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2. RESUMEN

El citoesqueleto de los tripanosomatidos estd compuesto principalmente de microtubulos.
La presencia de microfilamentos de actina clasicos no ha sido demostrada. Sin embargo, se
han identificado genes que codifican para actinas y para proteinas que en otros organismos
regulan su dindmica de polimerizacion, entre los que encuentra profilina. Profilina es una
proteina ubicua en los eucariotas que evita la polimerizacién espontanea de actina y
mantiene una poza competente de mondmeros para polimerizar. Estudios previos han
demostrado la expresion del gen que codifica para profilina a nivel de RNA mensajero en
T. cruzi. En el presente trabajo se abordaron diferentes estrategias para caracterizar a
profilina a nivel de proteina en T. cruzi. Se transfectaron parasitos con vectores de
expresion que codifican para profilina fusionada con la proteina roja fluorescente mCherry.
En estos ensayos se obtuvieron parasitos recombinantes pero no se logrd detectar la
proteina de fusion. Por otro lado, se usaron dos metodologias para obtener el antigeno
necesario para producir sueros policlonales anti-profilina en ratones: 1. Cromatografia de
afinidad por poli-prolinas a partir de extractos de proteina de T. cruzi; 2. Expresion y
purificacion de profilina recombinante en E. coli. Con la segunda metodologia se logrd
purificar la proteina suficiente para producir los sueros, que reconocen a profilina en
extractos de proteina de tres tripanosomatidos: T. cruzi, T. brucei y Leishmania major. En
conclusion, se demostrd la expresion de profilina a nivel de proteina en tres especies de
tripanosomatidos y se generaron herramientas moleculares (vectores de expresion,
proteinas recombinantes y anticuerpos) que permitiran su caracterizacion en proyectos

futuros.
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3. ABSTRACT

The trypanosomatid cytoskeleton is composed mainly by microtubules. Classic actin
filaments have not been detected. However, there are genes that encode for actins and also
for proteins involved in the regulation of its polymerization dynamics, including profilin.
Profilin is a ubiquitous protein that binds to the actin mononers and holds a pool of subunits
suitable for polymerization. Previous works have demonstrated the presence of mMRNA in
two species of trypanosomatids: Trypanosoma cruzi and T. brucei. In the present work,
different strategies for characterizing T. cruzi’s profilin were considered. Parasites were
transfected with an expression vector that encode for a fusion of profilin with the red
fluorescent protein mCherry. Recombinant parasites were obtained by using this strategy,
but the expression of the fusion protein was not detected. On the other hand, two
methodologies were used to obtain the antigen for producing polyclonal sera against
profilin in mice: 1. Poly-proline affinity chromatography with T. cruzi protein extracts; 2.
Expression and purification of recombinant profilin in E. coli. An enough amount of
recombinant profilin for mice immunization was expressed and purified from E. coli.
Polyclonal sera from mice immunized with the recombinant profilin, recognize a protein of
the expected molecular weight of profilin (~16 kDa.) in T. cruzi, T. brucei, and L. major
protein extracts. In conclusion, the expression of profilin at the protein level was
demonstrated in three trypanosomatid species. Additionally, several molecular tools
(expression vectors, recombinant proteins, and polyclonal antibodies) for characterizing

T. cruzi’s profilin were generated.
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4. INTRODUCCION

El citoesqueleto es una red de proteinas filamentosas que juega un papel esencial en una
gran variedad de procesos celulares como la locomocién, division celular, el transporte
intracelular de vesiculas y la organizacion de los contenidos celulares. La estructura,
dindmica y composicion del citoesqueleto ha sido estudiada en detalle en células de
mamifero y en levadura. Sin embargo, el citoesqueleto de los organismos protistas difiere
ampliamente si se le compara con el de estos organismos modelo. En los tripanosomatidos,
un grupo de protistas flagelados parasitos que incluye a Trypanosoma cruzi (el agente
causal de la enfermedad de Chagas en humanos), el citoesqueleto esta constituido
fundamentalmente de microtubulos. Los microfilamentos de actina observados en
estructuras como los lamelipodios y los anillos contractiles no han sido detectados en estos
organismos. A pesar de estos hallazgos, el analisis de la secuencia de sus genomas ha
revelado la presencia de genes que codifican para actinas y para un repertorio de proteinas
que en otros sistemas participan en regular su dindmica de polimerizacion (Berriman et al.
2005; DeMelo et al., 2008). En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar las
actinas de T. cruzi, y las proteinas encargadas de la regulacion de su polimerizacion.
Profilina es una proteina que tiene un papel central en este aspecto ya que forma complejos
1:1 con los mondmeros de actina, evitando su polimerizacion espontanea pero manteniendo
una poza de actina competente para polimerizar (Dominguez, 2009). Se ha demostrado la
expresion de profilina a nivel de RNA mensajero (mRNA) de profilina en T. brucei y la
capacidad que tiene su gen codificador de complementar una mutante negativa de levadura
para esta proteina, sugiriendo la expresion de un producto funcional (Wilson & Seebeck,
1997). Por esta razon, en un trabajo realizado en nuestro laboratorio se decidid6 comenzar
con la caracterizacion del gen ortologo a profilina en T. cruzi, del cual se demostro su
expresion a nivel de mRNA (Herrera-Lopez 2008). En el presente trabajo, se demostrd la
expresion de profilina a nivel de proteina en T. cruzi, Trypanosoma brucei y Leishmania
major. Ademas, se generaron herramientas moleculares (proteinas recombinantes,
anticuerpos y vectores de expresion) que permitiran caracterizar en detalle esta proteina en

futuros proyectos.

4.1. Citoesqueleto eucariota.
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Para que la célula realice todos los procesos necesarios para sobrevivir y reproducirse, las
actividades de las miles de moléculas que la componen deben ser ordenadas y coordinadas
de acuerdo a las condiciones de un entorno en constante cambio. El citoesqueleto juega un
papel central en estos aspectos, al organizar espacialmente los contenidos celulares,
conectar a la célula fisica y bioquimicamente con el ambiente externo y generar fuerzas
coordinadas que le permiten a la célula moverse y cambiar su morfologia (Fletcher &
Mullins, 2010). El citoesqueleto de una célula eucariota “tipica” estd compuesto
fundamentalmente de dos tipos de fibras proteicas Ilamadas microtubulos y
microfilamentos (Figura 1). Un tercer tipo de fibras, los filamentos intermedios, han sido
descritos exclusivamente en metazoarios. Los microtdbulos y los microfilamentos estan
compuestos por proteinas altamente conservadas en la evolucién: la tubulina y la actina,

respectivamente.

Filamentos
intermedios

Figura 1. Micrografias electronicas donde se muestran los componentes principales del
citoesqueleto eucariota. (A) Célula mamifera donde se muestran microtubulos (en rojo),
redes de filamentos de actina y de filamentos intermedios (un tipo de fibra expresado
exclusivamente por las células animales). (B) Red de filamentos de actina ramificados
producidos en un queratocito en migracion. Modificada de Pollard & Cooper (2009).

4.2. Actina.

Las actinas pertenecen a una superfamilia de proteinas que se caracteriza por unir una
molécula de ATP. A este grupo también pertenecen las chaperonas HSP70, algunas clases
de cinasas de azUcares y familias de proteinas de bacterias como MerB, FtsA y ParM
(Wickstead & Gull, 2012). Las actinas se pueden dividir en tres grupos: las actinas
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convencionales, las proteinas relacionadas con actina (ARPs) y las proteinas similares a
actina (ALPs). Las actinas convencionales son las méas similares en secuencia a las actinas
a, By vy de vertebrados. En cuanto las ARPs, se han descrito 11 subfamilias (ARP1 — 11),
siendo ARP1 la mas similar en secuencia a las actinas convencionales y ARP11 la mas
diferente (Muller et al., 2005). Algunos organismos poseen actinas adicionales que no se
agrupan en ninguna de las clases anteriormente descritas. A éstas se les denomina proteinas
similares a actina o actinas "huérfanas’. A pesar de la gran diversidad en secuencia y
funcion que presentan las actinas, estas proteinas comparten la estructura terciaria pues se
pliegan en dos dominios principales llamados dominios externo e interno (Figura 2). Cada
dominio esta a su vez dividido en dos subdominios, el externo estd comprendido por los
subdominios 1 y 2 y el interno por los subdominios 3 y 4. Los dominios externo e interno
estan separados por una hendidura con actividad ATPasa a la cual se une una molécula de
ATP y un catién divalente (Mg*? en la célula). Una segunda hendidura esta presente entre
los dos dominios de la actina, la cual estd compuesta principalmente por residuos
hidrofobicos y es el sitio de unidn de la mayoria de las proteinas reguladoras de actina,
entre ellas la profilina (Dominguez & Holmes, 2011).

Hendidurade
— uniéna ATP —_—

Dominio interno
ouwId)X3 oujwoq

Hendidura
hidrofébica

Figura 2. Estructura terciaria de la actina. Se muestran los dominios y subdominios (S1,
S2, S3 'y S4) de la actina, la hendidura de uniéon a ATP y la hendidura hidrofébica por la
cual actina interactta con profilina y otras proteinas reguladoras. Modificada de Pollard
& Cooper (2009).

Una propiedad de gran importancia para la funcion de las actinas es su capacidad de formar
polimeros lineales, denominados actina filamentosa (actina F) o microfilamentos. La
estructura de los microfilamentos ha sido determinada a partir patrones de difraccion por
rayos X, observaciones por microscopia electrénica y, mas recientemente, por crio-

microscopia electrénica. La primera estructura atomica fue deducida combinando patrones
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de difraccion de rayos X de filamentos producidos in vitro con la estructura cristalina de la
actina monomerica (actina G) (Holmes et al., 1990). En este modelo cada microfilamento
consiste de dos cadenas que forman una hélice que gira hacia la derecha. Usando crio-
microscopia electronica se logro obtener un modelo con mayor resolucion, en el cual cada
filamento es una hélice formada por una cadena que gira hacia la izquierda y posee ~ 13
subunidades cada seis giros (Dominguez & Holmes, 2011) (Figura 3A). Las subunidades de
actina que componen el filamento interactan entre si a través de contactos longitudinales y
transversales. Los dos contactos longitudinales principales involucran el subdominio 4 con
el 3 y el subdominio 2 con la hendidura hidrofébica (Figura 3B). Los dos contactos
transversales principales involucran el subdominio 3 con el 2 y el subdominio 4 con la
hendidura hidrofébica (Figura 3C). Esta disposicion se repite a lo largo de todo el filamento
y, dada la asimetria de la molécula de actina, brinda al polimero polaridad. Al extremo que
expone la hendidura hidrofébica se le denomina extremo (-) o en punta, y al que expone la
hendidura de unién a ATP se le denomina extremo (+) o bardado (Hild et al., 2010).

A. Extremo(-)

Extremo (+)

Figura 3. Estructura de la actina F. (A.) Modelo deducido a partir de crio-microscopia electronica.
Las moléculas de actina estan dispuestas en una Unica hélice con 13 subunidades que se repiten
cada ~6 giros (36 nm). Principales contactos longitudinales (B.) y transversales (C.) entre las
subunidades. Se muestran las estructuras secundarias de cada subunidad en un codigo de colores del
extremo amino (azul) al carboxilo (rojo), y los amino&cidos involucrados en los contactos. En (B.)
se muestra una seccion comprendida por la vista frontal de dos subunidades. En (C.) se muestra una
seccion comprendida por la vista lateral de cinco subunidades (SU). En (B. y C.) se sefialan las
posiciones de los subdominios (S) de cada subunidad en colores diferentes. Modificado de
Dominguez & Holmes (2011).
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4.2.1. Polimerizacion de actina.

En la célula, la actina puede encontrarse en dos estados principales: monomérico (actina
G) y filamentoso (actina F). La mayoria de las funciones en las que la actina participa
dependen de su capacidad de formar polimeros de manera regulada. Por esta razon, para
entender como la actina participa en las funciones en donde estd involucrada, es esencial
estudiar su proceso de polimerizacion. La polimerizacion de la actina (transicion del estado
de actina G al de actina F) procede a través de tres pasos. Comienza por la formacion de
nacleos de actina (dimeros y trimeros) que sirven como semillas para el crecimiento del
filamento. En el segundo paso, llamado elongacion, el filamento crece producto de la
asociacién de mondmeros de actina en sus dos extremos. En el Gltimo paso, llamado fase de
estado estable, los mondmeros se disocian por el extremo (-) y se reciclan para asociarse al
extremo (+), resultando en un flujo unidireccional de subunidades de actina donde la
longitud del filamento es mas o menos constante (Dominguez, 2009). A este
comportamiento se le llama treadmilling, por su semejanza a una banda sin fin. En ensayos
in vitro, para que se presente la polimerizacion espontdnea de actina y se mantenga la
dindmica de polimerizacion en fase de estado estable se necesita de una concentracion
minima de mondmeros de actina, a la cual se le llama concentracion critica (Hild et al.,
2010).

4.2.2. Proteinas reguladoras de la dindmica de polimerizacién de la actina.

Las funciones que lleva a cabo la actina en la célula se presentan en gran medida gracias a
la interaccion con una gran diversidad de proteinas, que en conjunto son llamadas proteinas
de union a actina (ABPs) (Fletcher & Mullins, 2010). Las ABPs pueden tener varias
actividades, entre las que se encuentran formar y estabilizar nlcleos de actina para la
formacion de microfilamentos (nucleadores), regular la dindmica de polimerizacion y
despolimerizacién (moduladores de la polimerizacién), estabilizar a los microfilamentos o
asociarlos con otros componentes celulares (organizadores supramoleculares), moverse
sobre los microfilamentos y generar fuerza mecénica (motores), entre otras (Figura 4). A
continuacion se trataran con mas detalle algunas de las ABPs involucradas en regular la

dindmica de polimerizacién de la actina.
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Figura 4. Actividades de algunas ABPs sobre el citoesqueleto de actina (recuadros
azules). Funciones realizadas por el citoesqueleto de actina reguladas a través de la
interaccion con las ABPs (recuadro amarillo). Modificada de Schoenenberger et al.
(2011).

4.2.2.1. Nucleadores y elongadores.

Para que se lleve a cabo de manera correcta la dinamica de polimerizacion de la actina, son
necesarias proteinas que controlen el momento y sitio donde se presenta, asi como el tipo
de filamento que se genera. Las proteinas encargadas de estas funciones son los
nucleadores y los elongadores. Los nucleadores son proteinas que se encargan de generar y
estabilizar nicleos de actina que son usados para el proceso de polimerizacion. Los tres
nucleadores mas estudiados y distribuidos en la naturaleza son los basados en dominios
WH-2 (con homologia a la proteina del sindrome Wiskott—Aldrich (WASP)-2), el complejo
Arp2/3 y las forminas (Dominguez, 2009). Los dominios WH-2 son una regiones cortas
(25-50 aminoacidos) que se caracterizan por su capacidad de unir una molécula de actina
G. Se encuentra en una gran cantidad de proteinas reguladoras de la polimerizacién de
actina, entre ellas los nucleadores Spire y Cordon-Bleu. Estas proteinas poseen varias
repeticiones de WH-2 dispuestas en tandem. Al unir de manera simultdnea varios
mondmeros de actina, estas proteinas generan un nucleo de polimerizacién (Qualmann &
Kessels, 2009) (Figura 5A). Arp2/3, por su parte, estd compuesto por siete proteinas: dos
proteinas relacionadas con actina (ARP2 y 3) y cinco subunidades adicionales (ARPC 1-5).
Para ser funcional, Arp2/3 debe ser activado por factor promotor de la nucleacion (NPFs).
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Uno de los NPFs mas estudiados es la proteina del sindrome Wiskott—Aldrich (WASP).
WASP y otros NPFs, se unen de manera simultdnea a Arp2/3 y a un monémero de actina a
través de un dominio WH-2. Esta interaccién promueve un cambio conformacional en
Arp2/3 e incorpora un monémero de actina, que forma un nucleo de polimerizacion junto
con ARP2 y ARP3 (Karlsson & Lindberg, 2007) (Figura 5B). Por altimo, las forminas son
proteinas que se caracterizan por la presencia de un dominio FH-2 (con homologia a
forminas-2). Los dominios FH-2 de diferentes moléculas de forminas se unen en
homodimeros, los cuales generan una estructura en forma de dona que estabiliza nicleos de
actina (Goode & Eck, 2007) (Figura 5C).

C.

o= & — @ — TR o

FH-2

Figura 5. Tipos de nucleadores de actina. (A.) Proteinas nucleadoras con dominios WH-2. Cada
dominio WH-2 se une a un monémero de actina generando un ndcleo que es usado para formar un
microfilamento (B.) Nucleacion por Arp2/3. EI complejo es activado por la union de un NPF que
posee unido un mondémero de actina y forma un nutcleo con ARP2 y ARP3. Este complejo se une
lateralmente a un microfilamento pre-existente, formando una ramificacion (C.) Nucleacion por
forminas. Homodimeros de dominios FH-2 estabilizan nicleos de actina que son usados para la
formacion de microfilamentos lineales. Modificado de Goode & Eck (2007).

Los elongadores son proteinas que facilitan la adicion de monémeros de actina en los
extremos (+) de los microfilamentos. Los dos elongadores mejor estudiados son las
forminas y Ena/VASP (Fosfoproteina estimulada por vasodilatador). Las forminas son
proteinas que, ademas de la actividad nucleadora descrita previamente, tienen la propiedad
de permanecer unidas al extremo (+) de los microfilamentos en formacion y promover la

asociaciéon de nuevos mondmeros de actina. Esta actividad es facilitada por la presencia de
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dominios adicionales. Entre éstos cabe destacar el dominio FH-1, que posee una region rica
en prolinas a la cual se unen complejos profilina-actina, aumentando la concentracion de
actina-G disponible para polimerizar en los extremos (+) (Goode & Eck, 2007). Ena/VASP,
por su parte, es un grupo de proteinas modulares que poseen dominios de interaccion con
actina G (GAB) y actina F (FAB), una region rica en prolinas y un dominio que permite la
formacidén de tetrameros de estas proteinas. Se ha propuesto un modelo para la elongacién
de los microfilamentos por Ena/VASP. En este modelo, tetrameros de Ena/VASP se
asocian con haces de microfilamentos (multiples filamentos de actina dispuestos de manera
paralela) a través de los dominios FAB. Alli, reclutan complejos de profilina-actina a través
de la region rica en prolinas, transfieren los mondmeros de actina a GAB y posteriormente

a los extremos (+) de los microfilamentos (Lee & Dominguez, 2010).

4.2.2.2. Moduladores de la polimerizacion.

Actina es una de las proteinas mas expresadas en las células eucariotas. A pesar de
encontrarse en concentraciones superiores a la concentracion critica, en la célula no todas
las moléculas de actina se encuentran en la forma estructural de actina F (Dominguez,
2009). Funciones como la locomocidn celular y eventos de transporte intracelular mediados
por el citoesqueleto de actina, requieren la polimerizacion rapida pero regulada de los
microfilamentos. Para que esto ocurra, es necesario tener disponible una alta concentracion
de mondmeros de actina competentes para polimerizar. Esta funcién es llevada a cabo por
proteinas que se unen a la actina G y evitan su polimerizacion esponténea, regulando de
esta forma la disponibilidad de los monémeros para el proceso de polimerizacion (Dos
Remedios et al., 2003). Se han descrito varias proteinas con estas propiedades (>25 en
mamiferos), pero solo algunas se encuentran distribuidas en todos los eucariotas. Entre

estas proteinas se encuentra profilina.

4.3. Profilina.

4.3.1. Estructura de profilina y ligandos.

Profilina forma una familia de proteinas que se encuentra distribuida en todas las células
eucariotas. La Unica excepcion conocida es Giardia intestinalis (Paredez et al., 2011), que
carece de proteinas de union a actina canonicas como las descritas con anterioridad. Una de

las caracteristicas de las profilinas es una baja conservacion a nivel de secuencia de
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aminodcidos. Incluso isoformas de profilina codificadas por el mismo organismo pueden
tener niveles de similitud bajos. Ejemplos de ello son las profilinas 1 y 3 de mamifero, que
s6lo comparten el 37% de los aminoacidos (Witke, 2004). A pesar de esto, la capacidad que
tienen profilinas de plantas y mamiferos de complementar mutantes negativas para profilina
de la ameba Dictyostelium discoideum (Karakesisoglou et al., 1996; Schluter et al., 1998),
sugiere que las profilinas codificadas por diferentes organismos poseen propiedades
funcionales similares. La explicacién de estas observaciones es la conservacion de las
profilinas a nivel estructural. Todas las profilinas con estructura terciaria conocida estan
constituidas por un centro de siete hojas B-plegadas dispuestas de manera antiparalela, las
cuales estan rodeadas por cuatro hélices a (Figura 6). Esta estructura forma dominios de
interaccién con tres tipos de ligandos: actina G, regiones ricas en prolina y lipidos de la
membrana plasmatica (Jockusch et al., 2007).

Actina G

IN

Poliprolinas

Figura 6. Representacion esquematica de la estructura terciaria de la profilina bovina.
Los elementos de la estructura secundaria se numeran de acuerdo a su posicion en la
secuencia de aminoécidos. Se muestran los sitios de union a actina (rojo), a regiones
ricas en prolina (azul) y a lipidos de la membrana plasmatica (verde). Modificado de
Jockusch et al. (2007).

4.3.1.1. Sitio de union a actina G.

El sitio de profilina involucrado en la unién con actina fue identificado inicialmente a partir
de la estructura cristalogréafica del complejo actina-profilina de bovino (Shutt et al., 1993).
El sitio estd compuesto por 21 residuos que se encuentran en la hélice o 3 y las hojas B-
plegadas 4, 5 y 6 (Figura 6). S6lo 8 de estos residuos se encuentran conservados en
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profilinas de diferentes especies (Figura 7). A través de este sitio profilina interactta con la
actina G, con otras proteinas de la familia de las actinas como ARP2 (Machesky et al.,
1994) y ARP3 (McCollum et al., 1996), y con al menos una proteina no relacionada con
actina (Giesemann et al., 2003). El sitio de unién a profilina en la actina se encuentra en la
hendidura hidrofébica (Figura 2) y, a diferencia de lo observado en profilina, esta altamente
conservado a nivel de secuencia (Figura 8). Este sitio se sobrepone, al menos parcialmente,
con el de otras proteinas como la gelsolina, proteinas con dominios WH-2, ADF (Factor
despolimerizador de la actina)/cofilina, timosina y con sitios de contacto subunidad-

subunidad en la forma estructural actina F (Dominguez, 2004).
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Figura 7. Alineamiento multiple de las secuencias de amino&cidos de varias profilinas. Se incluyen
secuencias de 3 profilinas humanas (Hs), 3 de Dictyostelium discoideum (Dd), 1 de levadura (Sc), 1
de Trypanosoma brucei (Th), 1 de Arabidopsis thaliana (At) y 1 de Toxoplasma gondii (Tg). Se
indican con estrellas los residuos involucrados en la interaccion con actina (estrellas rojas), poli-
prolinas (triangulos azules) y membrana (circulos verdes). Los residuos idénticos se sefialan con
recuadros negros y los conservados en grises. El alineamiento se realiz6 en el programa Clustal\W?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/) y se visualizé en BioEdit (Hall, 1999). Los nimeros
de acceso en el GenBank de las secuencias usadas son los siguientes: Hs-1: AAH57828.1; Hs-2:
AAH95444.1; Hs-3: EAW85006.1; Dd-1: CAA43781.1; Dd-2: P26200.1; Dd-3: Q8T8M2.1; Sc:
AAA34861.1; Th: CAA96531.1; At: AEC06923.1; Tg: AAX33672.1.
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Figura 8. Alineamiento multiple de las secuencias de amino4cidos de varias actinas. Se incluyen
secuencias de humano (Hs), Dictyostelium discoideum (Dd), levadura (Sc), Trypanosoma brucei
(Tb), Arabidopsis thaliana (At) y Toxoplasma gondii (Tg). Se indican con estrellas los residuos
involucrados en la interaccién con profilina. Los residuos idénticos se sefialan con recuadros negros
y los conservados en grises. El alineamiento se realiz6 en el programa ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/) y se visualizé en BioEdit (Hall, 1999). Los nimeros
de acceso en el GenBank de las secuencias usadas son los siguientes: Hs: NP_001092.1; Dd:
XP_636030.1; At: NP_187818.1; Sc: AAA34391.1; Tg: EEB02523.1; Th: AAA30151.1.

4.3.1.2. Sitio de unién a poli-prolinas.

El sitio de unién a poliprolinas estd formado por las hélices a que se encuentran en los
extremos amino y carboxilo de profilina (Figura 6). Los residuos directamente involucrados
en esta interaccion han sido identificados en la estructura cristalina de complejos de
profilina de mamifero con péptidos de prolinas (Mahoney et al., 1997). Estos residuos son
aromaticos (W3, Y6, W31, H133 y Y139 en la profilina humana) y se encuentran altamente
conservados en otras profilinas (Figura 7). Se ha demostrado que in vitro se requiere de una
region de por lo menos 10 prolinas consecutivas para que se presente una union eficiente
entre profilina y péptidos de prolinas sintéticos (Perelroizen et al., 1994). Sin embargo, esto
no puede ser extrapolado a los ligandos de profilina en la célula. Otros aminodcidos,
particularmente las glicinas y amino&cidos hidrofobicos, pueden estar presentes junto a las
prolinas en los ligandos que interacttan con profilina a través de esta region (Reinhard et
al., 1995; Chang et al., 1997). Ademas, se ha demostrado que la afinidad de profilina por
regiones ricas en prolina es regulada por eventos de fosforilacion y desfosforilacion en el
residuo serina-137 de la profilina humana (Shao et al., 2008; Shao & Diamond, 2012) y se

ha sugerido que eventos de fosforilacion en residuos de tirosina tienen un papel similar en
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profilinas de plantas (Aparicio-Fabre et al., 2006). Aungue la mayoria de los ligandos que
interacttan con profilina a través de regiones ricas en prolinas corresponden a proteinas
involucradas en la dindmica de polimerizacion de la actina (Jockush et al., 2007), se han
identificado al menos dos ligandos sin conexién aparente con el citoesqueleto de actina, el
factor transcripcional p42™°" (Lederer et al., 2005) y la proteina de sobrevivencia de las
neuronas motoras (SMN) (Giesemann et al., 1999), que esta involucrada en el
procesamiento de RNA.

4.3.1.3. Sitio de union a lipidos de la membrana plasmatica.

La interaccion de profilina con la membrana plasmatica se presenta a través de diferentes
tipos de fosfatidil-inositoles (PIP), principalmente el fosfatidil-inositol 4,5-bifosfato (PIPy).
La union de profilina con PIP involucra interacciones electrostaticas entre la cabeza
cargada negativamente del PIP y regiones ricas en aminoacidos basicos de profilina
(Krishnan & Moens, 2009). En las profilinas, se han descrito dos regiones de union a PIP
que se sobreponen parcialmente con los sitios de unién a actina (Sohn et al., 1995) y a poli-
prolinas (Lambrechts et al., 2002). Tomando como referencia la secuencia de la profilina
humana, el primer sitio estd compuesto por los residuos K69, R88 y K90 y el segundo por
los residuos R135 y R136 (Figura 7). Con excepcion de K69 y R88, estos residuos se
encuentran pobremente conservados en otras profilinas. Se han propuesto dos papeles no
excluyentes para la interaccion de profilina con PIPs en la célula (Krishnan & Moens,
2009): 1. Regular el metabolismo de PIPs; 2. Secuestrar a profilina en la membrana

plasmaética, evitando su interaccion con actina y otras proteinas.

4.3.2. Profilina en la célula.

4.3.2.1. Isoformas.

En los genomas eucariotas, profilina puede ser codificada por genes de copia Unica o por
familias génicas que producen varias isoformas (Radauer & Breiteneder, 2007). EI primer
escenario se presenta en algunos organismos unicelulares como los tripanosomatidos
(Wilson & Seebeck, 1997; Herrera-Lépez, 2008), los apicomplexos (Kursula et al., 2008) y
las levaduras (Lu & Pollard, 2001), asi como en algunos invertebrados como Drosophila
melanogaster (Soderberg et al., 2012). El segundo escenario se presenta, por ejemplo, en
amibas (Makioka et al., 2012; Kaiser et al., 1986; Haugwitz et al. 1991), vertebrados y
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plantas, siendo estos dos Ultimos casos los mejor caracterizados. En vertebrados se han
identificado 5 isoformas de profilina, de las cuales cuatro estan codificadas por genes
diferentes y una es producto de splicing alternativo. Una de las isoformas es expresada en
todos los tejidos (profilina 1) y las otras son exclusivas de cerebro (profilina 2a y 2b), y de
testiculo y rifion (profilinas 3 y 4) (Krishnan & Moens, 2009). Una situacion similar se ha
encontrado en Arabidopsis, donde se expresan 5 isoformas de profilina, de las cuales tres
(profilinas 1-3) son constitutivas y dos (profilinas 4 y 5) se expresan exclusivamente en el
polen (Kandasamy et al., 2002).

4.3.2.2. Localizacion subcelular.

Profilina se distribuye en varias zonas donde se presentan funciones relacionadas con la
dindmica de actina. Ejemplo de ello es la co-localizacion de profilina con el sistema de
microfilamentos encargado de la motilidad celular en diferentes lineas celulares mamiferas
y en la ameba Entamoeba invadens (Mayboroda et al., 1997; Makioka et al., 2012). Es
interesante mencionar que isoformas de profilina expresadas en una misma célula pueden
exhibir patrones de distribucién subcelular diferentes. En Arabidopsis, por ejemplo, la
expresion de fusiones de dos isoformas de profilina con la proteina verde fluorescente
(GFP) sugiere que la profilina 1 co-localiza principalmente con la red de microfilamentos,
mientras que la profilina 2 se encuentra asociada con la maquinaria de transporte
intracelular de wvesiculas (Wang et al, 2009). De manera similar, estudios de
inmunofluorescencia con anticuerpos especificos contra las profilinas 1 y 2 de mamifero en
neuronas de raton, sugieren localizaciones subcelulares diferentes de estas dos isoformas
(Jockusch et al., 2007). Aunque gran parte de la informacién sobre las actividades de
profilina en la célula conciernen a la regulacion del citoesqueleto de actina en el
citoplasma, la profilina también se encuentra en el interior del nicleo co-localizandose con
particulas intranucleares como los cuerpos de Cajal y los speckles nucleares (Skare et al.,
2003).

4.3.2.3. Actividades citoplasmaticas y nucleares de profilina.

Inicialmente, la profilina fue identificada en extractos de proteina de bazo de bovino como
una proteina que formaba complejos 1:1 con la actina G e inhibia la polimerizacion. De esta
actividad se derivd su nombre, al mantener a la actina en una forma “profilamentosa”

(Carlsson et al., 1977). Ademas de impedir la polimerizacion espontanea, se han descrito
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otras actividades de profilina sobre la dinamica de polimerizacion de la actina. En presencia
de nucleadores de la polimerizacion, como Arp2/3 y las forminas, profilina promueve la
adicion de mondmeros de actina a los extremos (+) libres de los microfilamentos (Figura
9). Esto lo realiza al interactuar de manera simultanea con actina y con regiones ricas en
prolina presentes en los factores promotores de la nucleacion que activan a Arp2/3 y en los
dominios FH1 de las forminas, incrementando la concentracion de mondmeros de actina en
los extremos (+). Por otro lado, algunas profilinas también pueden generar monémeros de
actina propicios para ser afiadidos en los extremos (+) libres de los microfilamentos. Esta
actividad la realiza al promover un cambio conformacional en los monémeros de actina
unidos a ADP que son liberados de los extremos (-) de los microfilamentos, lo que favorece
el intercambio de este nucledtido por una molécula de ATP. Este intercambio produce
moléculas de actina-ATP (Porta & Borgstahl, 2012), que son el sustrato favorecido durante
el proceso de polimerizacion (Dominguez & Holmes, 2011).
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Figura 9. Reguladores basicos de la dindmica de polimerizacion de actina. 1.
Incorporacion de profilina-actina-ATP al extremo (+) 2. Disociacion de profilina de
actina-ATP; 3. Hidrdlisis de ATP por actina; 4. Union de ADF/cofilina a las
subunidades de actina-ADP; 5. Despolimerizacion de complejos ADF/coflina-actina-
ADP; 6. Disociacion de ADF/cofilina de actina-ADP; 7. Unién de profilina a
monomeros de actina-ADP e intercambio de ADP por ATP. Modificada de Dos
Remedios et al. (2003).

Ademas de las actividades citoplasmaticas mencionadas, en los Gltimos afios se ha reunido
cada vez mas evidencia de la presencia y funcién de profilina en el nicleo celular. Por

ejemplo, profilina ha sido descrita como un co-factor esencial para regular la cantidad de

28



actina en el nucleo a través de un transportador especifico para complejos profilina:actina,
la exportina 6 (Stuven et al., 2003). Esta actividad mantiene la actina en el nucleo por
debajo de la concentracion critica, evitando la formacion de polimeros de actina que
podrian tener consecuencias nocivas en la estructura y funcién nuclear. Las actividades de
profilina en el interior del nucleo no solo estan relacionadas con actina. Se ha demostrado

que su interaccién con la proteina p42°7°"

regula negativamente la actividad de este factor
de transcripcion (Lederer et al., 2005). Ademas, profilina se ha co-localizado con particulas
intranucleares involucradas en el splicing de RNA y se ha demostrado por ensayos in vitro
que anticuerpos contra profilina inhiben este proceso (Skare et al., 2003). Mas
recientemente, usando anticuerpos contra la profilina del insecto Chrinomus tentans, se
determind que la fraccion nuclear de esta proteina es excluida de regiones de cromatina
densa y se co-localiza con proteinas marcadoras de genes transcripcionalmente activos
(Soderberg et al., 2012). Los estudios mencionados sugieren que profilina esta involucrada
en una gran diversidad de funciones relacionadas con la expresion génica, las cuales aun no

han sido exploradas.

4.4. Trypanosoma cruzi.

4.4.1. Importancia biomédica.

T. cruzi es un paréasito protista flagelado responsable de ocasionar la enfermedad de
Chagas. El rango endémico de esta enfermedad incluye todos los paises de Suramérica y
Centroamérica. Sin embargo, las migraciones de personas han ampliado su distribucion a
Estados Unidos, Canadéa, Japdn, Australia y varios paises de Europa (Kirchhoff, 2011). Se
estima que 10 millones de personas se encuentran infectadas con T. cruzi y que cerca de
10000 muertes ocurren anualmente a causa de este parasito (WHO, 2010). Durante el curso
de la enfermedad de Chagas se presentan dos etapas, una aguda y una crénica. La etapa
aguda comienza de 1 a 2 semanas después del primer contacto con el parasito y tiene una
duracion de 4 a 8 semanas. Durante esta etapa, gran parte de las personas infectadas no
muestran sintomas especificos. En una minoria de pacientes se detecta inflamacion en el
sitio de inoculacion de los parasitos, lesiones que se conocen como chagomas. La etapa
cronica puede durar todo el tiempo de vida del individuo. Las manifestaciones clinicas mas
importantes son las alteraciones cardiacas, aunque también se pueden presentar

complicaciones gastrointestinales y del sistema nervioso central. A la fecha, sélo existen
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dos medicamentos licenciados con eficacia limitada contra la enfermedad. Estos son el
nifurtimox y el benznidazol, ambos efectivos primordialmente durante la etapa aguda y con

varios efectos secundarios adversos (Bern et al., 2011).

En adicién a su importancia médica, T. cruzi y otras especies de tripanosomatidos han sido
usadas como modelos biolégicos para describir procesos celulares y moleculares que
difieren ampliamente de los establecidos a partir de estudios en organismos modelo como
las células mamiferas y las levaduras. Entre ellos cabe mencionar la organizacion de los
genes en unidades de transcripcion policistronicas (Martinez-Calvillo et al., 2010) y la
composicion del citoesqueleto en base de microtibulos, con ausencia de microfilamentos
clasicos (Gull, 1999). Ademas, T. cruzi ofrece varias ventajas desde el punto de vista
experimental, como por ejemplo: 1. Se pueden obtener varios de los estadios del ciclos de
vida del parasito en cultivo; 2. Existen vectores y protocolos de transfeccion disponibles
para la manipulacion genética del parasito; 3. Se ha liberado la secuencia de su genoma, lo

que permite la identificacion y analisis de genes usando herramientas bioinformaticas.

4.4.2. Ciclo de vida.

El ciclo de vida de T. cruzi comienza cuando un insecto triatomino se alimenta de la sangre
de un hospedero mamifero infectado con formas extracelulares y no replicativas del
parésito llamadas tripomastigotes sanguineos (Figura 10). En el interior del intestino del
insecto, los tripomastigotes se transforman a epimastigotes, un estadio con capacidad
replicativa. Los epimastigotes migran hacia el intestino posterior del insecto, donde se
transforman en tripomastigotes metaciclicos, una forma no replicativa pero con capacidad
de infectar células mamiferas. Cuando un insecto infectado se alimenta de un mamifero,
excreta tripomastigotes metaciclicos que al entrar en contacto con &reas vulnerables como
la mordedura del insecto, las conjuntivas o las mucosas orales o nasales, pueden infectarlo.
Una vez en el mamifero, los tripomastigotes metaciclicos invaden células y se transforman
en amastigotes, una forma intracelular y replicativa. Después de varias rondas de
replicacion, los amastigotes se transforman en tripomastigotes sanguineos, los cuales son
liberados por la ruptura celular. Los tripomastigotes sanguineos liberados pueden infectar
nuevas células o llegar al torrente sanguineo, donde son llevados a otros 6rganos. El ciclo
de vida se cierra cuando un triatomino se alimenta de los tripomastigotes sanguineos

circulantes del mamifero infectado (Tyler & Engman 2001).
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Figura 10. Ciclo de vida de T. cruzi. Modificada de: www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html.

Se han descrito otros mecanismos de transmision de T. cruzi que no estan representados en
el ciclo de vida descrito anteriormente. Entre ellos cabe mencionar ciclos de transmision
selvatica que involucran mamiferos que se alimentan de triatominos o de mamiferos
infectados y la transmision congénita. En humanos, aunque la principal causa de infeccion
es a través de la mordedura de triatominos en areas endémicas, las transfusiones de sangre,
la donacion de dérganos, la transmisién congénita, la ingesta de bebidas o alimentos
contaminados y los accidentes de laboratorio también se han descrito como fuentes de
transmision del parésito (Kirchhoff, 2011).

4.4.3. Citoesqueleto.

El citoesqueleto de los tripanosomatidos se caracteriza por estar constituido principalmente
de microtibulos, los cuales forman parte central de estructuras como el corsé subpelicular,
el flagelo y los cuerpos basales (Figura 11). El corsé subpelicular es una red de
microtUbulos que se encuentran adosados a la cara interna de la membrana plasmaética,
alineandose de la parte anterior a la posterior del parasito con la misma polaridad,
brindando forma y resistencia mecénica a la célula (Figura 11A). El flagelo, por su parte,
emerge de una invaginacion de la membrana plasmatica libre de microtubulos llamada
bolsillo flagelar y se dirige hacia la parte anterior de la célula anclado por un sistema de
filamentos que se denomina zona de anclaje flagelar (Figura 11B). Ademas de un axonema
con un arreglo de microtubulos 9+2 tipico, el flagelo de los tripanosomatidos posee una

31



estructura adicional, llamada barra paraflagelar, que recorre el flagelo en paralelo con el
axonema. El flagelo y sus estructuras asociadas han sido implicados en una gran variedad
de funciones, entre las que se encuentran la motilidad, la citocinesis, la endocitosis y la
adhesion celular. Ademas de estas estructuras, en cada parasito se encuentra un cuerpo
basal asociado con el flagelo y el cinetoplasto, una masa de DNA mitocondrial que es
caracteristica de los tripanosomatidos y de otros protistas del grupo taxonémico al que
pertenecen (Kinetoplastidae). Los cuerpos basales participan como centros organizadores
de microttbulos durante la biogénesis del flagelo (Gull, 1999).

F

Posterior

Anterior

Figura 11. Citoesqueleto de los tripanosoméatidos tomando como modelo tripomastigotes
prociclicos de T. brucei. (A.) Micrografia electronica de una vista lateral de un citoesqueleto
extraido con detergente. (B.) Micrografia electronica de una seccion transversal donde se observa el
corsé subpelicular y el flagelo. Las estructuras sefialadas son las siguientes: Cuerpos basales (BB),
nucleo (N), axonema (A), barra paraflagelar (PFR), zona de anclaje flagelar (FAZ) y corsé
subpelicular (PMT). Tomadas de: Gull (1999) y Portman & Gull (2012).

4.4.4. Actina.

La actina de los tripanosométidos presenta varias caracteristicas que han dificultado su
estudio: 1. Las posibles estructuras celulares formadas por los polimeros de actina no han
sido detectadas por microscopia electronica (Gull, 1999); 2. Las formas poliméricas de
actina no son estabilizadas por faloidina, ni disociadas latrunculina B o citocalasina D
(Sahasrabuddhe et al., 2004), toxinas usualmente utilizadas para su estudio; 3. Anticuerpos
heter6logos la reconocen débilmente (Mortara et al., 1989), lo que dificulta su uso en
estudios de localizacion subcelular; y 4. Su forma nativa no puede ser purificada por
cromatografia de afinidad por DNasa I, ya que une débilmente esta proteina (Mortara et al.,
1989; Kapoor et al.,, 2008). Aunque las funciones de las actinas y de sus proteinas
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reguladoras estan lejos de ser comprendidas en los tripanosomatidos, gracias a los
proyectos genoma en los ultimos afios la identificacion bioinformatica de genes
codificadores para actinas y para proteinas de union a actina, el desarrollo de anticuerpos
homdblogos y enfoques de genética reversa han permitido comenzar su caracterizacion en T.
brucei, Leishmania donovani y T. cruzi. En T. brucei, anticuerpos anti-actina han
encontrado una distribucién diferencial de esta proteina en los diferentes estadios del ciclo
de vida de este parasito. En los tripomastigotes sanguineos actina se co-localiza con la
maquinaria endocitica presente en el bolsillo flagelar, mientras que en las formas
prociclicas se distribuye de manera homogénea en toda la célula. De manera similar, la
disminucidn de la expresion de la actina por RNA de interferencia tiene un efecto diferente
en estos dos estadios, siendo esencial para la endocitosis y la sobrevivencia de las formas
sanguineas pero no de las prociclicas (Garcia-Salcedo et al., 2004). En los promastigotes de
Leishmania, actina se localiza en el flagelo, el bolsillo flagelar, el nucleo, el corsé
subpelicular y el cinetoplasto (Sahasrabuddhe et al., 2004), donde esta involucrado en el
remodelamiento del DNA mitocondrial (Kapoor et al., 2010). En nuestro laboratorio, se
demostrd que actina es expresada en niveles similares pero en diferentes localizaciones
subcelulares en tres de los estadios (epimastigotes, tripomastigotes metaciclicos y
amastigotes) del ciclo de vida de T. cruzi. Ademas, andlisis en geles en 2-D muestran que
se expresan varias isovariantes de actina en los diferentes estadios del ciclo de vida
(Cevallos et al., 2011).

4.4.5. Profilina y otras proteinas reguladoras de la dinamica de actina.

El anélisis de la secuencia de los tres primeros genomas de tripanosomatidos liberados (T.
brucei, T. cruzi y L. major; también conocidos como “TriTryps’) revelo la presencia de
genes homologos que en otros organismos codifican para proteinas involucradas en la
nucleacion de microfilamentos (forminas y los componentes del complejo Arp2/3), en la
modulacion de la dindmica de polimerizacion de la actina (ADF/cofilina, CapZ, AIP1 y
profilina) y de proteinas responsables de la formacion de haces de microfilamentos y de
vincular los microfilamentos con los microtubulos (coronina y End-binding protein-1
(EB1)) (Berriman et al., 2005; DeMelo et al., 2008). Con los datos del genoma, se ha
propuesto un modelo que explica la dinamica de polimerizacion de actina en los
tripanosomatidos (Figura 12) (DeMelo et al., 2008). Sin embargo, este modelo asume la

conservacion funcional de las proteinas involucradas, supuesto que no necesariamente se
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cumple para todas las proteinas. Ademas, la expresion de solo dos de los genes
identificados por bioinformatica que posiblemente estan involucrados en regular la
dindmica de polimerizacion de la actina, ha sido corroborada experimentalmente (profilina
y ADF/cofilina), y solo para uno de ellos (ADF/cofilina) existen datos de caracterizacién

bioquimica y funcional.

Microtibulo ADF/cofilina + AIP1
) Actina-ATP
@ Actina-ADP-Pi
. Actina-ADP

B T cruzi
@ T.cruzi, T. brucei

B 7. cruzi, T. brucei, L. major ADF/cofilina

Prof'lu;a- Prof'llna 3 )
\- ADF/cofilina

Profilina
Actina-ATP Actina:-ADP

5 Coronina

Figura 12. Modelo de la dinamica de actina en tripanosomatidos. 1. ADF/cofilina se asocia con
filamentos compuestos por actina-ADP en los extremos (-) y los corta o disocia. AIP1 se une al
extremo (+) generado evitando la adicion de monémeros; 2. Acumulacion de monémeros de actina-
ADP unidos a ADF/cofilina; 3. Liberacion de ADF/cofilina y unién de profilina a los monémeros;
4. Profilina promueve el intercambio de ADP por ATP en los mondmeros de actina y su adicion en
los extremos (+); 5. CapZa-P se une los extremos (+) y restringe la polimerizacion y longitud del
filamento; 6. Coronina y EB1 actlGan para formar haces de microfilamentos y vincular el
citoesqueleto de actina con el de tubulina. Modificado de: DeMelo et al. (2008).

- ADF/cofilina: Un gen homélogo a ADF/cofilina ha sido caracterizado en Leishmania
donovani. Candnicamente, ADF/cofilina posee dos actividades: 1. Incrementar su
despolimerizacién por los extremos (-); 2. Cortar los microfilamentos. Ensayos in vitro
muestran que el homdlogo de L. donovani conserva la actividad de despolimerizar los
microfilamentos de actina y, en menor medida, de cortarlos. Ademas, contrario a otras
ADF/cofilinas y similar a las profilinas de mamifero y de levadura, esta proteina promueve
el intercambio de ADP por ATP en los mondmeros de actina, promoviendo de esta forma
su reciclaje (Tammana et al., 2008). La funcion de esta proteina ha sido analizada por
enfoques de genética reversa. Mutantes de L. donovani en los que se suprimio la expresion
de ADF/cofilina muestran defectos en el ensamble del flagelo (Tammana et al., 2008).

Ademas, estas mutantes crecen mas lentamente en comparacion con las células silvestres,

34



tienen una capacidad reducida de duplicar el bolsillo flagelar durante la division celular y
fallas en el trafico intracelular de vesiculas (Tammana et al, 2010). Existe evidencia que
estos fenotipos estdn asociados con alteraciones en la dinamica de polimerizacion de la
actina. Por ejemplo, en las mutantes negativas para ADF/cofilina la localizacion y el estado
de actina cambia. Mientras que en las células silvestres actina se observa principalmente
como parches y granulos en todo el cuerpo celular, en las mutantes se encuentra en forma
filamentosa (Tammana et al., 2008). Ademas, la sobreexpresion de una version de
ADF/cofilina incapaz de regular la dindmica de actina in vitro, genera parasitos con

caracteristicas fenotipicas similares a las mutantes negativas (Kumar et al., 2012).

35



5. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

La presencia y expresion a nivel de RNA mensajero de un gen codificador de profilina en
los tripanosomatidos fue inicialmente demostrada en T. brucei (Wilson & Seebeck, 1997).
Cuando se compar0 la secuencia deducida de aminoacidos de este gen con la de otras
profilinas se identificdé una insercion de 19 aminoacidos cercana al extremo carboxilo
(Wilson & Seebeck, 1997), la cual se encuentra conservada en profilinas de otros
tripanosomatidos (Figura 13A). A pesar de la presencia de esta insercion y del bajo nivel de
similitud que posee con otras profilinas (>30%), el gen de profilina de T. brucel
complementa una mutante negativa para profilina de levadura, lo que sugiere la expresién
de un producto funcional (Wilson & Seebeck, 1997). Ademas, un modelo computacional de
la estructura terciaria de la profilina de T. cruzi realizado en una tesis de maestria de
nuestro laboratorio (Herrera-Lépez, 2008), sugiere que el plegamiento de la proteina esta
conservado con respecto al de estructuras de profilina determinadas experimentalmente
(Figura 13B). En esta tesis también se demostrd la expresion a nivel de RNA mensajero del
gen codificante para profilina en los epimastigotes de T. cruzi y se clond un fragmento
genomico con la secuencia codificante de profilina en un vector disefiado para la expresion
de proteinas fusionadas a una etiqueta de His(x6) en E. coli, con el fin de purificar proteina
recombinante para la obtencion de anticuerpos policlonales que permitieran la
caracterizacion de profilina. A pesar de que la integridad de la secuencia codificadora se
verificd por secuenciacién, no se logré expresar la proteina recombinante en cantidades

detectables en E. coli.
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Acanthamoeba castellani

Trypanosoma cruzi

Figura 13. (A.) Alineamiento multiple de las profilinas de los TriTryps donde se sefiala la insercion
de 19 aminoéacidos conservada presente en estas proteinas (recuadro rojo). Se incluyen secuencias
de T. brucei (Tc), T. cruzi (Tc), L. major (Lm), levadura (Sc), Arabidopsis thaliana (At) y
Toxoplasma gondii (Tg). Los residuos idénticos se sefialan con recuadros negros y los conservados
en grises. El alineamiento se realizo en el programa Clustalw2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/) y se visualizé en BioEdit (Hall, 1999). Los nimeros
de acceso en el GenBank de las secuencias usadas son los siguientes: Th: CAA96531.1; Tc:
EANS85652.1; Lm: XP_001685367; Sc: AAA34861.1; At: AEC06923.1; Tg: AAX33672.1. (B.)
Modelo computacional de la estructura terciaria de la profilina de T. cruzi. Se indica la posicion de
la insercion de 19 aminoacidos, la cual no logré ser estructurada por el programa utilizado. El
modelo se compara con la estructura de la profilina de Acanthamoeba castellani. Se sefialan los
sitios de interaccion con actina (rojo), poli-prolinas (azul) y membrana (rosa). Figura 13B tomada
de Herrera-Lopez (2008).

Preguntas centrales en la biologia celular y molecular actuales son: ¢Qué hacen las
proteinas en la célula?, ;Ddnde estan localizadas? y (Como se comportan y regulan?
(Crivat & Taraska, 2012). El primer paso para abordar estas preguntas es generar las
herramientas moleculares necesarias. Dos de las herramientas mas valiosas y ampliamente
utilizadas son la expresion de fusiones etiquetadas con proteinas fluorescentes (Crivat &
Taraska, 2012) y la generacién de anticuerpos especificos contra la proteina bajo estudio
(Cooper & Paterson, 2009). Estas herramientas facilitan, por ejemplo, la deteccion y
visualizacién de las proteinas en la célula, la identificacién de proteinas que interactian con
ellas y la caracterizacion bioquimica de la proteina. Con el objetivo de iniciar la
caracterizacién de profilina a nivel de proteina en T. cruzi se decidié utilizar ambas
estrategias, es decir, la expresion de profilina como fusion a una proteina fluorescente y la

produccién de anticuerpos policlonales.
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6. METOLOGIA

6.1. Obtencion de parasitos.

Se utilizaron epimastigotes de T. cruzi de la cepa CL Brener obtenidos en el medio de
cultivo Liver Infusion Tryptose (LIT) complementado con suero fetal bovino al 10%,
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL y hemina 25 pg/mL a una temperatura de
28°C (Camargo, 1964). El nimero de células se determin6 en camara de Nebauer. Los
promastigotes prociclicos de T. brucei y L. major fueron amablemente proporcionados por

el laboratorio del Dr. Santiago Martinez Calvillo.

6.2. Generacion de transfectantes estables de T. cruzi.

Se clond la secuencia codificante de profilina fusionada a la proteina roja fluorescente
mCherry en el vector pRiboTEX2, una version del vector de expresion para T. cruzi
pRiboTEX construido en nuestro laboratorio (Martinez-Calvillo et al. 1997). Este vector
contiene un promotor de transcripcion que es reconocido por la RNA polimerasa I, las
sefiales necesarias para la generacion de RNA mensajero maduro y un gen que confiere
resistencia a geneticina G418. Con el vector recombinante se transfectaron parasitos para
estudiar la localizacion subcelular de la proteina de fusion.

6.2.1. Construccion de vectores para la expresion de mCherry-profilina en T. cruzi.

La secuencia codificante de profilina fue amplificada por PCR (94°C x 4 min, [94°C x 30 s,
60°C x 20 s, 72°C x 20 s] x 30 ciclos, 72°C x 10 min) a partir de una clona genémica de
T. cruzi construida en nuestro laboratorio (Herrera-Lépez, 2008), usando oligonucle6tidos
que poseen sitios de restriccion para Bgl Il y Eco RI (Tabla 1). El producto de PCR fue
clonado en pGEM-T Easy (Promega) y el plasmido recombinante fue digerido con Bgl Il y
Eco RI. El fragmento de DNA con la secuencia de profilina fue purificada de gel de
agarosa y clonada en el vector pmCherry-C1 en fase con la secuencia codificante para la
proteina mCherry (ClonTech). La secuencia codificante para la proteina de fusion
mCherry-profilina de pmCherry recombinante, fue amplificada por PCR (94°C x 4 min,
[94°C x 30 s, 58°C x 30 s, 72°C x 45 s] x 30 ciclos, 72°C x 10 min) con oligonucledtidos
que poseen sitios de restriccion para Bam HI y Eco RI. El fragmento de DNA con la
secuencia codificante para mCherry-profilina digerido por los sitios de Bam HI y Eco RI
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fue obtenido como se describi6é anteriormente y se clono en el vector pRiboTEX2 (Figura
14). Adicionalmente, se clond la secuencia codificante para mCherry en pRiboTEX2 con el
fin de usar el vector recombinante como control de localizacion subcelular (Figura 14). Este
vector se construyd siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito. Los
oligonucledtidos para PCR (94°C x 4 min, [94°C x 30 s, 55°C x 30 s, 72°C x 40 s] x 30
ciclos, 72°C x 10 min) usados para clonar mCherry contienen los sitios de restriccion para
Bam HI y Eco RI y, ademas, un codon de parada en el oligonucleétido reverso (Tabla 1).
Todas las clonaciones se realizaron con la DNA ligasa T4 de E. coli siguiendo las
recomendaciones del fabricante (Promega). Los insertos de los plasmidos fueron

confirmados por secuenciacion.
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Figura 14. Vectores recombinantes para la expresion de profilina fusionada a
mCherry en T. cruzi. Se muestran las principales caracteristicas de los vectores:
Secuencias codificantes de mCherry-profilina y mCherry, gen de resistencia a G418
(G418R), promotor transcripcional del DNA ribosomal y secuencias con las sefiales
para el procesamiento del RNA mensajero (GAPDH int y GAPDH 3’).

Nom- . Dire-
Secuencia L, Uso
bre ccion

Clonacion de profilina en pmCherry-C1. Posee

JFO1 AGATCT TCGTGGCAGGCGTATATCG D .
un sitio de corte para Bgl I

Clonacion de profilina en pmCherry-C1 y de

JFO2 GAATTC TTAGTAATCCAAACTGATAAG R mCherry-profilina en pRiboTEX2. Posee un sitio
de corte para Eco RI

Clonacion de mCherry-profilina y mCherry en
JFO3 GGATCC ATGGTGAGCAAGGGCGAGG D pRiboTEX2. Posee un sitio de corte para Bam HI

JFO4 | GAATTC TTA CTTGTACAGCTCGTCCATGC | R | Clonacion de mCherry en pRiboTEX2. Posee un
codén de parada y un sitio de corte para Eco RI.

Tabla 1. Oligonucleétidos usados para la construccion de los vectores recombinantes pRiboTEX2-
mCherry-Profilina y pRiboTEX2-mCherry. Los sitios de corte para las enzimas de restriccion se
indican en cursiva y los codones de parada en negrita.
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6.2.2. Transfeccion de epimastigotes y seleccion de parasitos recombinantes.

Con los vectores pRiboTEX2-mCherry-Profilina y pRiboTEX2-mCherry, se transfectaron
40x10° epimastigotes en fase media logaritmica de crecimiento por electroporacion. Para la
electroporacién, los parasitos se resuspendieron en 400 pL de solucion de Zimmerman
(NaCl 132 mM, KCI 8 mM, Na;HPO, 8 mM, KH,PO, 1.5 mM, acetato de magnesio
0.5mM, acetato de calcio 90 puM; pH 7.0) fria y se transfirieron a cubetas de
electroporacién. Se agregaron 100 pug de DNA plasmidico superenrrollado resuspendido en
50 pL de amortiguador TE (Tris 10 mM pH7.4 y EDTA 1mM). Como controles, se
electroporaron parasitos con la misma cantidad de DNA del vector vacio (pRiboTEX2) y
con amortiguador TE. Se transfirieron las cubetas de electroporacion con las células y el
material a electroporar a hielo durante 5 minutos, se llevaron al electroporador y se les
proporciond un unico pulso eléctrico usando las condiciones optimizadas por Lu & Buck
(1991): 360 V, 1500 uF y 13 Q. Las células electroporadas se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 5 minutos y posteriormente se transfirieron a frascos de cultivo de 25 mL
con 10 mL de medio LIT. Por ultimo, se determind la densidad celular de los parasitos
sobrevivientes por conteo en cadmara de Neubaeur. Para la seleccion de los parasitos
recombinantes, se agreg6 a los cultivos geneticina G418 (Sigma) a una concentracion de
400 pg/mL 24 horas después de la electroporacion. Se realiz6 seguimiento del crecimiento

de los cultivos por conteo en camara de Neubaeur.

6.2.3. Caracterizacion de parasitos recombinantes.

Para detectar la presencia de los genes codificantes para mCherry y mCherry-profilina, se
realizaron PCRs a partir de lisados celulares de los parasitos transfectados. Los lisados se
prepararon por cuatro rondas de congelamiento (hielo seco) y descongelamiento
(temperatura ambiente) de los parasitos resuspendidos en agua. Para amplificar a mCherry
se usaron los oligonucleétidos JFO3 y JFO4 (Tabla 1), y para mCherry-profilina JFO3 y
JFO2. Como control de las reacciones se amplificd el gen codificante de profilina con los
oligonucleétidos JFO1 y JFO2 (Tabla 1). Las PCRs se realizaron usando las siguientes
condiciones: 94°C x 4 min, [94°C x 30 s, 58°C x 40 s, 72°C x 45 s] x 30 ciclos, 72°C x 5
min. Para detectar la expresion de las proteinas de fusion en los paréasitos transfectados, se
realizaron ensayos de inmuno blot y observaciones por microscopia de fluorescencia. Los
inmuno blot se realizaron usando un anticuerpo comercial anti-mCherry usando las

condiciones que se descritas en la seccion 6.5.2. Para la microscopia de fluorescencia, los
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parésitos fueron cosechados del medio de cultivo por centrifugacion (2500g por 10 minutos
a 4°C) y lavados en dos ocasiones con PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO,
10 mM, KH,PO, 2 mM; pH 7.4). Posteriormente, se fijaron sobre portaobjetos silanizados
(Sigma) con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y se permeabilizaron con Triton
X-100 al 0.1% durante 30 minutos. Finalmente, se montaron las muestras con el medio para
microscopia de fluorescencia Vectashield (Vector laboratories) con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) para tefiir el DNA y se analizaron en el microscopio de fluorescencia
Olympus BX51.

6.3. Obtencion de la profilina nativa de T. cruzi por cromatografia de afinidad.

Este procedimiento se realiz6 en base a un protocolo desarrollado en el laboratorio del Dr.
Federico Sanchez para la purificacion de profilina de plantas (Vidali et al., 1995).

6.3.1. Obtencidn de extractos de proteina de T. cruzi.

Se cosecharon por centrifugacién (2500 g por 10 minutos a 4°C) ~ 2x10° epimastigotes
cultivados en medio LIT, se resuspendieron en 20 mL de amortiguador de extraccion de
proteinas (Tris 10 mM pH 8.0, KCI 100 mM, Gly 100 mM, DTT 1mM) y se lisaron por
sonicacion. Posteriormente, se centrifugé el lisado celular (15000 g por 20 minutos a 4°C)
y se recuperd la fraccion soluble de proteinas (sobrenadante). La fraccion insoluble (pellet)
se resuspendié en 20 mL amortiguador de extraccion de proteinas con Triton X-100 a una
concentracion final del 1% para solubilizar componentes asociados a membranas, y se
centrifugd como se describié anteriormente. De esta manera, se obtuvo un extracto de
proteinas enriquecido en proteinas citosélicas y uno enriquecido en proteinas asociadas a

membrana.

6.3.2. Cromatografia de afinidad por poli-prolinas.

Se utilizaron columnas con una matriz (Affi-Gel 10, BioRad) acopada a poli-prolinas
previamente preparadas en el laboratorio del Dr. Federico S&nchez. Los extractos de
proteina de T. cruzi obtenidos como se describié anteriormente, se pasaron tres veces por
las columnas de afinidad. Posteriormente, las columnas fueron lavadas con 400 mL de
amortiguador de extraccion de proteinas. Por Gltimo, se realizaron tres eluciones con
100 mL de los siguientes amortiguadores: 1. Tris 10 mM pH 8, KCI 1 M; 2. Tris 10 mM pH

41



8, Urea 3 M; 3. Tris 10 mM pH 8, Urea 8 M. Las proteinas eluidas fueron concentradas por
precipitacion con acido tricloroacético (TCA) al 15% toda la noche a 4°C, centrifugadas,
resuspendidas en amortiguador de carga desnaturalizante para proteinas y visualizadas en
geles de SDS-PAGE.

6.4. Expresion y purificacion de profilina recombinante.

6.4.1. Construccion de vectores para la expresion de profilina recombinante en E. coli.

Se clono la secuencia codificante de profilina en dos vectores (0GEX4T1y pMALc2x) para
la expresion y purificacion de proteinas recombinantes en E. coli. El vector pGEX4T1
(Amersham Biosciences) esta disefiado para expresar proteinas fusionadas con la glutation
S- transferasa (GST) y el vector pMALc2x (New England Biolabs) para proteinas
fusionadas con la proteina de unién a maltosa (MBP), ambos en el extremo amino de las
proteinas recombinantes. En los dos casos, la secuencia codificante de profilina fue clonada
en los sitios para las enzimas de restriccibn Bam HI y Sal | en fase con la etiqueta
correspondiente (Figura 15). Las clonaciones se realizaron de la siguiente manera: 1. Se
amplifico por PCR la secuencia codificante de profilina a partir de una clona genémica de
T. cruzi construida en nuestro laboratorio (Herrera-Lopez, 2008). La PCR (94°C x 4 min,
[94°C x 30 s, 60°C x 20 s, 72°C x 20 s] x 30 ciclos, 72°C x 10 min) se realizd con
oligonucledtidos que poseen sitios de restriccion Bam HI y Sal | (Tabla 2); 2. El producto
de PCR fue clonado en el vector pGEM-T Easy (Promega); 3. El plasmido pGEM-T Easy
recombinante fue digerido con las enzimas Bam HI y Sal I; 4. Se purificé de gel de agarosa
el fragmento de DNA codificante de profilina digerido; 5. Se cloné el fragmento de DNA
purificado en los vectores de expresion. Las clonaciones se realizaron con la DNA ligasa
T4 de E. coli siguiendo las recomendaciones del fabricante (Promega). Los insertos de

todos los plasmidos fueron confirmados por secuenciacion.
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Figura 15. Vectores para la expresion de profilina recombinante en E. coli. Se
muestran las principales caracteristicas de los vectores: Secuencias codificantes para
profilina fusionada a GST y MBP, gen de resistencia a ampicilina (AmpR) y gen
codificante para la proteina represora Lac I.

Nombre Secuencia Direccion Uso
Clonacion de profilina en pGEX-4T1
Prof-Bam-F GGATCC ATGTCGTGGCAGGCGTAT D y pPMAL-c2x. Posee un sitio de corte
para Bam HI.

Clonacion de profilina en pGEX-4T1
Prof-Sal-R GTCGAC TTAGTAATCCAAACTGATAAG R y pPMAL-c2x. Posee un sitio de corte

para Sal I.

Tabla 2. Oligonuclettidos usados para la construccion de los vectores recombinantes pGEX4T1-
Profilina y pMALc2x-Profilina. Los sitios de corte para las enzimas de restriccion se indican en
cursiva.

6.4.2. Expresion y purificacion de profilina fusionada a la glutation S- transferasa (GST).

Se transformaron células de E. coli de la cepa BL-21 con 100 ng del vector recombinante
que codifica para profilina fusionada a GST. Se crecieron clonas recombinantes en medio
Luria Bertani (LB) con ampicilina 100 pg/mL a 37°C con agitacion, se indujo la expresion
de la proteina recombinante con isopropil-B-D-galactosidasa (IPTG) 1mM durante dos
horas y se evalud la presencia de la proteina de fusién por SDS-PAGE e inmuno blot con
un anticuerpo comercial anti-GST (seccion 6.6.). Una vez detectada la proteina de fusién,
se realizaron ensayos de solubilidad de la proteina recombinante para descartar que se
estuviera expresando en cuerpos de inclusion. Para estos ensayos, se indujeron cultivos de
bacterias usando las condiciones descritas anteriormente. Se cosecharon las bacterias por
centrifugacién (3000 g por 10 minutos a 4°C) y se lisaron en una solucion hipotonica
(Tris 20mM pH8, EDTA 1mM) con lisozima 100 pg/mL durante 30 minutos a temperatura
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ambiente y por sonicacion (8 - 10 pulsos de 10 segundos a 20 mA). Posteriormente, se llevo
el lisado de proteinas a PBS y Triton X-100 al 1%. Los lisados de bacterias se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron (10000g por 20 minutos a
4°C) para separar las fracciones soluble (sobrenadante) y no soluble (pellet) de proteina.
Con fracciones solubles de proteina, se realiz6 la purificacion de la proteina recombinante
por cromatografia de afinidad usando glutation inmovilizado en una matriz de sefarosa (GE
Healthcare). Para este procedimiento, se obtuvieron lisados de bacterias inducidos solubles
en PBS-Triton X-100 y se incubaron con un volumen apropiado de la matriz glutation-
sefarosa durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después, la glutation-sefarosa se
cosecho por centrifugacion (500g por 5 minutos) y se lavo tres veces con 10 volimenes de
PBS. Por ultimo, se liberd la proteina recombinante incubando 3 — 5 veces la glutation-
sefarosa con un volumen de amortiguador de elucion (Tris-HCI 50mM, glutation reducido
10mM, pH 8.0). Las eluciones obtenidas se unieron en un solo tubo y se concentrd la
proteina purificada ultrafiltrando dos veces con un dispositivo Amicon Ultra-15 (Millipore)
con un corte de 30 kDa. La concentracion de proteina obtenida se estimd por ensayos de
Bradford (BioRad) estandar.

6.4.3. Expresion de profilina fusionada a la proteina de union a maltosa (MBP).

Se transformaron células de E. coli de la cepa BL-21 con 100 ng del vector recombinante
que codifica para profilina fusionada a MBP. La induccidn, visualizacion y solubilizacion
de la proteina recombinante se realizé con el mismo protocolo usado para GST-profilina.
La deteccion de la etiqueta MBP en la proteina inducida se realiz6 por ensayos de inmuno
blot con un anticuerpo anti-MBP comercial (seccion 6.6.). Para determinar si la proteina
inducida se unia a una matriz de amilosa (New England BioLabs), utilizada para purificar
proteinas fusionadas a MBP por cromatografia de afinidad, se incubaron las fracciones
solubles de proteina de E. coli con cantidades apropiadas de la matriz de afinidad (se ajusté
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante) y se incub6 durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La matriz de afinidad se cosechdé por centrifugacién (500g por 5
minutos) y se lavo en tres ocasiones con 10 volimenes de PBS. Por ultimo, se resuspendid
la matriz en 1 volumen de amortiguador de carga denaturalizante para proteinas, se calentd

a 94 °C durante 5 minutos y se visualizé en un gel de SDS-PAGE.

6.5. Obtencion de sueros policlonales anti-profilina
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Para la obtencién de sueros policlonales anti-profilina, se inmunizaron 10 ratones Balb/c
machos de 6 semanas de edad con GST-profilina recombinante purificada como se
describi6 anteriormente. Dos semanas antes de comenzar el esquema de inmunizacion, se
tomaron muestras de sangre de todos los ratones para obtener los sueros pre-inmunes. La
primera inmunizacién se llevo a cabo intraperitonealmente con 10 pg de antigeno (GST-
profilina) resuspendidos en 100 pL de PBS. Esta proteina fue emulsificada en un volumen
de adyuvante completo de Freund. A cada ratén se le suministraron dos refuerzos con la
misma dosis de antigeno 7 y 14 semanas después de la primera inmunizacion. En estos
refuerzos el antigeno fue emulsificado en adyuvante incompleto de Freund. Los sueros
inmunes se obtuvieron dos semanas después del segundo refuerzo. Para la obtencién de los
sueros, se incubo la sangre durante 3 horas a 4°C, se centrifug6 (18000 g por 20 minutos a
4°C) y se recuperaron los sobrenadantes (sueros). Los animales fueron manipulados con un
protocolo aprobado por la comision de bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas.
Los procesos de inmunizacién, sangrado y sacrificio de los animales se realizaron por

personal capacitado del bioterio.

6.6. Inmuno blot.

La deteccion de profilina recombinante en extractos de proteina de E. coli y de profilina en
extractos de proteina de tripanosomatidos se realizé mediante ensayos de inmuno blot. Para
realizar estos ensayos, los extractos de proteina fueron separados en geles de SDS-PAGE y
transferidos a membranas de nitrocelulosa (BioRad) en cAmara himeda a 150 mAmp por 2-
3 horas a 4°C. Posteriormente, se bloquearon las membranas con una solucion de leche
descremada al 5% en PBS y Tritdn X-100 al 0.05% toda la noche a 4°C. Después, se
agregaron los anticuerpos primarios a la dilucion adecuada (Tabla 3) en una solucion de
leche descremada al 2% en PBS y Tritdn X-100 al 0.05% y se incubaron por 2 horas a
temperatura ambiente. Para remover el exceso de anticuerpo, se lavaron las membranas tres
veces durante cinco minutos con agitacion fuerte con una solucioén de PBS y Triton X-100
al 0.05%. Por ultimo, se agregaron los anticuerpos secundarios adecuados en la dilucién
apropiada (Tabla 3), se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente y se lavd como se
describié anteriormente. Las reacciones quimioluminiscentes se llevaron a cabo con el
sustrato Super Signal (Pierce) y se revelaron manualmente en placas autoradiograficas
(Amersham Pharmacia).
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Anticuerpo

Proteina . . .
detectada Anticuerpo primario _ Uso
Secundario
Anti-GST policlonal gﬁt:lggodsoﬁ(ﬂ%g
GST (ThermoScientific). | %Pierce) Deteccion de GST en proteinas
: fusionadas a esta etiqueta en E. coli.
Dilucion: 1:5000. Dilucion: 1:75000
Anti-lgG de conejo
Anti-MBP policlonal (Pierce). conjugado con HRP Deteccion de MBP en proteinas
MBP (Pierce). . . .
Dilucién: 1-5000 fusionadas a esta etiqueta en E. coli.
Dilucion: 1:75000
Anti-a-Tubulina monoclonal cﬁr?tlj-la?cgi (ignraﬁor\r’lp
Tubulina (Amersham). | %Pierce) Control positivo de los ensayos de
@ : inmuno blot de T. cruzi.
Dilucién: 1:30000 Dilucién: 1:30000
Sueros policlonales anti GST- Anti-gG de ratén
profilina. conjugado con HRP D ion d fil T .
Profilina o (Pierce). eteccion de profilinaen T. cruzi,
Dilucion: - 1:1000 (sueros 1y 2) T. brucei y L. major.
- 1:2000 (sueros 3-10) Dilucion: 1:30000
Anti-mCherry monoclonal C?r:}ﬂég; (ignra;or\r’lp
mCherry (Clontech) (Pierce). Deteccion de mCherry-profilina en

Dilucién: 1:2000

Dilucién: 1:30000

epimastigotes recombinantes.

Tabla 3. Anticuerpos y diluciones utilizadas para los ensayos de inmuno blot.
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7. RESULTADOS

7.1. Expresion de profilina etiquetada en T. cruzi.

La expresion de proteinas fusionadas a una proteina fluorescente ha sido una estrategia
exitosa para visualizar in vivo la localizacion subcelular de proteinas (Crivat & Taraska,
2012). Una de las estrategias abordadas para caracterizar a la profilina de T. cruzi fue
expresar esta proteina fusionada a la proteina roja fluorescente mCherry. Para ello, se clon6
la secuencia codificante de profilina fusionada a mCherry (mCherry-profilina) en el vector
PRibOTEX2, el cual esta disefiado para la expresion de proteinas en T. cruzi. Por otro lado,
se clond la secuencia de mCherry en el vector de expresidn mencionado para utilizarlo
como control de localizacién subcelular. De esta manera, se generaron los vectores
recombinantes pRiboTEX2-mCherry-profilina y pRiboTEX2-mCherry. La integridad de
los insertos presentes (mCherry-profilina y mCherry) en ambos vectores fue confirmada
por secuenciacion (Anexo 10.1). Se realizaron dos intentos de transfeccion y seleccion de
las transfectantes estables con estos vectores, usando como controles de transfeccién y de
seleccion de las transfectantes estables parésitos electroporados sin DNA y con el vector
vacio (pRiboTEX2). En el primer intento, el control de seleccidn (parésitos electroporados
sin DNA) no presentd el comportamiento esperado, ya que crecié en presencia de una
concentracion del antibiotico G418 (250 pg/mL) previamente usada en la literatura
(Martinez-Calvillo et al., 1997) para la seleccion de las transfectantes estables de T. cruzi
usando el gen de resistencia presente en pRiboTEX2 (Neomicina). Por esta razén, se
realizé una curva de crecimiento de parasitos con diferentes concentraciones del antibi6tico
para determinar una dosis a la cual la cepa de T. cruzi de nuestro laboratorio mostrara
sensibilidad a G418 (Figura 16A). Los paréasitos fueron sensibles al antibiético a partir de
una concentracion de 400 pg/mL, por lo que se utiliz6 esta concentracion para seleccionar
las transfectantes estables en un nuevo ensayo. En este segundo intento, solo se observé la
resistencia a G418 en los parasitos transfectados con el vector que codifica para mCherry-
profilina (pRiboTEX2-mCherry-profilina) (Figura 16B). Contrario a lo esperado, los
controles de transfeccion (parésitos electroporados con pRiboTEX2) y de localizacion
subcelular (paréasitos electroporados con pRiboTEX2-mCherry) mostraron el mismo
comportamiento de los parésitos electroporados sin DNA, es decir, fueron sensibles a
G418.
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Figura 16. Curvas de crecimiento de epimastigotes en presencia de diferentes concentraciones de
G418 (A.) y de los parasitos transfectados con los vectores de expresion para T. cruzi para estudiar
la localizaciéon subcelular de profilina (B.). Se indica el momento en que se agreg6 G418
400 pg/mL para la seleccion de las transfectantes estables.

A pesar de que los controles de transfeccion y de localizacién subcelular no tuvieron el
comportamiento esperado (resistencia a G418), se realizaron ensayos para determinar si la
proteina de fusion mCherry-profilina se expresaba en los parasitos resistentes a G418
obtenidos en la transfeccion con pRiboTEX2-mCherry-profilina. En un ensayo de inmuno
blot con un anticuerpo comercial anti-mCherry no se logré detectar ninguna sefial que
indicara la expresion de la proteina de fusion en extractos de proteina de los parésitos
resistentes (Figura 17A). De igual manera, en observaciones por microscopia de
fluorescencia de los paréasitos resistentes tampoco se detectd fluorescencia que indicara la
expresion de mCherry-profilina (Figura 17B).
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Figura 17. Caracterizacion de los parésitos transfectados con el vector pRiboTEX2-mCherry-
profilina. (A.) SDS-PAGE al 12% tefiido con azul de Coomassie (lzquierda) de extractos de
proteina de parasitos transfectados y no transfectados. Inmuno blot (Derecha) con anticuerpos anti-
mCherry del material mostrado en el SDS-PAGE. (B.) Microscopia de fluorescencia (100X) de los
pardsitos. Se observa el DNA del nicleo y el cinetoplasto tefiido con DAPI.

7.2. Obtencion de profilina para la inmunizacion de ratones.

Los anticuerpos son herramientas de gran utilidad en biologia celular y molecular. Uno de
los objetivos de este trabajo es obtener anticuerpos policlonales que permitan la
caracterizacion de profilina en T. cruzi. Para este fin, es necesario purificar el antigeno
suficiente para inmunizar animales de laboratorio. Preparaciones enriguecidas con una
proteina especifica raramente pueden ser obtenidas de su fuente natural (Sorensen &
Mortensen, 2005), razon por la cual el antigeno es cominmente purificado como una
version recombinante de la proteina de interés expresada heter6logamente en E. coli u otro
organismo. Por esta razon, en un trabajo realizado en nuestro laboratorio, se clond la
secuencia codificante de profilina en un vector disefiado para la expresion de proteinas
fusionadas a una etiqueta de His(x6) en E. coli y se realizaron ensayos de expresion de esta
proteina recombinante que no fueron exitosos (Herrera-Lopez, 2008). Se decidié por lo
tanto evaluar dos alternativas: 1. Purificar la profilina nativa de T. cruzi por cromatografia
de afinidad por poli-prolinas; 2. Clonar a profilina en vectores de expresion para proteinas
recombinantes fusionadas a etiquetas diferentes (en este caso GST y MBP) vy realizar

ensayos de expresion y purificacion.

49



7.2.1. Purificacion de profilina de T. cruzi.

La cromatografia de afinidad por poli-prolinas es una metodologia que se basa en la alta
afinidad de esta proteina por regiones ricas en este aminoacido y que ha sido usada de
manera exitosa en el laboratorio del Dr. Federico Sanchez (con quien colaboramos para el
uso de esta metodologia) para purificar esta proteina de plantas (Vidali et al., 1995).
Profilina puede encontrarse de manera soluble en el citoplasma o asociada a la membrana
plasmatica, por lo que para realizar este ensayo se prepararon dos extractos de proteinas:
uno con las proteinas solubles en ausencia de detergente (extracto enriquecido en proteinas
citosélicas) y uno con las proteinas insolubles del primer extracto solubilizadas en
presencia de detergente (extracto enriquecido en proteinas de membrana). Estos extractos
se pasaron por columnas que contenian una matriz en la cual se acoplaron poli-prolinas.
Después de una serie de lavados, las proteinas unidas a la columna se liberaron con
concentraciones altas de sales y el material eluido se precipitd y visualiz6 por SDS-PAGE.
Aungue en todas las eluciones se detectaron proteinas, s6lo se observo una banda en el
rango de peso molecular esperado para profilina (~16 kDa) en la fraccion eluida con la
menor concentracion de sales utilizada en el extracto enriquecido en proteinas de
membrana (Figura 18). Esta proteina no fue utilizada para la produccion de anticuerpos ya
que, como se describira a continuacion, se logré expresar y purificar la cantidad suficiente

de profilina recombinante en E. coli para realizar las inmunizaciones.
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Figura 18. Purificacion de profilina por cromatografia de afinidad por poli-prolinas. SDS-PAGE al
15% tefiido con azul de Coomassie de las proteinas unidas a las columnas de afinidad de los
extractos de T. cruzi solubles en ausencia y presencia del detergente Triton X-100 al 1%. La flecha
indica la posicion de la proteina con el peso molecular esperado de profilina (~16 kDa.). Carriles:
Elucion KCI 1 M (E1); Elucion Urea 3 M (E2); Elucion Urea 8 M (E3).
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7.2.2. Expresion de profilina recombinante en E. coli.

Ya que en ensayos previos (Herrera-Lopez, 2008) no se habia logrado expresar a profilina
recombinante, se cloné la secuencia de profilina en dos vectores disefiados para la
expresion en E. coli de proteinas fusionadas a dos etiquetas diferentes: la glutation S-
transferasa (GST) y a la proteina de unién a maltosa (MBP) (Anexo 10.2). Con estos
vectores recombinantes, se transformaron células de E. coli BL-21 y se indujeron con IPTG
cultivos de clonas recombinantes. En estas bacterias, se observaron proteinas inducidas con
respecto a bacterias crecidas en ausencia de IPTG en el rango de pesos moleculares
esperado para ambas proteinas recombinantes (Figura 19). Para determinar la presencia de
GST y MBP en las proteinas inducidas, se realizaron ensayos de inmuno blot con
anticuerpos comerciales que reconocen las etiquetas correspondientes. Para ambos casos,
los anticuerpos reconocieron las proteinas inducidas por el IPTG, lo que demostrd la
presencia de las etiquetas en las proteinas recombinantes. Aunque se logrd expresar a
profilina con las dos etiquetas, se decidié utilizar a la fusion con GST para purificar el
antigeno necesario para la produccion de los anticuerpos debido a que en nuestro
laboratorio se han usado de manera exitosa fusiones con GST expresadas en E. coli para la

produccidn de anticuerpos contra proteinas de T. cruzi (Cevallos et al., 2011).
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Figura 19. Expresion de GST-profilina (A) y MBP-profilina (B). SDS-PAGE al 10%
tefiido con azul de Coomassie (Izquierda) de lisados de E. coli no inducidos (-) e inducidos
(+) con IPTG. Inmuno blot (Derecha) con anticuerpos anti-GST y anti-MBP del material
mostrado en el SDS-PAGE. Las proteinas inducidas poseen el peso molecular esperado
para ambas fusiones (~42 kDa. para GST-profilina y ~59.2 kDa. para MBP-profilina) y son
reconocidas por los anticuerpos correspondientes para cada etiqueta.

7.2.3. Purificacion de GST-profilina.
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El primer paso para purificar a GST-profilina fue determinar si la proteina recombinante se
encontraba en la fraccion soluble de los extractos de proteina o en cuerpos de inclusion.
Para este fin, se lisaron bacterias inducidas y se incubaron en presencia del Tritén X-100
para solubilizar las proteinas. Después de separar las fracciones soluble e insoluble por
centrifugacién (sobrenadante y pellet, respectivamente) y visualizarlas en geles de SDS-
PAGE, la proteina recombinante se detectd principalmente en la fraccion soluble (Figura
20A). A partir de fracciones solubles de cultivos inducidos, se purifico la proteina
recombinante por cromatografia de afinidad por glutation inmovilizado en sefarosa. En
SDS-PAGE del material obtenido usando esta metodologia, sélo fue evidente una proteina
que corresponde a GST-profilina en las eluciones de la matriz de afinidad (Figura 20B). Se
realizaron varias rondas de purificacion hasta obtener la cantidad suficiente de proteina para
inmunizar 10 ratones (~300 pg). Las eluciones obtenidas de todas las purificaciones se
unieron, se concentr6 la proteina recombinante por ultrafiltracion (Figura 20C), se
cuantificd y se ajusto a la concentracion deseada para las dosis de antigeno que se

suministraron en cada inmunizacion (10 pg de proteina en 100 uL de volumen).
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Figura 20. Purificacion de profilina recombinante fusionada a GST. (A) Prueba de solubilidad de
la proteina recombinante en PBS 1X- Triton X-100 al 1%: Extracto total de bacterias inducidas
(ET), fraccion soluble (S) y no soluble (P). La banda correspondiente a la proteina recombinante se
indica con una flecha. (B) Purificacion de la proteina recombinante por cromatografia de afinidad:
Extracto total de bacterias inducidas (ET), fraccion soluble (S), lavados inicial (LI) y final (LF) de
la matriz de afinidad y eluciones (E1-E3). (C) Concentrado de la proteina recombinante por
ultrafiltracion: Eluciones unidas (EU), filtrados (F1 y F2) y proteina concentrada (C).
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7.3. Caracterizacion de sueros policlonales anti-profilina.

Se analizaron por ensayos de inmuno blot sueros obtenidos de ocho ratones inmunizados
con la proteina recombinante GST-profilina (inicialmente se inmunizaron 10 ratones, pero
murieron 2 durante el periodo de inmunizacién). Todos los sueros reconocen una proteina
en el rango de pesos moleculares tedrico de profilina (~16kDa) que no es reconocida por
los sueros pre-inmunes en extractos totales de epimastigotes de T. cruzi (Figura 21). La
intensidad y especificidad de reconocimiento de la proteina de 16 kDa por parte de los
sueros es diferente. En cinco de los sueros (1, 2, 3, 5 y 6) se observo una intensidad similar
en el reconocimiento de la proteina mencionada. En los tres sueros restantes (4, 8 y 10) la
intensidad de reconocimiento fue menor. Sin embargo, cabe mencionar que para dos de los
sueros (1 y 2) el factor de dilucién utilizado para realizar el ensayo fue menor al de los
otros seis (1:1000 vs. 1:2000). En cuanto a la especificidad, en tres de los sueros (1, 3y 8)
es evidente el reconocimiento de al menos una proteina de mayor peso molecular a 16 kDa.
El reconocimiento de otras proteinas fue observada en los sueros restantes. Sin embargo, la
intensidad de las bandas observadas es muy débil y no es producto del proceso de
inmunizacidn, ya que son también detectadas por los sueros pre-inmunes. Para completar la
caracterizacion de los sueros, se eligieron dos sueros que reconocieran especificamente y
con mayor intensidad la proteina de 16 kDa (sueros 5 y 6) para determinar si reconocian a
profilina recombinante. Para este fin, se realizaron ensayos de inmuno blot con extractos
proteina de E. coli expresando las dos fusiones de profilina (GST-profilina y MBP-
profilina) obtenidas como se describié previamente. Como controles, se utilizaron extractos
de proteina de E. coli expresando las etiquetas (GST y MBP) (Figura 22A). Como se
esperaba, se observo reconocimiento de las dos versiones recombinantes de profilina por
parte de los dos sueros (Figura 22B y C). Solo se observd reconocimiento de la etiqueta
GST pero no de MBP, lo cual se esperaba porque los animales fueron inmunizados con
GST-profilina. Esto demuestra que los sueros poseen anticuerpos que reconocen a la
profilina de T. cruzi y demuestran la expresion de esta proteina en los epimastigotes.
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Figura 21. Reconocimiento de proteinas de epimastigotes de T. cruzi por parte de los sueros pre-
inmunes (PI) e inmunes (I) de los ocho ratones inmunizados con la proteina recombinante GST-
profilina. Como control positivo de los ensayos se utilizdé un anticuerpo comercial que reconoce la
o-tubulina de T. cruzi. Se cargaron ~5x10° epimastigotes por carril.
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Figura 22. Reconocimiento de profilinas recombinantes expresadas en E. coli por parte de
los sueros inmunes 5y 6. Se muestran extractos totales de E. coli BL-21 inducidos con IPTG
1mM expresando las siguientes proteinas recombinantes: GST (Carril 1), GST-profilina
(Carril 2), MBP (Carril 3) y MBP-profilina (Carril 4). (A.) SDS-PAGE al 12% tefiido con
azul de Coomassie. En los ensayos de inmuno blot con los sueros 5 (B.) y 6 (C.) se observa
reconocimiento de las profilinas fusionadas a ambas etiquetas (Carriles 2 y 4) y de la etiqueta
GST (Carril 1), pero no de la etiqueta MBP (Carril 3).

10
|

a:

A. B
kDa. 1 2 3 4

o L ]
6
—_— == ==
— ——
— = mgg—pmﬁlina

- re
45—

— ” WS S 4 GST-profilina

-

WO
~ o

1
11}

7.4. Expresion de profilina en T. brucei y Leishmania major.

Los datos anteriores demuestran la expresion de profilina en T. cruzi. Busquedas
bioinforméticas en las secuencias liberadas de genomas de tripanosomatidos, revelaron la
presencia de al menos un gen ortologo a profilina en todas las especies (Tabla 4). Cuando
se compararon las secuencias de aminoacidos codificadas por estos genes, los porcentajes
de identidad y similitud observados fueron mayores al 74% y 86%, respectivamente. Dada
esta alta similitud, es muy probable que los anticuerpos anti-profilina obtenidos también
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reconozcan profilinas de otros tripanosomatidos. Para evaluar esta posibilidad, se realizaron
ensayos de inmuno blot con extractos de proteina de promastigotes prociclicos de T. brucei
y L. major (Figura 23A) con uno de los sueros caracterizados como se describio en la
seccién anterior (suero 5). Se observé reconocimiento de una proteina en el rango de peso
molecular tedrico para profilina en L. major y dos sefiales menos intensas en T. brucei
(Figura 23B). Aunque bajo las condiciones experimentales el suero usado reconocid

proteinas adicionales, estos resultados sugieren que profilina se expresa en otras especies de

tripanosomatidos.

# Especie Numero de acceso Anotacion Longitud PM Identidad Similitud
1 Trypanosoma cruzi Tc00.1047053458758 .10 Profilina, putativo 150 16.1

2 T congolense TelL3000.11.14170 Hipotetico 150 16.1 84 93
3 T. brucef Tb11.01.5350 Profilina 150 16.1 84 92
4 T vivax 1 TvY486_ 1114590 Profilina, putativo 150 16.1 81 91
5 T. vivax 2 TvY486_ 1114610 Profilina, putativo 150 16.1 80 90
B Leishmania infantum LinJ32_V3.0550 Praofilina, putativo 150 16.1 76 86
7 L. major LmjF32.0520 Praofilina, putativo 150 16.1 75 86
8 L. mexicana LmxM .31.0520 Profilina, putativo 150 16.2 75 86
9 L. tarentolae LtaP32 0570 Profilina, putativo 150 16.1 75 88
10 L. braziliensis Lbri32_V2.0570 Praofilina, putativo 150 15.8 74 86

Tabla 4. Genes de profilina en tripanosomatidos. Se realiz6 una busqueda usando Blastp en la base
de datos TriTrypDB v 4.1 (Aslett et al., 2010) usando como problema la secuencia de aminoécidos
de profilina de T. cruzi. Se muestran los numeros de acceso y la anotacion de las secuencias en
TriTrypDB, la longitud en nimero de aminoacidos, el peso molecular teérico (PM) en kDa. y la
identidad y similitud en porcentajes con respecto a la profilina de T. cruzi.
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Figura 23. Deteccion de profilina en T. brucei y L. major. (A) SDS-PAGE al 12% tefiido con azul
de Coomassie de extractos totales de T. cruzi, T. brucei y L. major. (B) Inmuno blot con el suero 5
del material mostrado en el SDS-PAGE. En cada carril se cargaron ~ 5x10° parasitos.
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8. DISCUSION

A pesar de la ausencia en los tripanosomatidos de microfilamentos de actina que puedan ser
observados por microscopia electronica (Gull, 1999) o por tincién con faloidina
(Sahasrabuddhe et al., 2004), estudios por microscopia de fluorescencia con anticuerpos
homdlogos anti-actina (Sahasrabuddhe et al., 2004; Nayak et al., 2005) y ensayos de
polimerizacién con actina recombinante (Kapoor et al., 2008), sugieren fuertemente que la
actina expresada por estos organismos puede formar polimeros. Analisis de
fraccionamiento celular con detergentes en L. donovani (Sahasrabuddhe et al., 2004) y en
T. cruzi (DeMelo et al., 2008; Cevallos et al., 2011) indican que la mayoria de la actina
celular se encuentra en forma de mondmeros o de filamentos cortos no asociados con el
citoesqueleto de microtibulos. Dado que en los eucariotas la dindmica de polimerizacion de
la actina es regulada por la interaccion con proteinas de union a actina, lo anterior sugiere
que en los tripanosomatidos la polimerizacién de la actina debe ser regulada por la
interaccién con estas proteinas. El andlisis de las secuencias gendmicas de estos parasitos
identificd genes codificadores para un repertorio de proteinas reguladoras (Berriman et al.,
2005; DeMelo et al. 2008). A la fecha s6lo se demostro la expresion de una de estas
proteinas (ADF/cofilina) (Tammana et al., 2008). En el presente trabajo se demuestra la
expresion a nivel de proteina de un regulador central de la dindmica de polimerizacion de

actina en las células eucariotas, la profilina en T. cruzi.

Busquedas en el banco de datos de las secuencias gendémicas muestran que T. cruzi posee
un gran numero de genes codificadores para actinas y para proteinas reguladoras de su
polimerizacion en comparacion a otras especies de tripanosomatidos. Analisis filogenéticos
muestran que T. cruzi posee 12 genes codificantes para proteinas de la familia de las
actinas (Cevallos et al., 2011). Dos de estos genes no poseen contrapartes en ningun otro
tripanosomatido y uno de ellos esté presente s6lo en T. cruzi y Leishmania. En las proteinas
reguladoras de la dindmica de actina se observa una situacion similar (Berriman et al.,
2005; DeMelo et al.,, 2008). En adicion a dos genes codificadores para forminas
conservados en los tripanosomatidos, en T. cruzi se ha identificado un gen parédlogo
exclusivo de esta especie. Las subunidades a y B que forman a CapZ también estan
presentes de manera exclusiva en T. cruzi. Ademas, a diferencia de Leishmania, en

Trypanosoma estan presentes todas las subunidades canonicas de Arp2/3, lo que sugiere la
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presencia de un complejo nucleador funcional de este tipo (DeMelo et al., 2008). La familia
de las miosinas, proteinas motoras que se mueven sobre los microfilamentos y estan
involucradas en procesos como el trafico intracelular de vesiculas, la mitosis y la
locomocidn celular, también se encuentra expandida en T. cruzi. Ademas de los dos genes
de miosinas conservados en los tripanosomatidos, en esta especie se han identificado seis
genes codificadores para miosinas adicionales, uno de los cuales no puede ser clasificado
en ninguno de los tipos de miosinas actualmente reconocidos (Foth et al., 2006). La
importancia  funcional de las diferencias mencionadas debe ser evaluada

experimentalmente.

Una herramienta que ha mostrado ser de gran utilidad para caracterizar genes en T. cruzi
son los vectores de expresion. En el presente trabajo se clon6 la secuencia codificante para
profilina fusionada a la proteina roja fluorescente mCherry en una version modificada de un
vector de expresion para T. cruzi construido en nuestro laboratorio (Martinez-Calvillo et al.,
1997): pRiboTEX2. Con este vector recombinante se realizaron intentos para generar
transfectantes estables. En s6lo uno de los ensayos se obtuvo el fenotipo de resistencia a
G418 esperado y se evidencid la presencia de DNA del vector, pero no se logré detectar la
expresion de la proteina de fusion. Se pueden plantear tres explicaciones de lo anterior: 1.
La proteina se expresd pero no se logré detectar; 2. El gen se expresd pero el RNA
mensajero o0 la proteina se degradaron; 3. El gen no se transcribi6. Ninguna estas
posibilidades fue evaluada, ya que los controles de transfeccién y localizacion subcelular
no dieron los resultados esperados. Sin embargo, las construcciones realizadas podrian ser
usadas en nuevas transfecciones para estudiar la localizacién subcelular de profilina y su
co-localizacion con las diferentes formas de actina presentes en T. cruzi, asi como con otras
proteinas reguladoras de la dindmica de polimerizacion de la actina. Ademas, ya que el
vector de expresion posee una secuencia promotora del DNA ribosomal (un promotor
transcripcional fuerte), también podria ser Gtil para analizar posibles efectos fenotipicos
asociados con la sobre-expresion de profilina.

Profilina es una proteina conservada en estructura terciaria, pero diversa en patron de
expresion y funcién. Puede ser codificada por varios genes o por genes de copia Unica. Se
ha identificado en diversas concentraciones y regiones de la célula, incluyendo sitios de

dinamica de polimerizacién activa de actina y el nicleo celular. En cuanto a su funcién,
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tipicamente profilina se ha descrito como una proteina reguladora de la dindmica de
polimerizacion de la actina. Sin embargo, existen en la literatura trabajos que demuestran
que posee actividades adicionales como: ser co-factor para el exporte de la actina desde el
nucleo celular hacia el citoplasma (Stuven et al., 2003), regular la actividad de un factor de
transcripcion (Lederer et al., 2005), intervenir en vias de sefializacion celular a traves de la
regulacion del metabolismo de PIPs (Goldschmidt-Clermont et al., 1991), y participar en el
splicing de RNA (Skare et al., 2003) y en la transcripcion (Soderberg et al., 2012). En el
presente trabajo se desarrollaron anticuerpos policlonales anti-profilina y profilinas
recombinantes fusionadas a dos etiquetas diferentes (GST y MBP). Estas herramientas
ayudaran a dilucidar el papel de profilina en la dindmica de polimerizacion de la actina y en
otros procesos celulares en T. cruzi. Entre los estudios que se piensan realizar se
encuentran: demostrar la expresion de profilina en otros estadios del ciclo de vida;
experimentos de fraccionamiento celular para estimar la proporcién de profilina presente en
el nacleo, el citoplasma, asociada a la membrana plasmatica y en otros compartimentos
celulares; co-localizaciones de actina y profilina que puedan indicar sitios de
polimerizacién activa; Yy ensayos de inmunoprecipitacion para identificar ligandos de

profilina.

Aungue en la estructura de todas las profilinas se pueden identificar regiones para la
interaccién con tres tipos de ligandos (actina G, proteinas con regiones ricas en prolina y
PIP), estas interacciones pueden presentarse con diferentes proteinas y afinidades. Esto es
especialmente cierto para los ligandos que interactan a través de regiones ricas en prolina.
A pesar del alto grado de conservacidn que se presenta a nivel de secuencia y estructura en
el sitio de union a poli-prolinas, profilina interactia con la mayoria de sus ligandos a traves
de esta region. Los ligandos incluyen proteinas que participan en la organizacion del
citoesqueleto, la motilidad celular, la maduracién de ribonucleoproteinas, el transporte
intracelular y la transcripcion (Jockusch et al., 2007). La afinidad de las interacciones de
profilina con estas proteinas varia dependiendo de la isoforma de profilina, del ligando, y
del estado de fosforilacién de profilina (Shao et al., 2008; Shao & Diamond, 2012;
Aparicio-Fabre et al., 2006). En el presente trabajo se purificé una proteina en el rango del
peso molecular de la profilina de extractos de T. cruzi mediante cromatografia de afinidad
por poli-prolinas. Esta proteina se liberd a una concentracion baja de sales en comparacion
a la usada con profilinas de plantas (KCI 1M vs. Urea 8M) (Vidali et al., 1995), lo que
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sugiere una menor afinidad por regiones ricas en prolina. Aunque no se confirmé la
identidad de la proteina como profilina, estos resultados sugieren la presencia de una
proteina con caracteristicas de profilina (se une con poliprolinas y tiene el peso molecular

esperado de la profilina) en T. cruzi.

Las actinas con todos sus componentes reguladores y proteinas motoras asociadas fueron
una adquisicion temprana en la evolucién de los eucariotas, posiblemente estando presentes
en el Gltimo ancestro comdn eucariota (LECA) (Wickstead & Gull, 2012). Sin embargo,
desde LECA algunas de estas proteinas se han diversificado y adquirido nuevas funciones,
mientras que otras se han perdido. También se han incorporado componentes novedosos en
ciertos linajes. Reflejo de estos procesos evolutivos son las diferencias que se observan en
la regulacién de la dindmica de polimerizacion de la actina en los eucariotas actuales. En
las células mamiferas, por ejemplo, la dindmica de actina se explica por el modelo de
treadmilling. En este modelo se presenta un flujo unidireccional y continuo de mondémeros
de actina desde el extremo (-) hacia el extremo (+), generando filamentos dindmicos con
una longitud mas o menos constante (Dos Remedios et al., 2003). En plantas se ha
propuesto un modelo diferente al treadmilling llamado dindmica estocéastica (Blanchoin et
al., 2010), en el cual los filamentos de actina crecen rapidamente y, casi de inmediato, son
desensamblados por la accion de proteinas que los cortan en fragmentos pequefios. Un
tercer modelo de la dindmica de polimerizacion de actina ha sido propuesto para explicar la
motilidad basada en actina-miosina en los parasitos apicomplexos (Schuler &
Matuschewski, 2006). En este modelo se generan filamentos de actina cortos que son
estabilizados en el extremo (+) por la unién de proteinas de capeo. Posteriormente,
interactian con un sistema de proteinas motoras y de proteinas de adhesion
transmembranal, generando la fuerza necesaria para mover la célula. Por ultimo, se
despolimerizan los filamentos por el extremo (-) y se reciclan los monémeros. Las
caracteristicas moleculares inusuales de las actinas codificadas por los tripanosomatidos y
las diferencias en el repertorio de sus posibles componentes reguladores con respecto al de
otros organismos, sugiere la existencia de un sistema novedoso regulador de la dinamica de

polimerizacion de la actina que merece ser estudiado desde el punto de vista bioldgico.
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9. CONCLUSION

Se expreso y purifico en E. coli una version de la profilina de T. cruzi fusionada a GST con
la cual se inmunizaron ratones para la produccion de sueros policlonales. Los sueros
reconocen una proteina del peso molecular tedrico de profilina (~16 kDa.) en extractos de
proteina de T. cruzi, T. brucei y L. major, lo que demuestra la expresion de esta proteina en
los tripanosomatidos. Ademas, se generaron ademas herramientas moleculares (vectores de
expresion, proteinas recombinantes y anticuerpos) que permitiran la caracterizacion de esta

proteina en proyectos futuros.

60



10. REFERENCIAS.

Aparicio-Fabre R, Guillen G, Estrada G, Olivares-Grajales J, Gurrola G, Sanchez F. 2006. Profilin
tyrosine phosphorylation in poly-L-proline-binding regions inhibits binding to phosphoinositide 3-
kinase in Phaseolus vulgaris. Plant J. 47: 491-500.

Aslett M, Aurrecoechea C, Berriman M, Brestelli J, Brunk BP, Carrington M, et al. 2010.
TriTrypDB: a functional genomic resource for the Trypanosomatidae. Nucleic Acids Res. 38:
D457-462.

Bern C, Martin DL, Gilman RH. 2011. Acute and congenital Chagas disease. En: Weiss LM,
Tanowitz HB, Kirchhoff LV (Eds.). Advances in parasitology. Chagas Disease, Part A. Elsevier. pp
19-47.

Berriman M, Ghedin E, Hertz-Fowler C, Blandin G, Renauld H, Bartholomeu DC, et al. 2005. The
genome of the African trypanosome Trypanosoma brucei. Science. 309: 416-422.

Blanchoin L, Boujemaa-Paterski R, Henty JL, Khurana P, Staiger CJ. 2010. Actin dynamics in plant
cells: a team effort from multiple proteins orchestrates this very fast-paced game. Curr Opin Plant
Biol. 13: 714-723.

Camargo EP. 1964. Growth and differentiation of Trypanosoma cruzi, origin of metacyclic
trypanosomes in liquid medium. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 12: 98-100.

Carlsson L, Nystrom LE, Sundkvist I, Markey F, Lindberg U. 1977. Actin polymerizability is
influenced by profilin, a low molecular weight protein in non-muscle cells. J Mol Biol. 115: 465-
483.

Cevallos AM, Segura-Kato YX, Merchant-Larios H, Manning-Cela R, Hernandez-Osorio LA,
Marquez-Duefias C, et al. 2011. Trypanosoma cruzi: Multiple actin isovariants are observed along
different developmental stages. Exp Parasitol. 127: 249-259.

Chang F, Drubin D, Nurse P. 1997. cdc12p, a protein required for cytokinesis in fission yeast, is a
component of the cell division ring and interacts with profilin. J Cell Biol. 137: 169-82.

Crivat G, Taraska JW. 2012. Imaging proteins inside cells with fluorescent tags. Trends Biotechnol.
30: 8-16.

Cooper HM, Paterson Y. 2009. Production of polyclonal antisera. En: Current Protocols in
Neuroscience 5.5.1-5.5.10. John Wiley & Sons, Inc. DOI: 10.1002/0471142301.

DeMelo LDB, Sant’anna C, Reis SA, Lourenco D, De Souza W, Lopes UG, et al. 2008.
Evolutionary conservation of actin-binding proteins in Trypanosoma cruzi and unusual subcellular
localization of the actin homologue. Parasitology. 135: 955-965.

Dominguez R. 2004. Actin-binding proteins — a unifying hypothesis. Trends Biochem Sci. 29: 572-
578.

Dominguez R. 2009. Actin filament nucleation and elongation factors — structure — function
relationships. Crit Rev Biochem Mol Biol. 44: 351-366.

Dominguez R, Holmes KC. 2011. Actin structure and function. Annu Rev Biophys. 40: 169-186.

61



Dos Remedios CG, Chhabra D, Kekic M, Dedova 1V, Tsubakihara M, Berry DA, et al. 2003. Actin
binding proteins: regulation of cytoskeletal microfilaments. Physiol Rev. 83: 433-473.

Fletcher DA, Mullins RD. 2010. Cell mechanics and the cytoskeleton. Nature. 463: 485-491.

Foth BJ, Goedecke MC, Soldati D. 2006. New insights into myosin evolution and classification.
PNAS. 103: 3681-3686.

Garcia-Salcedo JA, Pérez-Morga D, Gijon P, Dilbeck V, Pays E, Nolan DP. 2004. A differential
role for actin during the life cycle of Trypanosoma brucei. EMBO J. 23: 780-789.

Giesemann T, Rathke-Hartlieb S, Rothkegel M, Bartsch JW, Buchmeier S, Jockusch BM, et al.
1999. A role for polyproline motifs in the spinal muscular atrophy protein SMN. Profilins bind to
and colocalize with SMN in nuclear gems. J Biol Chem. 274: 37908-37914.

Giesemann T, Schwarz G, Nawrotzki R, Berhdrster K, Rothkegel M, Schluter K, et al. 2003.
Complex formation between the postsynaptic scaffolding protein gephyrin, profilin and Mena: a
possible link to the microfilament system. J Neurosci. 23: 8330-8339.

Goldschmidt-Clermont PJ, Kim JW, Machesky LM. 1991. Regulation of phospholipase C-gamma 1
by profilin and tyrosine phosphorylation. Science. 251: 1231-1233.

Goode BL, Eck MJ. 2007. Mechanism and function of formins in the control of actin assembly.
Annu Rev Biochem. 76: 593-627.

Gull K. 1999. The cytoskeleton of trypanosomatid parasites. Annu Rev Microbiol. 53: 629-655.

Hall TA. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor analysis program for
Windows 95/97/NT. Nucle Acids Symp Ser. 41: 95-98.

Haugwitz M, Noegel AA, Rieger D, Lottspeich F, Schleicher M. 1991. Dictyostelium discoideum
contains two profilin isoforms that differ in structure and function. J Cell Sci. 100: 481-4809.

Herrera-Lopez J. 2008. Biologia de profilina en Trypanosoma cruzi. Tesis Maestria en Ciencias
Bioldgicas, Universidad Nacional Auténoma de México.

Hild G, Bugyi B, Nyitrai M. 2010. Conformational dynamics of actin: effectors and implications for
biological fuction. Cytoskeleton. 67: 609-629.

Holmes KC, Popp D, Gebhard W, Kabsch W. 1990. Atomic model of the actin filament. Nature
347: 44-49

Jockusch BM, Murk K, Rothkegel M. 2007. The profile of profilins. Rev Physiol Biochem
Pharmacol. 159: 131-149.

Kaiser DA, Sato M, Ebert RF, Pollard TD. 1986. Purification and characterization of two isoforms
of Acanthamoeba profilin. J Cell Biol. 102: 221-226.

Kandasamy MK, McKinney EC, Meagher RB. 2002. Plant profilin isovariants are distinctly
regulated in vegetative and reproductive tissues. Cell Motil Cytoskeleton. 52: 22-32.

62



Kang F, Laine RO, Bubb MR, Southwick FS, Purich DL. 1997. Profilin interacts with the Gly-Pro-
Pro-Pro-Pro-Pro sequences of Vasodilator-Stimulated Phosphoprotein (VASP): implications for
actin-based Listeria motility. Biochemistry. 36: 8384-8392.

Karlsson R, Lindberg U. 2007. Profilin, an essential control element for actin polymerization. En:
Lappalainen P (Ed.). Actin-monomer-binding proteins. Landes Bioscience and Springer
Science+Business Media. pp 29-44.

Kapoor P, Sahasrabuddhe AA, Kumar A, Mitra K, Siddigi MI, Gupta CM. 2008. An
Unconventional Form of Actin in Protozoan Hemoflagellate, Leishmania. J Biol Chem. 283: 22760-
22773.

Kapoor P, Kumar A, Naik R, Ganguli M, Siddigi MI, Sahasrabuddhe AA, Gupta CM. 2010.
Leishmania actin binds and nicks KDNA as well as inhibits decatenation activity of type Il
topoisomerase. Nucleic Acids Res. 38: 3308-3317.

Karakesisoglou I, Schleicher M, Gibbon BC, Staiger CJ. 1996. Plant profilins rescue the aberrant
phenotype of profilin-deficient Dictyostelium cells. Cell Motil Cytoskeleton. 34: 36-47.

Kirchhoff LV. 2011. Epidemiology of American Trypanosomiasis. En: Weiss LM, Tanowitz HB,
Kirchhoff LV (Eds.). Advances in parasitology. Chagas Disease, Part A. Elsevier. pp 1-18.

Krishnan K, Moens PDJ. 2009. Structure and functions of profilins. Biophys Rev. 1:71-81.

Kumar G, Srivastava R, Mitra K, Sahasrabuddhe AA, Gupta CM. 2012. Overexpression of S4D
mutant of Leishmania ADF/cofilin impairs flagellum assembly by affecting actin dynamics.
Eukaryot Cell. 11: 752-760.

Kursula I, Kursula P, Ganter M, Panjikar S, Matuschewski K, Schuler H. 2008. Structural basis for
parasite-specific functions of the divergent profilin of Plasmodium falciparum. Structure. 16: 1638-
1648.

Lambrechts A, Jonckheere V, Dewitte D, Vandekerckhove J, Ampe C. 2002. Mutational analysis of
human profilin | reveals a second P1(4,5)-P2 binding site neighbouring the poly(L-proline) binding
site. BMC Biochem. 3: 12.

Lederer M, Jockusch BM, Rothkegel M. 2005. Profilin regulates the activity of p427°F, a novel
Myb-related transcription factor. J Cell Sci. 118: 331-341.

Lee SH, Dominguez R. 2010. Regulation of actin cytoskeleton dynamics in cells. Mol Cells. 29:
311-325.

Lu H, Buck GA. 1991. Expression of an exogenous gene in Trypanosoma cruzi epimastigotes. Mol
Biochem Parasitol. 44: 109-114.

Lu J, Pollard TD. 2001. Profilin binding to poly-L-proline and actin monomers along with ability to
catalyze actin nucleotide exchange is required for viability of fission yeast. Mol Biol Cell. 12: 1161-
1175.

Machesky LM, Atkinson SJ, Ampe C, Vandekercldaove J, Pollard TD. 1994. Purification of a

cortical complex containing two unconventional actins from Acanthamoeba by affinity
chromatography on profilin-agarose. J Cell Biol. 127: 107-115.

63



Mahoney NM, Janmey PA, Almo SC. 1997. Structure of the profilin-poly-L-proline complex
involved in morphogenesis and cytoskeletal regulation. Nat Struct Biol. 4: 953-960.

Makioka A, Kumagai M, Hiranuka K, Kobayashi S, Takeuchi T. 2012. Expression analysis of
Entamoeba invadens profilins in encystation and excystation. Parasitol Res. 110: 2095-2104.

Mayboroda O, Schluter K, Jockusch BM. 1997. Differential colocalization of profilin with
microfilaments in PtK2 cells. Cell Motil Cytoskeleton. 37: 166-177.

Martinez-Calvillo S, Lopez |, Herndndez R. 1997. pRIBOTEX expression vector: a pTEX
derivative for a rapid selection of Trypanosoma cruzi transfectants. Gene. 199: 71-76.

Martinez-Calvillo S, Vizuet-de-Rueda JC, Florencio-Martinez LE, Manning-Cela RG, Figueroa-
Angulo EE. 2010. Gene Expression in Trypanosomatid Parasites. J Biomed Biotechnol. 2010:
525241.

McCollum D, Feoktistova A, Morphew M, Balasubramanian M, Gould KL. 1996. The
Schizosaccharomyces pombe actin-related protein, Arp3, is a component of the cortical actin
cytoskeleton and interacts with profilin. EMBO J 15:6438-6446.

Mortara RA. 1989. Studies on trypanosomatid actin. I. Immunochemical and biochemical
identification. J Protozool. 36: 8-13.

Muller J, Oma Y, Vallar L, Friederich E, Poch O, Winson B. 2005. Sequence and comparative
genomic analysis of actin-related proteins. Mol Biol Cell. 16: 5736-5748.

Nayak RC, Sahasrabuddhe AA, Bajpai VK, Gupta CM. 2005. A novel homologue of coronin
colocalizes with actin in filament-like structures in Leishmania. Mol Biochem Parasitol. 143: 152-
164.

Paredez AR, Assaf ZJ, Sept D, Timofejeva L, Dawson SC, Wanga CJR, et al. 2011. An actin
cytoskeleton with evolutionarily conserved functions in the absence of canonical actin-binding
proteins. PNAS. 108: 6151-6156.

Perelroizen 1, Marchand J-B, Blanchoin L, Didry D, Carlier M-F. 1994. Interaction of profilin with
G-actin and poly( L-proline). Biochemistry. 33: 8472-8478.

Pollard TD, Cooper JA. 2009. Actin, a central player in cell shape and movement. Science.
326:1208-1212.

Porta JC, Borgstahl GEO. 2012. Structural basis for profilin-mediated actin nucleotide exchange. J
Mol Biol. 418: 103-116.

Portman N, Gull K. 2012. Proteomics and the Trypanosoma brucei cytoskeleton: advances and
opportunities. Parasitology. 139: 1168-1177.

Qualmann B, Kessels MM. 2009. New players in actin polymerization - WH2-domain-containing
actin nucleators. Trends Cell Biol. 19: 276-285.

Radauer C, Breiteneder H. 2007. Evolutionary biology of plant food allergens. J Allergy Clin
Immunol. 120: 518-525.

64



Reinhard M, Giehl K, Abel K, Haffner C, Jarchau T, Jockusch BM, et al. 1995. The proline-rich
focal adhesion and microfilament protein VASP is a ligand for profilins. EMBO J. 14: 1583-1589.

Sahasrabuddhe AA, Bajpai VK, Gupta CM. 2004. A novel form of actin in Leishmania: molecular
characterization, subcellular localization and association with subpellicular microtubules. Mol
Biochem Parasitol. 134: 105-114.

Schoenenberger C-A, Mannherz HG, Jockusch BM. 2011. Actin: from structural plasticity to
functional diversity. Eur J Cell Biol. 90: 797-804.

Schuler H, Matuschewski K. 2006. Regulation of Apicomplexan microfilament dynamics by a
minimal set of actin-bindng proteins. Traffic. 7: 1433-14309.

Schliiter K, Schleicher M, Jockusch BM. 1998. Effects of single amino acid substitutions in the
actin-binding site on the biological activity of bovine profilin I. J Cell Sci. 111: 3261-3273.

Schutt CE, Myslik JC, Rozycki MD, Goonesekere NC, Lindberg U. 1993. The structure of
crystalline profilin-beta-actin. Nature. 28: 810-816.

Shao J, Welch WJ, Diprospero NA, Diamond MI. 2008. Phosphorylation of profilin by ROCK1
regulates polyglutamine aggregation. Mol Cell Biol. 28: 5196-5208.

Shao J, Diamond MI. 2012. Protein phosphatase 1 dephosphorylates profilin-1 at Ser-137. PLoS
ONE. 7: e32802.

Skare P, Kreivi JP, Bergstrom A, Karlsson R. 2003. Profilin I colocalizes with speckles and Cajal
bodies: a possible role in pre-mRNA splicing. Exp Cell Res. 286: 12-21.

Soderberg E, Hessle V, von Euler A, Visa N. 2012. Profilin is associated with transcriptionally
active genes. Nucleus. 3: 1-10.

Sohn RH, Chen J, Koblan KS, Bray PF, Goldschmidt-Clermont PJ. 1995. Localization of a binding
site for phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate on human profilin. J Biol Chem. 270: 21114-21120.

Sorensen HP, Mortensen KK. 2005. Advanced genetic strategies for recombinant protein expression
in Escherichia coli. J Biotechnol. 115: 113-128.

Stuven T, Hartmann E, Gorlich D. 2003. Exportin 6: a novel nuclear export receptor that is specific
for profilin-actin complexes. EMBO J. 22: 5928-5940.

Tammana TVS, Sahasrabuddhe AA, Mitra K, Bajpai VK, Gupta CM. 2008. Actin-depolymerizing
factor, ADF/cofilin, is essentially required in assembly of Leishmania flagellum. Mol Microbiol.
70: 837-852.

Tammana TVS, Sahasrabuddhe AA, Bajpai VK, Gupta CM. 2010. ADF/cofilin-driven actin
dynamics in early events of Leishmania cell division. J Cell Sci. 123: 1894-1901.

Tyler KM, Engman DM. 2001. The life cycle of Trypanosoma cruzi revisited. Int J Parasitol 31:
472-481.

Vidali L, Pérez HE, Valdés Lopez V, Noguez R, Zamudio F, S&nchez F. 1995. Purification,
characterization, and cDNA cloning from Phaseolus vulgaris. Plan Physiol. 108: 115-123.

65



Wang F, Jing Y, Wang Z, Mao T, Samaj J, Yuan M, et al. 2009. Arabidopsis profilin isoforms,
PRF1 and PRF2, show distinctive binding activities and subcellular distributions. J Integr Plant
Biol. 51: 113-121.

WHO. 2010. Chagas disease (American trypanosomiasis) fact sheet. Wkly Epidemiol Rec. 85: 334-
336.

Wickstead B, Gull K. 2012. The evolution of the cytoskeleton. J Cell Biol. 194: 513-525.

Wilson W, Seebeck T. 1997. Identification of a profilin homologue in Trypanosoma brucei by
complementation screening. Gene. 187: 201-209.

Witke W. 2004. The role of profilin complexes in cell motility and other celular processes. Trends
Cell Biol. 14: 461-4609.

66



11. ANEXOS.
11.1. Construccion de vectores de expresion para T. cruzi.

Se clond la secuencia codificante de profilina fusionada a la proteina roja fluorescente
mCherry en una version de un vector disefiado en nuestro laboratorio para la expresién de
proteinas en T. cruzi (Martinez-Calvillo et al., 1997): pRiboTEX2. Para este fin, el primer
paso fue generar la secuencia codificante de la proteina de fusidn, para lo cual se cloné la
secuencia codificante de profilina el vector de pmCherry en fase con la secuencia
codificante para mCherry. Se utilizaron los sitios para Bgl 1l y Eco RI del sitio maltiple de
clonacion de pmCherry. La secuencia codificante de la proteina construida (mCherry-
profilina) codifica para mCherry en el extremo amino (236 amino&cidos), seguida de cinco
aminodacidos provenientes del sitio maltiple de clonacién y la secuencia codificante de
profilina (149 aminoacidos) (Figura 24A). Posteriormente, mCherry-profilina fue clonada
en pRiboTEX2 en los sitios para Bam HI y Eco RI del sitio multiple de clonacion (Figura
24B). Por ultimo, se clond la secuencia de mCherry en pRiboTEX2 para utilizar el vector
como control de localizacion subcelular. La secuencia de mCherry se obtuvo a partir del
vector pmCherry vacio, agregandole un codon de parada en los ultimos tres nucle6tidos. Se
utilizaron los sitios para Bam HI y Eco RI del sitio multiple de clonacion de pRiboTEX2
(Figura 24C). La integridad de los vectores recombinantes obtenidos fue confirmada por
secuenciacion.

BglIl EcoRI

5'-CTG TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT TCG 5 .. GAT TAC TAA CTTAAG-3'
3'-GAC ATG TTC AGG CCT GAG TCT AGA AGC C .. CTA ATG ATT GAATTC-5'

I— I ..
~, AR
\-\mCherry SMC Profilina __—=="""
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BamHI Bglll EcoRI

B.

5" -GGATCC ATG GTG .. TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT TC 'AC TAA CTTAAG-3"
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Figura 24. Construccion de vectores recombinantes para la expresion de profilina fusionada a
mCherry en T. cruzi. Se muestran los sitios de restriccion donde se clonaron las secuencias
codificantes para cada una de las proteinas, los mapas de los vectores recombinantes y geles de
agarosa al 0.8% tefiidos con bromuro de etidio de los plasmidos super-enrollados (No Dig) y
digeridos con las enzimas usadas para clonar los insertos (Dig).
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11.2. Construccion de vectores de expresion para E. coli.

Para la expresion y purificacion de profilina recombinante, se clond la secuencia
codificante de profilina en dos vectores de expresion en E. coli: pGEX4T1 y pMALCc2x.
Estos vectores estan disefiados para expresar proteinas fusionadas en el extremo amino con
la glutation S-transferasa (GST) y la con la proteina de unién a maltosa (MBP),
respectivamente. Estas etiquetas permiten la purificacion de las proteinas recombinantes
por cromatografia de afinidad por glutation (GST) o amilosa (MBP). La secuencia
codificante de profilina fue clonada en fase con las etiquetas en los sitios para Bam HI y Sal
I de los sitios multiples de clonacion de los vectores en fase con las etiquetas
correspondientes (Figura 25). La secuencia de la fusion a GST codifica para la etiqueta en
el extremo amino (224 aminoacidos), seguida de 2 aminoacidos provenientes del sitio
maltiple de clonacién y la secuencia codificante de profilina (150 aminoacidos). La
arquitectura de la fusién a MBP es la misma, con excepcion del extremo amino en el que se
encuentra la etiqueta MBP (391 amino&cidos). La integridad de los vectores recombinantes

obtenidos fue confirmada por secuenciacion.

Bam HI Sall
5'-TTC CGC GTG GGA TCC ATG TCG TGG .. GAT TAC TAA GTCGAC-3'
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BamHI Sall

4 g
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Figura 25. Construccion de vectores recombinantes para la expresion de profilina en E. coli. Se
muestran los sitios de restriccion donde se clonaron las secuencias codificantes para cada una de las
proteinas, los mapas de los vectores recombinantes y geles de agarosa al 0.8% tefiidos con bromuro
de etidio de los plasmidos super-enrollados (No Dig) y digeridos con las enzimas usadas para clonar

los insertos (Dig).
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