiciono al pellet el fijador Karnovsky (glutaraldehido 2.5 % y
paraformaldehido 1 % en buffer de cacodilato de sodio 0.1 M) y se dejé incubando durante 2 hr a 4
C; posteriormente se lavé dos veces con el buffer de cacodilato frio (sin centrifugar), y finalmente
se le aplico al pellet el buffer de cacodilato frio. El pellet se deshidratoé con etanol al 70 % (30 min, 2
veces), y luego con etanol al 100 % (30 min, 2 veces) a TA. Se impregnd con LR-White durante 1lhr
2 veces a TA. Se aplico LR-White y se dej6 incubando ON. a TA. Se cambié la resina por nueva, y
se polimerizd durante 24 hr a 60 T (estufa). Se prepararon cortes ultrafinos de la muestra
polimerizada y se colocaron sobre rejillas de oro. Los cortes ultrafinos (60 nm) se trataron con
glicina al 0.5 % durante 15 min a 4 T para inactiv ar los aldehidos. Posteriormente se incub6 con
una solucion bloqueadora comercial que contiene suero de cabra (AURION), se lavé cinco veces
con una solucion de incubacion BSA 0.1 % en PBS pH 7.4, y se incubé ON a 4 € en diluciones
1:250 de los sueros pre-inmune o inmune en BSA 0.1 % en PBS pH 7.4. Después de realizar cinco
lavados con la solucién de incubacion, los cortes se incubaron con una dilucion 1:30 del segundo
anticuerpo de cabra anti IgG de conejo marcado con particulas de oro de 10 nm durante 2 hr a TA.
Se realizaron cinco lavados con la solucion de incubacién. Las muestras se secaron a TA, y
finalmente se observaron en un MET JEOL a 60 V.

Siguiendo el protocolo de Souto-Padrén et al (2006):

30 X10° epimastigotes en fase ML se centrifugaron a 500 xg durante 6 min. Se lavaron 2 veces con
PBS pH 7.4 frio, y se centrifugaron a 500 xg durante 6 min; se adicioné al pellet un fijador con
paraformaldehido 4 % y glutaraldehido 1 % en PBS) y se dej6 incubando 1hr a TA. Se lavo tres
veces con PBS. El pellet se traté con Tritén X-100 al 0.1 % en PBS durante 30 min a TA para
permeabilizar, y luego se incubé en BSA 2 % en PBS durante 2 hr a TA para bloquear. Se dejé
incubando ON a 4 T en el suero inmune (dilucion 1: 250 en BSA 1 % en PBS). Después de tres
lavados con PBS, se incubé con el segundo anticuerpo de cabra anti IgG de conejo marcado con
particulas de oro de 10 nm (dilucién 1:30 en BSA 1 % en PBS) durante 1 hr a TA. Después de
lavar tres veces con PBS, la pastilla de parasitos se deshidraté con etanol al 70 % (30 min, 2
veces), y luego con etanol al 100 % (30 min, 2 veces) a TA. Se impregn6 con LR-White durante
1 hr 2 veces a TA. Se aplicé LR-White y se dejé incubando ON. a TA. Se cambio la resina por
nueva, y se polimerizé durante 24 hr a 60 C (estuf a). Se prepararon cortes ultrafinos de la muestra
polimerizada y se colocaron sobre rejillas de cobre. Las muestras se secaron a TA, y finalmente se
observaron en un MET JEOL a 60 V.
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Figura 4. Micrografias de MET (aumento: 5kX; B, 15kX; C y D, 8kX; E, F y H, 20kX; y G, 8kX).
Epimastigotes incubados con BSA-oro durante 2 hr (A y B) y 30 min (C y D). Epimastigotes
incubados con BSA-oro (tres veces el volumen empleado en A a D) durante 2hr. Notese la
presencia de oro en el bolsillo flagelar (A, C, D, E, G y H), en el citostoma (B y F), y en algunas
vesiculas (A, B y D).Fijacion con Karnovsky, post-fijacion con tetradxido de osmio, e inclusion con
LR-White. A, B, E a H, son parasitos sin contrastar; en estas condiciones todavia pueden
apreciarse muchas de las estructuras del parasito. C y D, contraste con acetato de uranilo.
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Figura 5. Micrografias de MET (aumento: A, 30kX; B, 25kX; E, 20kX; C, Dy G, 15kX; y F, 12kX) de
epimastigotes incubados con BSA-oro en MEM durante 4 hr y posteriormente incubados en medio
LIT durante 4 hr (A), 6 hr (B) y 24 hr (C-G). Nétese la presencia de oro en vesiculas localizadas en
diferentes regiones del cuerpo celular, generalmente localizadas en la regién anterior de la célula.
Fijacion con Karnovsky, post-fijacion con tetradxido de osmio, e inclusion con LR-White.
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B. Ensayos de adherencia de epimastigotes  in vitro.

« Inmunolocalizacion de actina en epimastigotes adher idos in vitro.

En nuestro laboratorio se ha observado que la incubacién de epimastigotes en
medio LIT sin suero a 28 T induce su adhesién a través del flagelo a la superficie de
cajas de cultivo o de placas de vidrio silanizadas. Esto parece deberse a que se ha
quitado del medio de cultivo un componente abundante en el suero, la BSA, que se sabe
previene efectivamente la adhesién de T. cruzi a diversas superficies hidrofobicas
(Kleffmann et al., 1998). Con el fin de relacionar la adhesién con actina, se utilizaron
epimastigotes que se dejaron adherir en placas de vidrio silanizadas durante 1 hr por
efecto del LIT sin suero para inmunolocalizar actina mediante Microsopia Confocal
(Cuadro C y Figura 6). Actina se distribuye difusamente a través del cuerpo celular y el
flagelo, y presenta una concentracion por detras del cinetoplasto es evidente (tal y como
sucede con los epimastigotes normales, no adheridos); en el flagelo se aprecia una sefial
un poco mas intensa en la punta, quizas en el sitio de adhesion. Lamentablemente, estos
epimastigotes presentaron fragmentacion de ADN y una sensibilidad de la membrana
celular, quizds por una sensibilidad al tratamiento para la inmunofluorescencia. Se

intentara mejorar la técnica para evitar estos problemas.

Cuadro C.

Ensayos de adherencia 1.

1x10° epimastigotes en fase ML se resuspendieron en 10 ml medio LIT sin suero, y se dejaron
adherir sobre placas de vidrio silanizadas colocadas en el interior de una caja Petri de 10 cm
durante 2 hr a 28 <C. Para retirar las células no a dheridas, se la caja con PBS pH 7.4 dos veces.
Las células adheridas se fijaron empleando paraformaldehido 4 % en PBS pH 7.4 durante 30 min a
TA en una camara himeda. Las muestras se permeabilizaron con Triton X-100 (SIGMA) al 0.1 %
en PBS pH 7. 4 durante 30 min a TA. Luego de bloguearse con BSA 2 % en PBS pH 7.4 durante
2 hr a TA, se aplico el suero inmune contra actina a una diluciéon 1:250 en BSA 1 % en PBS pH 7.4
y se incubd durante 18 hr a 4 C. Se realizaron 3 | avados de 15 min con BSA 1%, con agitaciény a
TA. Posteriormente se aplico el anticuerpo secundario de cabra anti IgG de conejo conjugado con
FITC (Santa Cruz Biotech) a una dilucion 1:200 en BSA 1 %, incubandose durante 30 min a TA en
oscuridad. Se volvié a lavar con BSA 1 % como se menciond anteriormente. Finalmente se mont6
para la miscrocopia confocal con medio para montar Vectashield conteniendo yoduro de propidio
(Vector Laboratories), el cual tifie el ADN, permitiendo localizar el nucleo y el cinetoplasto del
parasito. Las muestras se analizaron en un microscopio confocal LSM 5 Pascal de ZEISS.
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Figura 6. Epimastigotes de T. cruzi de fase media logaritmica (ML) adheridos y tefiidos con el
suero anti actina recombinante de T. cruzi. Sefal verde: Actina. Sefial roja: yoduro de propidio que
tiie ADN, observamos que el nacelo y el cinetoplasto de los parasitos esta fragmentado. Las
imagenes a,y d, son micrografias con los canales para la sefial verde y roja; b y e, para la roja; y ¢
y f, para la verde.

« Ensayos de adherencia de epimastigotes  in vitro.

Utilizando el efecto del LIT sin suero en epimastigotes, se montd una técnica para
cuantificar parasitos adheridos in vitro. Para éste fin, se siguié parcialmente la técnica
reportada por De Melo et al (2006), la cual se basa en permitir la adhesion de los
parasitos en cajas de 96 pozos, fijar, tefiir con cristal violeta 0.1 %, solubilizar con &cido
aceético 1 % y leer la absorbancia a 595 nm en un ELISA —para mas detalles consultar el
Cuadro D-. Para estos ensayos se tuvo que estandarizar la cantidad de parasitos que se
adicionarian a cada pozo y el tiempo requerido para la adhesién. Inicialmente se prepard
una curva con cantidades ascendentes de parasitos, adicionados a cada pozo que se
dejaron adherir con LIT sin suero a 30 min y 1 hr, contra la absorbancia medida a 595 nm
(Gréfica 1). En estos resultados se observd que la absorbancia aumenta
proporcionalmente a la cantidad de parésitos aplicados a cada pozo hasta que se “satura”
el sistema, o sea, deja de haber diferencias en la absorbancia. La saturacion inicia con
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7.5 x10° epimastigotes en los dos tiempos analizados. Por otro lado, se puede apreciar
que 2.5x10° parésitos (aproximadamente el valor medio de la curva) podria ser la
cantidad ideal para adicionarse a cada pozo en los experimentos. También se probé la
influencia del tiempo de adherencia con LIT sin suero (30 min, 1 hr, 1.5 hr, y 2 hr) en la
absorbancia (Gréfica 2). Con estos datos se pudo determinar que a partir de 1lhr de
incubacién en LIT sin suero no hay diferencias en la absorbancia, indicando que después
de ese tiempo no aumenta el nimero de parasitos adheridos. Para los experimentos se

decidié trabajar con 1.5hr de incubacion en LIT sin suero para la adhesion.

Cuadro D.
Ensayos de adherencia 2.

Diferentes cantidades de epimastigotes en fase ML fueron sembrados en cajas de 96 pozos. Se
resuspendieron en medio LIT sin suero (en el experimento del efecto de la CD, con diferentes
concentraciones de DMSO o CD) y se incubaron durante diferentes tiempos a 28 C para permitir
la adhesion. Para retirar todas las células no adheridas, se lavaron los pozos con PBS pH 7.4 dos
veces. Las células adheridas se fijaron empleando glutaraldehido 2.5 % en PBS pH 7.4 durante 30
min a TA. Se lavaron nuevamente con PBS pH 7.4, y se tifieron con azul violeta 0.1 % en PBS pH
7.4. Se solubilizé con acido acético 10 %, y se midi6 la absorbancia en cada pozo a 595 nm con un
lector ELISA.

—&——LIT sin suero 1hr
- @ - -LIT sin suero 30min
LIT con suero

Absorbancia 595nm

T - -
= =

0 5 10 15 20 25

No. de epimastigotes ( x10°6 )

Gréfica 1. Efecto de la cantidad de epimastigotes en la adhesion. Numero de epimastigotes
adicionados inicialmente a cada pozo contra la absorbancia medida a 595 nm. Se presentan los
resultados de la absorbancia de diferentes cantidades de parasitos incubados con LIT con suero y
LIT sin suero durante los tiempos: 30 min o 1 hr. Se presentan los promedios y las barras de error,
correspondientes a las desviaciones estandar, de los resultados de absorbancia de cuatro
diferentes pozos.
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Gréfica 2. Efecto del tiempo de incubacion en la adhesion. Nimero de epimastigotes adicionados
inicialmente a cada pozo contra la absorbancia medida a 595 nm. Se presentan los resultados de
la absorbancia de diferentes cantidades de parasitos incubados con LIT sin suero durante
diferentes tiempos (30 min, 1 hr, 1.5 hr, y 2 hr). Se presentan los promedios y las barras de error,
correspondientes a las desviaciones estandar, de los resultados de absorbancia de cuatro
diferentes pozos.

Una vez montada ésta técnica, se decidid probar el efecto del tratamiento con la
droga desestabilizadora de microfilamentos Citocalasina D (CD), disuelta en DMSO, en la
adhesion de epimastigotes. Para este fin, se prepar6 una curva con cantidades
ascendentes de parasitos adicionados a cada pozo (1 x10°, 2.5 x10° 7 x10° y 14 x10°
epimastigotes) que se incubaron en LIT con suero (control negativo de adhesién), en LIT
sin suero, en LIT sin suero con CD (1 uM, 3 uM, 6 uM y 12 uM) o en LIT sin suero con
DMSO (0.05 %, 0.15 %, 0.6 %, 1.2 %, controles) durante 1.5 hr a 28 €. Pasado este
tiempo, se procesé para la lectura de absorbancia (Cuadro C). Los resultados de este

experimento se presentan en la grafica 3.
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Gréfica 3. Efecto del tratamiento con CD y DMSO en la adhesion de epimastigotes incubados en
LIT sin suero.

En la gréfica 3, se puede observar que no hay diferencias importantes en la
absorbancia (adhesion) de los epimastigotes incubados en LIT sin suero o con las
diferentes concentraciones de CD o DMSO probadas durante 1.5 hr. Es probable que se
requieran mayores concentraciones CD o tiempos de incubacién mas largos con la droga
para ver un efecto en los parasitos, aunque existe la posibilidad de que la CD pudiera no
tener un efecto sobre el citoesqueleto de actina de T. cruzi como se reportd para
Leishmania (un efecto quizas dependiente de caracteristicas peculiares en el
citoesqueleto de actina de estos protozoarios filogenéticamente relacionados). La
perspectiva inmediata es probar mayor concentracion de la droga (de 12 a 30 uM) en
estos ensayos. También se tiene planeado determinar el efecto de otras drogas

desestabilizadoras del citoesqueleto de actina.
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3. Tratamiento con Jasplakinolide.

Jasplakinolide (JAS) es un péptido ciclico aislado de la esponja marina Jaspis
jhonstoni. Es una droga permeable a la membrana (su efecto puede estudiarse in vivo),
gue polimeriza actina y estabiliza los microfilamentos (Bubbs et al., 2000). El efecto de la
droga en el parasito se evalud inicialmente con ensayos western blot para detectar actina
en fracciones soluble e insoluble de epimastigotes tratados con la droga (5 pM). Si la
droga tiene un efecto polimerizante importante, se esperaria un aumento de actina en la
fraccién insoluble, sin embargo, no observamos diferencias importantes entre los
resultados de las inmunodetecciones de actina o actina - a tubulina entre muestras de

parasitos tratados o no tratados con JAS (Figura 7).

Lisado LIT PBS DMSO1% JAS 5uM

Figura 7. Western blot,
tratamiento con JAS.
Acting —— g J— — — Inmunolocalizacion de actina,
y actina junto con a tubulina
en lisados totales de
epimastigotes de T. cruzi en
« Tubulina —— fracciones soluble (FS) e

Actina — S insoluble (FI) de parasitos
incubados en medio LIT, en
PBS, en DMSO 1%, y con
JAS 5 pM.

Posteriormente, epimastigotes tratados con esta misma concentracion de JAS se
procesaron para MET (Cuadro E). En las micrografias no se pudieron apreciar cambios
evidentes en la ultraestrucutra de los epimastigotes tratados con JAS con respecto a los
no tratados (Figura 8). Finalmente, se observd durante una semana con un microscopio
invertido, cultivos de epimastigotes (10 x10° células en 100 pl) tratados con
concentraciones de 01 pM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM y hasta de 25 pM. No se vio afectada la
viabilidad ni el movimiento de los parésitos. Estos datos parecieran indicar que JAS no
tiene un efecto importante en los epimastigotes de T. cruzi. Sin embargo, para afirmar
esto, seran necesario repetir el efecto de las diferentes concentraciones de JAS con otras

densidad de parasitos.
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Cuadro E.
MET de epimastigotes tratados con JAS.

MET de epimastigotes tratados con JAS:

10 X10° epimastigotes en fase ML se centrifugaron a 500 xg durante 6 min. Se lavaron dos veces
con PBS pH 7.4. Se resuspendieron en 1ml de medio LIT sin suero junto con 120 pl de BSA-oro
(25 nm) y 5 uM de JAS. Se incubd durante 30 min a 28 C. Las mue stras se procesaron para MET:
los epimastigotes se lavaron 2 veces con PBS pH 7.4 frio, y se centrifugaron a 500 xg durante 6
min; se adiciond al pellet 1ml de fijador Karnovsky (paraformaldehido 4 % y glutaraldehido 1 % en
buffer de cacodilato) y se dej6 incubando durante 2 hr a 4 C; posteriormente se lavé dos veces
con el buffer de cacodilato frio (sin centrifugar), y finalmente se le aplico al pellet el buffer de
cacodilato frio. El pellet se deshidraté con etanol al 70 % (30 min, 2 veces), y luego con etanol al
100 % (30 min, 2 veces) a TA. Se impregnd con LR-White durante 1 hr 2 veces a TA. Se aplicé LR-
White y se dejé incubando ON. a TA. Se cambié la resina por nueva, y se polimeriza durante 24 hr
a 60 T (estufa). Se realizan cortes ultrafinos de cada muestra, y se montan sobre gradillas de
cobre. Se tifien con acetato de uranilo. Se evit6 utilizar citrato de plomo porque forma precipitados

gue impiden la visualizacion de las particulas de oro (se forman muchos precipitados de plomo).
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Figura 8. Micrografias de MET (aumento: A y B, 5kX; y C a F, 20kX), tratamiento con JAS.
Epimastigotes incubados con BSA-oro durante sin (A, C, E) o con JAS 5 pM (B, D, F) durante 30
min. Fijacion con Karnovsky e inclusion con LR-White. A 'y B. Fijacion con Karnovsky, sin post-fijar,
inclusion con LR-White y contraste con acetato de uranilo. Este experimento se realizé en paralelo
y siguiendo las condiciones de los ensayos de endocitosis con MET, por eso, los parasitos fueron
incubados con BSA-oro.
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