UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS
(Biologia experimental)

Caracterizacion de la distribucion de especies de actina en

epimastigotes de Trypanosoma cruzi

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:

Alfredo Cardenas Rivera

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: Dra. Ana Maria Cevallos Gaos
Instituto de investigaciones biomédicas
COMITE TUTORAL: Dra. Clara Inés Espitia Pinzén
Instituto de investigaciones biomédicas
Dra. Rebeca Georgina Manning Cela
CINVESTAV - IPN

MEXICO, D.F. Marzo, 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



& COORDINACION

Ciencias Biologicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM.
Presente

Me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 11 de mayo del 2015, se aprob¢ el
siguiente jurado para el examen de grado de MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
del alumno CARDENAS RIVERA ALFREDO con numero de cuenta 51345174-0 con la
tesis titulada “CARACTERIZACION DE LA DISTRIBUCION DE ESPECIES DE
ACTINA EN EPIMASTIGOTES DE TRYPANOSOMA CRUZI", realizada bajo la
direccién de la DRA. ANA MARIA CEVALLOS GAOS:

Presidente: Dra. Bertha Josefina Espinoza Gutierrez
Vocal: Dr. Julio Cesar Carrero Sanchez
Secretario: Dr. Raul José Bobes Ruiz

Suplente: Dr Luis Felipe Jiménez Garcia
Suplente: Dr. Abraham Landa Piedra

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., a 16 de junio del 2015.

Al Coliopo

DRA. MARIA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA
COORDINADORA DEL PROGRAMA

Unidad de Posgrado » Coordinacion del Posgrado en Ciencias Biologicas Edificio B, ler, Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Covoacian C.P. 04510 México, D.F. Tel. 5623 7002 http://pcbiol. posgrado unam.mx



Agradecimientos

Agradezco el apoyo otorgado para la realizacion de esta tesis al Posgrado en ciencias
biolégicas de la Universidad Nacional Auténoma de México y a la beca de CONACYT.

También agradezco el financiamiento otorgado a la realizacion de la presente tesis, en
el marco del proyecto de PAPIIT ndmero IN207112 titulado “Andlisis de isovariantes
de actina en el nucleo y su participaciébn en complejos de transcripcion por
polimerasas I, [l y Il en Trypanosoma cruzi”

Asi mismo agradezco a mi comité tutoral integrado por:
Dra. Ana Maria Cevallos Gaos
Dra. Clara Inés Espitia Pinzon

Dra. Rebeca Georgina Manning Cela



Agradecimientos personales

A Dios, por ser mi calma en el los momentos dificiles, por brindarme cada dia la
oportunidad de corregir mis errores y aprender, y por poner en mi camino personas
maravillosas.

A mis padres, a Orializ, mi madre, que con infinito amor y ternura me ensefio con
ejemplo el valor de la constancia y trabajo duro, la fortaleza ante la adversidad y el
perdon; a Adrian, mi padre quien a su estilo, trato de hacerme un mejor hombre cada
dia.

A mis hermanos, compafieros de juegos y travesuras, a Lorena, Adriana, Carla y
Alejandro, quienes me ensefiaron que el valor no es la falta de miedo, sino enfrentarlo;
siempre seran un ejemplo a seguir.

A mis sobrinos Ximena, Santiago, Briana y Regina por llenar de alegria mis dias.

A Tania, por ser parte importante de mi vida, por ser mi fortaleza en los momentos de
debilidad, sobre todo por su paciencia y amor incondicional.

A Julio, por sus consejos, apoyo y ayuda, por brindarme su amistad sincera, por su
calidad de persona y su humildad, por guiarme en el camino de la ciencia y mostrarme
que la ciencia es tan apasionante como divertida.

Al Grupo de investigacién de inmunologia, en especial a Paola, Dra. Irmia, Nirk, Saul,
Jose Luis U.,, Rodolfo y Dr. Jorge quienes me orientaron, alentaron y apoyaron en el
camino de la ciencia.

A la familia Garrido Gardufio, a Don Ricardo, Dofa Berta, y Yuri, quienes me abrieron
las puertas de su casa y sus corazones.

Al Dr. José “Pepito” Basurco y su hermosa familia, Sra. Aura, Fernanda, José,
Alessandra y Teresita por permitirme ser parte de su familia.

Al Dr. Alejandro Casas Fernandez por su confianza, su apoyo invaluable, y su gran
calidad de persona.

A mi tutora, Dra Ana Maria por el tiempo dedicado a la realizacién del proyecto y el
conocimiento compartido.

A Andrea, Ernesto y Felipe, no solo por ser mis compafieros de laboratorio, sino
también mis amigos.

A la Ms Cs Karla Lopez Pacheco por su apoyo técnico y acertados comentarios que
enriquecieron el presente trabajo.



A la Dra. Tania Garrido Garduiio, la Dra Rocio del Carmen Navarro Olmos, al Dr. Julio
E. Valdivia Silva y al Dr. Saul Perez Montafio por las criticas y consejos durante la
elaboracion del manuscrito y el analisis de los resultados.

A Miguel Tapia Rodriguez de la unidad de microscopia del Instituto de investigaciones
biomédicas, por el apoyo técnico y asesoramiento en la toma de microfotografias
confocales.

A Lluvia, Nataly, Erick, Olivia nuestros “buenos vecinos” de laboratorio, por su apoyo,
consejo y amistad.

A la Universidad Nacional Auténoma de México y el programa de posgrado que me
dieron la oportunidad de hacer la Maestria en ciencias bioldgicas, al Dr. Roberto
Herndndez por permitirme realizar este trabajo en el laboratorio de Biologia
Molecular y Biotecnologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas y a la técnico de
laboratorio Ms Cs Juliana Herrera por proveernos siempre del material biolégico, sin
el que no se hubiera llevado a cabo esta tesis.

A Paola, Dulce, Carmen, Bere, Claudia, Lupi, Lili y Miguel por su amistad sincera, su
apoyo, su tiempo y las alegrias compartidas.

A la Dra. Maria Del Coro Arizmendi Arriaga, Lilia Espinosa, Dr. Armando Rodriguez,
Patricia Oliva y Lilia Jiménez, un excelente grupo de personas quienes siempre buscan
la mejor forma de apoyar a los alumnos de posgrado, su trabajo es insuperable, quedo
profundamente agradecido.

A la Ms Cs Cristina Parada Colin y especialmente a la Dra. Silvia Ivonne Mora Herrera
por las ensefianzas y la invalorable ayuda brindada durante la estandarizacién y
realizacion de los ensayos de electroforesis en dos dimensiones.

A la Biol. Olivia Alicia Reynoso Ducoing por permitirme realizar, bajo su tutela y
apoyo, los controles de los ensayos de electroforesis en dos dimensiones y también
por enseflarme con paciencia y claridad, también agradezco al Dr. Javier Ambrosio
Hernandez por permitirme realizar dichos ensayos en su laboratorio.

A Karl Sagan y a Stephen J. Gould por ensefiarnos a hacer ciencia.



Dedicatoria

A mi familia, los amo



[. INDICE

L INICE covvvvereseemssssseeeeeesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas s ssssssssssssssssssssnsssnees 7
[I. Lista de figuras ¥ CUAAT0S ....ocrerereereenesrereessessesssesssssessesesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 9
0 O 2 CT] 1 40 ) o 10
Y L\ 1 u i Tt o OO TS O TS TOTTTT 11
Y2 ' U 0 Yo L6 ol U ) o FOu0 OO TSRO 12
VI, Antecedentes dir€CLOS ... sessss s ssss s sesssssesssssessssssssssnes 20
VIL  ODJETIVOS cevereereceressesesessissssssesssses s ssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssnsanes 22
1. ODjJetivo eneral ... 22
2. ODjetivos @SPECIfICOS ...t p s 22
A7/ 00 B 1= o T Uo) oY= - U OO STOPTORS TR 23
1. Cultivo de epimastiBOtes...........o e ss s ssssesssses 23
2. Lisado completo de epimastigotes.............counnnnninsse s 23
K. N 11 (01 U] o o L0 23
4. Fraccionamiento CElUlAr ... 25

a. Con NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic extraction reagents - Thermo

Scientific (Cat# 78833 ) ... 25
b. Con Nonidet P-40 @l 0.5%0 .......coovuneminmeneesnennesnsensesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 25
5. Desalado de la muestra (preparacion de las muestras para la
electroforesis de dos dimenSiONES) ... s 26
6. Concentracion de l1a MUESIIA ... ssssssssees 26
7. Electroforesis: Primera dimension .............ncssssessesssssssssses 26
8. Electroforesis: Segunda dimension.............nnneneenesseneesessesseesessesseeseees 27
9. WesStern BIot (WB)........coesesesssss st ssss s ssssssssssssens 27
10. INMUNOfIUOTESCENCIA.........cceieiecicirrieere st 27
[X.  RESULTADOS. ...ttt ssssssssssssessssssessesssesssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssassssssanes 28

1. Seleccion de marcadores para fracciones citoplasmaticos y nucleares de
ePIMASHIGOLES A€ T. CTUZI. ...t 28

2. Caracterizacion de las fracciones citoplasmaticas y nucleares de
epimastigotes de T. cruzi con NE-PER™ ... 32



3. Caracterizacion de las fracciones citoplasmaticas y nucleares de

epimastigotes de T. cruzi con Nonidet P-40 0.5% ... 37
4. Distribucién de las especies de actina en las fracciones obtenidas con
Nonidet P-40 al 0.5%0. ... 49
D G D U010 ) U ) o U TSP 52
D@ PR 000 Vol 11 o) OO TSROSO 56
D @ B 231 0) 0 o4 =Y i 57
XIIL  ANEXOS ... sssss s ss s s ssssssssssssnens 65
XIV.  ADTEVIQTUIEAS weucerceeeerceeseesesseesessessesssssesssssesssssessssesssssesssssesssssesssssesssssesssssesssssessssesssssesssssesssnes 71



II. LISTA DE FIGURAS Y CUADROS

Figura 1:

Figura 2:
Figura 3:

Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:

Figura 7:
Figura 8:
Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:
Figura 12:
Figura 13:
Figura 14:

Figura 15:

Andlisis de los marcadores citoplasmadticos y nucleares en lisados completos de

LT g Lo L3 [ (o] (= ST 30
Epifluorescencia de epimastigotes completos con anti-EF1a y con anti-Histona 3. ................. 30
Comportamiento de los marcadores citoplasmadticos y nucleares en el fraccionamiento

ClUIAr CON INE-PER .............oooeeeieeeeieeeeiieeeete e eetee st eestte e e staa s ssiaae e s satseessaseeas
Fraccionamiento de epimastigotes de T. cruzi con kit comercial NE-PER

Lisis completa de pardsitos con reactivo CER-I ....................ccccouveeesieeeessiiaesiieeessieeessiieseseannns
Comportamiento de los marcadores citoplasmadticos y nucleares en el fraccionamiento celular

€CON NONIAEE PAO 0.5% ...ttt e et st e e stte e st e s st e e s stae s s sstaesssseaesssssesssaseeas 40
Fraccionamiento de epimastigotes de T. cruzi con Nonidet P-40 0.5%.................ccccecevvveeun.n. 41
Ensayo de purificacion de nucleos con Percoll al 35% con sacarosa al 0.75 M. ........................ 42
Ensayo de purificacion de nucleos sacarosa al 0.8 M. ...................cccueeeeceveeciieeeeiirieeeeiveeescnnn 43
Epifluorescencia con anti-EF1a de la fraccion nuclear de epimastigotes obtenidos por el
fraccionamiento celular con NONIdet P-40..........cccooeierieieieesee et 44
Epifluorescencia de fraccion nuclear (enriquecido ntcleo-kinetoplasto-flagelar).................... 45
Microscopia confocal de epimastigotes de Trypanosoma Cruzi.....................ccocueeevvuveeeciveneans 47

Microscopia confocal de fraccion nuclear obtenida por fraccionamiento con Nonidet P-40.... 48
Electroforesis de doble dimension de epimastigotes, fraccion citoplasmatica y fraccion

L 17 Lot L= TSRS 50
Especies de actina reconocidos en lisado total, fraccion citoplasmadtica y fraccion nuclear de
€PIMASEIGOLES A T. CPUZI. ........cc.eeeeniieieeieeeee ettt ettt ettt et e saee e 51


file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698420
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698420
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698421
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698422
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698422
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698423
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698425
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698425
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698426
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698427
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698428
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698429
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698429
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698430
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698431
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698432
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698433
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698433
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698434
file:///E:/Gogle%20drive%20descargado/Proyectos%20de%20Investigación%20Actina/Manuscrito/Tesis%20en%20partes/Version%20final%20tesis.docx%23_Toc421698434

[II. RESUMEN

Actina es una de las proteinas mas abundantes en metazoarios y esta relacionada a un
diverso numero de funciones tanto en el citoplasma como en el nucleo. Estas
funciones estan relacionadas con la expresion de diferentes isoformas de actina. Cada
isoforma presenta localizaciones especificas en la célula, y un patron de expresion
distinto durante el desarrollo de los organismos. La regulacion fina en el
funcionamiento de dichas isoformas esta dada por las modificaciones
postraduccionales. La combinaciéon de una isoforma de actina y sus modificaciones
postraduccionales se denominan “especies de actina”. El genoma de Trypanosoma
cruzi tiene tres secuencias polimorficas que codifican para una misma forma de actina
convencional (Ilamada actina 1), y adicionalmente otros 3 loci que codifican para otras
formas distintas de actina convencional. Con ayuda de un suero policlonal
desarrollado en nuestro laboratorio, observamos en ensayos de electroforesis de
doble dimension la expresion de distintas especies de actina 1 durante el desarrollo
del ciclo de vida del parasito, pero hasta el momento no hay trabajos que demuestren
que estas especies de actina tengan una distribuciéon sub-celular especifica. En este
trabajo tratamos de identificar un patrén de distribucién sub-celular especifico de las
especies de actina de T. cruzi que permita direccionar el estudio de sus funciones. Con
el uso de técnicas de fraccionamiento celular con Nonidet P-40 y separacion de
proteinas en electroforesis de doble dimensién observamos un mayor nimero de
especies a las previamente reportadas. Encontramos también, que la las especies mas
abundantes de actina se encuentran distribuidas uniformemente tanto en fracciones
enriquecidas para proteinas citoplasmaticas como para fracciones enriquecidas para
proteinas nucleo-kinetoplasto-flagelares. Adicionalmente, identificamos la presencia
de dos especies de actina basicas enriquecidas en la fraccién citoplasmatica y una
especie acida enriquecida en extractos nucleo-kinetoplasto-flagelares, que no habian
sido identificadas en lisados de parasitos completos. Los resultados sugieren la
presencia de especies de actina compartimento especificas en epimastigotes de T.
cruzi, que potencialmente puedan estar comprometidas con funciones especializadas
en dichos compartimentos.
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[V. ABSTRACT

Actin is one of the most abundant proteins in metazoans and is related to a large
number of functions in the cytoplasm and the nucleus. These functions are related
with the expression of different actin isoform. Each isoform has specific locations in
the cell, and a pattern of expression during development of different organisms. The
functions of actin are tightly regulated by posttranslational modifications. The
combination of actin isoform and posttranslational modifications are termed "species
of actin". The genome of T. cruzi have tree polymorphic sequence that codify for the
same form of “conventional” actin (called actin 1), and additionally other three loci
encoding other forms, different of conventional actin. Using a polyclonal serum
developed in our laboratory, we identified, in two dimensions electrophoretic assay,
the expression of different species of actin 1 during the development life cycle of the
parasite; but so far no studies that demonstrate that these species of actin have a
specific sub-cellular distribution. In this work we tried to identify a pattern of sub-
cellular distribution of the T. cruzi actin species that allows direct the study of their
functions. Using cellular fractionation techniques with Nonidet P-40 and separation of
proteins in electrophoresis two dimensions, we observed a greater number of species
to those previously reported, the most species of actin are distributed in both protein
fraction, cytoplasmic fraction and nucleus-kinetoplast-flagellum fraction, interestingly
we identified the presence of two additional basic species exclusively in the
cytoplasmic fraction and a separate, acidic species in the nucleus-kinetoplast-
flagellum fraction, that they were not identified in lysates of whole parasites. The
results suggest that a small number of species of actin is enriched in different
compartments of the parasite, suggesting a cellular sub-species distribution of actin in
epimastigotes of T. cruzi that can potentially be committed to specialized functions in
these compartments.
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V. INTRODUCCION
GENERALIDADES

El Trypanasoma cruzi, protista hemoflagelado de divergencia temprana, es el agente
causal de la tripanosomiasis americana o Enfermedad de Chagas que afecta a mas de 8
millones de personas en Latinoamérica (Zuma et al., 2014) por lo que es considerado
un importante problema endémico y socioeconémico (Kirchhoff, 2011). Podemos
distinguir dos fases en la enfermedad de Chagas, una fase aguda y otra crénica. La fase
aguda tiene una duracion de semanas a meses y es asintomatica o subclinica, lo que
dificulta el diagnéstico oportuno y su tratamiento precoz (Murcia et al., 2013). La fase
crénica, que continua a la fase aguda, tiene una duracién de afios y puede llegar a ser
letal, especialmente cuando afecta el corazén (Murcia et al, 2013; Zingales et al,
2012). Actualmente esta enfermedad es incurable, en la fase crénica (Garcia-
Bournissen et al,, 2011), causando mas de 10,000 muertes al afio como consecuencia
de dicha fase (Kirchhoff, 2011).

CICLO DE VIDA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Este parasito presenta un ciclo de vida enzodnico y digénico que alterna entre un
hospedero invertebrado, insecto perteneciente a la subfamilia Treatominae, y un
hospedero vertebrado, que incluye al ser humano (De Souza, 1984; Kirchhoff, 2011). A
lo largo de su ciclo presenta 3 estadios morfolégicos principales: el amastigote, el
tripomastigote y el epimastigote. El estadio de amastigote es una forma no flagelada
del parasito y con capacidad replicativa. El estadio de tripomastigote es una forma
flagelada pero no replicativa del parasito. El estadio de epimastigote es una forma
flagelada y replicativa (Murcia et al.,, 2013).

Su ciclo biolégico (ver ILUSTRACION 1) inicia cuando el insecto vector hematéfago
pica al hospedero vertebrado y deja sus deposiciones cercanas al sitio de la picadura.
Las deposiciones contienen los tripomastigotes metaciclicos, que son las formas
infectantes en mamiferos. Los tripomastigotes ingresan al cuerpo de los mamiferos a
través de la lesion en la piel dejada por la picadura del insecto vector. El
tripomastigote tiene la capacidad de infectar cualquier tipo de célula de mamifero. Al
infectar las células de los mamiferos, los tripomastigotes se transforman al estadio
replicativo de amastigote. El amastigote presenta varios ciclos replicativos dentro de
la célula de mamifero antes de liberarse al espacio extracelular como tripomastigote
sanguineo. En este punto, el tripomastigote sanguineo puede infectar a mas células del
hospedero mamifero o a un nuevo insecto vector. El insecto vector se infecta al
succionar sangre infectada del hospedero mamifero. Dentro del insecto vector, los
parasitos cambian a un estadio replicativo de epimastigote. En cuanto los
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epimastigotes alcanzan la cloaca del insecto vector, cambian nuevamente de estadio a
tripomastigote metaciclico, cerrando de esta forma su ciclo biolégico (De Souza, 1984;
Moncayo et al., 2009; Rassi et al., 2010).

Triatomine Bug Stages Human Stages
Trigtomine bug takes a blood meal
|passes metbsyeht Iypomattigotes in feces Metacyclic trypomastigotes
trypomastigates enter e wound or penetrate various cells at bite
mucasal membranes, such as the conjunciva) wound site. Inside calls thay

transform into amastigates,

/‘V

Metacyelic trypomastigotes

in h:ndg?

Multiply in midgut

Amastigobes multiply
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues.

and transform into

intracellular amastigotes

in new infection sites.

Clinical manifestations can

result from this infective cycle,

Triatomine bug takes
) a blood meal
Epimastigotes rypomashgebes ingested)

in midgut

;g} - vuacellular aﬁstigmes
' 4

transform into rypomastigotes,
then burst out of the cell
and enter the bloodstream
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[lustracion 1 Ciclo de vida del Trypanosoma Cruzi

Los tripomastigotes (1), presentes en las heces del insecto vector infectado, ingresan al cuerpo del hospedero
mamifero por la herida hecha por la picadura del insecto. Los tripomastigotes metaciclicos (2) infectan las
células de los mamiferos y cambian a un estadio replicativo de amastigote (3). Los pardsitos pueden al salir
de las células de mamifero infectada cambian a un estadio de tripomastigote sanguineo, que puede infectar
mds células del hospedero mamifero o a un insecto vector (5). El pardsito dentro del insecto vector cambia al
estadio de epimastigote (6), que es una forma replicativa (7). El pardsito al llegar a la cloaca del insecto
vector, cambia a al estadio de tripomastigote metaciclico (8), estadio infectante para mamiferos, cerrando asi
el ciclo. Tomado de la pdgina oficial de la CDC http://s www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html.

BIOLOGIA CELULAR DEL TRYPANOSOMA CRUZI

T. cruzi pertenece al grupo de tripanosomatidos, junto a Leishmania major y
Trypanosoma brucei. Los tripanosomatidos presentan estructuras celulares
caracteristicas de este grupo que las distinguen del resto de células de metazoarios,
que son: el corset sub-pelicular, el bastén paraflagelar (Field et al, 2009), una
mitocondria unica, el kinetoplasto (que corresponde al DNA mitocondrial altamente
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compactado) (Cavalcanti et al, 2009; Minocha et al, 2011), y un ntcleo que se
caracteriza por no desensamblar su envoltura nuclear durante la divisién celular
(Elias et al, 2007; Zuma et al, 2014). El corset sub-pelicular es una estructura
formada por haces de polimeros de tubulina llamados microtdbulos, subyacente a la
cara interna de la membrana citoplasmatica. La unica porcion de membrana
citoplasmatica no cubierta por el corset sub-pelicular es el bolsillo flagelar. El corset
sub-pelicular brinda una resistencia particular a la membrana citoplasmatica, que se
hace evidente durante los procesos de fraccionamiento celular (De Souza & Da Cunha-
e-Silva, 2003). El bolsillo flagelar es una invaginaciéon de la membrana citoplasmatica
(Field et al, 2009) (ver ILUSTRACION 2). El bolsillo flagelar esta relacionado a
procesos celulares como la endocitosis y exocitosis (Nolan et al., 2008). Del bolsillo
flagelar emerge el flagelo. El flagelo es un organelo multifuncional dnico, es decir los
parasitos son monoflagelados, que tiene un papel critico en la movilidad, quimiotaxis,
sefalizacidn celular e invasién de las células huésped (Friedberg, 2006). El flagelo esta
formado por dos estructuras: el bastén paraflagelar y el axonema (ver ILUSTRACION
2). El baston paraflagelar es wuna estructura proteinica exclusiva de los
tripanosomatidos y corre paralela al axonema (Ralston et al., 2009). El axonema es
una estructura altamente conservada de microtdbulos, organizada en el patron clasico
9+2 y es importante en la movilidad del parasito. El flagelo nace de una estructura de
nueve tripletes de microtibulos en forma de barril llamada cuerpo basal, analoga al
centriolo de los metazoarios (ver ILUSTRACION 2) (Ralston et al., 2009; Rocha et al.,
2006). Una vez que emerge por el bolsillo flagelar corre contiguo al cuerpo celular del
parasito, anclandose a lo largo de su trayectoria a la membrana citoplasmatica y el
corset sub-pelicular subyacente por una estructura especializada llamada FAZ (zona
de anclaje flagelar) (Ralston et al., 2009). El kinetoplasto es otra de las estructuras
exclusivas de tripanosomatidos y esta formada por los maxicirculos y minicirculos de
DNA mitocondrial altamente condensado (Cavalcanti et al, 2009; Minocha et al,
2011). El kinetoplasto esta fuertemente unido al cuerpo basal por el complejo de
anclaje tripartito (TAC) (ver ILUSTRACION 2). El TAC es una red de filamentos, de
naturaleza desconocida, que se extiende de la parte mas proximal del cuerpo basal a la
membrana externa de la mitocondria (primera parte), de la membrana externa a la
interna de la mitocondria (segunda parte), y de estd al kinetoplasto (tercera
parte)(Gull, 1999; Ralston et al., 2009).
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[lustracion 2: Estructuras relacionadas al flagelo en tripanosomatidos

El flagelo se origina del cuerpo basal (basal body), como una estructura de 9 dobletes periféricos de
tubulina (9+0). Al emerger del fondo del bosillo flagelar, el flagelo es recubierto por la membrana
citoplasmdtica, a la cual queda relacionada por las proteinas del “collar ciliar” (ciliary necklace) y el
collarete (collarette). Por encima de la placa basal (Basal plate), el flagelo presenta su estructura cldsica
9+2 (9 dobletes periféricos y un doblete central). El baston paraflagelar (PFR) y los filamentos de la zona
de anclaje flagelar (FAZ) acompanan al flagelo una vez que este sale del bolsillo. EL complejo de anclaje
tripartito (Tripartite attachment complex) estd formado por las proteinas que relacionan el kinetoplasto
(kinetoplast) con la membrana mitocondrial interna, las proteinas que atraviesan la membrana
mitocondrial interna y externa, y finalmente las proteinas que van de la membrana externa mitocondrial
al cuerpo basal. Tomado de Langousis, G, & Hill, K. L. (2014). Motility and more: the flagellum of
Trypanosoma brucei. Nature Reviews. Microbiology, 12(7), 505-18. doi:10.1038/nrmicro3274

ACTINA CONVENCIONAL

Actina “convencional” es una proteina fuertemente conservada y es la proteina mas
abundante en metazoarios. Actina esta relacionada a un diverso nimero de funciones
desde la endocitosis-exocitosis, diapédesis, mantenimiento de la forma celular,
transporte intracelular y la polarizacion celular en el citoplasma hasta la
remodelacion de la cromatina y la transcripcion en el nucleo (Chaponnier et al., 2004;
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Goodson et al.,, 2002; Hofmann, 2009; Perrin et al.,, 2010; Rubenstein et al., 2005).
Actina “convencional” es una subfamilia de la “familia de actinas” (Goodson et al,,
2002), en las cuales también se incluyen a las proteinas relacionadas a actinas (ver
[lustracion 3) (Goodson et al., 2002). Las proteinas relacionadas a actina (ARPs) se
caracterizan por tener un plegamiento parecido al de actina convencional y conservar
el dominio comin ATPasico caracteristico de la familia de actinas (Boyeret al., 2000).
Las ARPs se distinguen de actina convencional por inserciones y deleciones
especificas que permiten agruparlas en al menos 10 grupos diferentes (ARP1-10) (ver
[lustracion 3) (Boyer et al.,, 2000; Goodson et al.,, 2002). Las ARPs son importantes
para procesos celulares altamente conservados a lo largo de la evolucién (Boyer et al,,
2000; Goodson et al., 2002). Se ha reconocido otro grupo de proteinas similares a
actina que no son ARPs ni actinas convencionales. Estas proteinas similares a actina
han sido identificadas tanto en bacterias, como protistas y mamiferos (Carballido-
Lépez, 2006; Chadwick et al., 1999; Gordon et al., 2010; Hirono et al., 2003; Kato-
Minoura et al., 2003; Oh et al., 2013). A diferencia de las ARPs, estas proteinas no
parecen estar distribuidas ampliamente a lo largo de los diferentes phyla. Aunque
frecuentemente se han usado indistintamente, para evitar confusiones, Gordon and
Sibley propusieron limitar el uso del término “proteinas similares a actina” (Actin-like
proteins, Alp) a aquellas proteinas con similitud de secuencia a actina que no
pertenecen a ninguno de los tipos de las ARPs convencionales y que estan limitadas a
grupos taxon6micos especificos (Gordon et al., 2005).

La actina es una proteina globular, dividida en dos grandes dominios mediante una
hendidura profunda superior y otra hendidura inferior. Al fondo de la hendidura
superior se halla el sitio activo de union a ATP. El intercambio de ATP a ADP es un
factor de regulacion de polimerizacion de los filamentos de actina, llamados
microfilamentos. La hendidura inferior es pequefia y también se la ha denominado
“hendidura hidrofébica” por sus caracteristicas bioquimicas. La hendidura inferior es
el principal sitio o “target” de interaccion con las proteinas que modulan la actividad
de actina como las ABPs (proteinas de union a actina) (Dominguez et al., 2011). Las
hendiduras separan tridimensionalmente la proteina de actina en dos dominios
asimétricos: el dominio “mayor” y el dominio “menor”. En el dominio mayor se
encuentran los extremos N -terminal y C- terminal (Oda et al., 2009). Los dominios se
unen a través de la region “bisagra” formada por los aminoacidos de las posiciones
141-142 y 336-337. Los dominios giran uno sobre el otro, a manera de tijera, tomando
como eje la regidon visagra. El movimiento de los dominios estd relacionado al
intercambio de ADP por ATP al fondo de la hendidura superior, en presencia de iones
Ca2+. El intercambio de ADP por ATP favorece la polimerizacién de actina(Oda et al,,
2009) . Actina, como otras proteinas en eucariontes, es expresada como distintas
isoformas (Perrin et al., 2010). Las isoformas de actina se originan por la expresion de
diferentes genes que codifican para versiones similares de actina. Las isoformas de
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actina estan relacionadas a funciones especializadas en localizaciones intracelulares
especificas (Hofmann, 2009; North et al., 1994; Perrin et al., 2010; Terman et al,,
2013). La expresion de las isoformas de actina también esta relacionado a las etapas
de desarrollo de los organismos (Diaz-Camino et al., 2005; Jiang et al., 2002; Kuroda,
1985). En mamiferos, las isoformas de actina se han agrupado en 5 grupos: a-actina
cardiaca, a-actina de musculo liso, a-actina de musculo esquelético, B-actina y y-
actina. Las represiones de algunas isoformas de actina han resultado ser letales en
modelos murinos, como la delecién de a-actina cardiaca, a-actina esquelética, 3-actina
(Perrin et al., 2010). En estos modelos experimentales se observo sobre-expresion de
las otras isoformas de actina que fueron insuficientes para suplir las funciones de la
isoforma deletada (Perrin et al, 2010). Adicionalmente la actina, como otras
proteinas, sufre modificaciones postraduccionales (PTMs). Las PTMs comprenden
tanto la eliminacién de aminoacidos de la cadena polipeptidica de la proteina, como la
incorporacién de grupos funcionales en forma de monémeros o polimeros (Terman et
al,, 2013). Las PTMs ejercen un control fino en la dinamica de actina por modificaciéon
de las fuerzas intermoleculares que aumentan o disminuyen la afinidad a proteinas de
unién a actina (ABPs) (Terman et al., 2013). Las ABPs son un grupo de proteinas que
se une a actina y regulan las funciones en las que esta involucrada actina. Una de las
PTMs mas frecuentes de actina es la eliminacién de sus dos o tres primeros
aminoacidos y la acetilacion del nuevo extremo N-terminal (Terman et al, 2013).
Otras modificaciones también descritas para actina son la ADP-ribosilacién, la
arginilacion, la fosforilacion, la metilacion y la ubiquitinizaciéon (Terman et al., 2013).
Algunas PTMs de la actina se relacionan a su relocalizacion intracelular, como la
arginilacion de actina que promueve su traslocacidn hacia la lamella, borde lider de la
célula en movimiento, (Karakozova et al, 2006) o la sumoilaciéon de actina que
promueve la permanencia de la B-actina (Hofmann et al., 2009) en el nucleo (Dopie et
al,, 2012). La relocalizacion de proteinas por PTMs no es exclusiva de actina, sino muy
por el contrario, es un mecanismo ampliamente utilizado por la célula (Sakurai &
Utsumi, 2006; Solito et al., 2006), en vias de sefalizacion (Filtz et al., 2012; Kim et al,,
2012), o mecanismos celulares como la apoptosis (Puyal et al, 2013), donde
interesantemente un extremo de actina miristoilado es translocado a la mitocondria y
estd involucrado en la via de apoptosis dependiente de caspasas (Utsumi et al., 2003).
La combinacion de una isoforma especifica de actina con sus distintas PTMs se
denomina en conjunto “especies” de actina (Schliiter et al., 2009), este término es
sumamente util para definir las formas de actina cuya naturaleza bioquimica ain no
ha sido determinada por espectrometria de masas.
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[lustracion 3: Familia de actinas
Andlisis filogenético de la familia de actina en eucariontes. La familia de actinas estd formada por lo menos por 9 subfamilias: “Actina convencional” ampliamente estudiada y
relacionada a funciones tanto en el citoplasma como en el niicleo, ARP1 y ARP10 relacionado a complejos dindmicos de dineina; ARP2 y ARP3 involucrados en la regulacién de
la formacion de microfilamentos; ARP4, ARP5 y ARP8 comprometido con la remodelacion de cromatina; ARP6 de ubicacién nuclear pero cuya funcion no estd completamente
dilucidada. Tomado de Goodson, H. V & Hawse, W.F., 2002. Molecular evolution of the actin family. Journal of cell science, 115, pp.2619-2622.
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ACTINA EN TRIPANOSOMATIDOS

Las funciones de la actina en tripanosomatidos son poco conocidas. No hay estudios
sobre las funciones de actina en T. cruzi ni en L. major. En T. brucei, la inica funcién a
la que ha sido relacionada es a endocitosis (Garcia-Salcedo et al, 2004), y
aparentemente no esta involucrada en los procesos de exocitosis (Nolan et al., 2008).
Interesantemente, se ha visto que la represion de actina es letal en formas sanguineas
de T. brucei, pero no es asi para las formas prociclicas (Garcia-Salcedo et al., 2004).
Esto sugire una especializacion de las funciones de la actina estadio-especifica.

Es ampliamente aceptado que las funciones de actina se relacionan a localizaciones
intracelulares especificas (Galletta et al., 2010; Gandhi et al., 2008; Gieni et al., 2009;
Gomez et al, 2014; Rubenstein et al, 2005). Hay evidencias experimentales que
sugieren que esta caracteristica también estad conservada en tripanosomatidos
(Garcia-Salcedo et al., 2004). En Leishmania donovani, organismo estrechamente
emparentado con T. cruzi, se sugiere la presencia de la actina en nucleo, kinetoplasto y
flagelo (Sahasrabuddhe et al., 2004). Estos resultados fueron obtenidos por técnicas
de inmunofluorescencia confocal y microscopia electrénica de inmuno-oro en
preparaciones de nucleos y citoesqueleto (Sahasrabuddhe et al., 2004). En T. brucei se
ha identificado la presencia de actina relacionada al bolsillo flagelar durante la
endocitosis (Garcia-Salcedo et al., 2004). Los reportes de las localizaciones de la actina
identificados por inmunofluorescencia de epimastigotes de T. cruzi no han sido
homogéneos. Los primeros estudios de localizacién de actina en T. cruzi fueron hechos
por de Souza et al. en 1983. De Souza describe una fuerte presencia de actina paralela
al flagelo y una tenue seial en el cuerpo celular de epimastigotes de este parasito (De
Souza et al., 1983). Este patron es distinto al reportado por Mortara afios después,
quien utilizado el mismo antisuero de De Sousa (De Souza et al., 1983) y purificado
adicionalmente por afinidad con F-actina (forma de actina polimerizada,
microfilamentos), muestra que la actina se distribuye mas en el cuerpo del parasito
que en el flagelo (Mortara, 1989). De Melo et al. en 2008 y Cevallos et al. en 2011
concuerdan con este hallazgo, pero adicionalmente De Melo sugiere que la actina tiene
un patrén de distribuciéon puntiforme distribuido homogéneamente en el cuerpo del
parasito (De Melo et al.,, 2008), mientras que Cevallos observo una acumulacion de
actina cercana a la base del flagelo (Cevallos et al., 2011). Pese a la falta de consenso
de la distribuciéon subcelular de actina, todos los estudios confirman la presencia de
actina de T. cruzi al menos en el cuerpo celular, el flagelo (paralela al axonema) y en
una concentracién importante cercana a la base flagelar; no se ha demostrado la
presencia de la actina en kinetoplasto ni nucleo de T. cruzi. Esta variacion podria ser
un artefacto producto de diferentes métodos de preparacion de las muestras (Schnell
etal, 2012).
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VI. ANTECEDENTES DIRECTOS

Nuestro laboratorio inici6 la caracterizacién de actina de T. cruzi identificando las
secuencias codificadoras con ayuda de una sonda heterdloga para actina de A.
castellani. Se identificaron 3 copias del gen de actina, dos en el haplotipo No-
Esmeraldo y una en el haplotipo Esemeraldo(Cevallos et al., 2003). Las tres secuencias
polimérficas, con cambios conservados, codifican para una proteina idéntica de 376
aminodcidos, con una similitud del 93% a actina de T. brucei (Cevallos et al., 2003). En
el 2011 se gener6 un antisuero policlonal contra esta actina, lo que permitio
demostrar su presencia en los tres estadios del parasito (epimastigotes,
tripomastigotes y amastigotes) tanto por ensayos de inmunolocalizacién como por
ensayos de Western blot (WB) (Cevallos et al., 2011). Un resultado interesantemente
fue la presencia de 5 especies de actina diferentes para cada estadio del parasito
identificados por ensayos de electroforesis de doble dimensién (E2D) y WB. Las
especies de actina, reconocidas en epimastigotes, tienen un punto isoeléctrico (pI)
entre 4.5 a 5.0, mas acidos del punto teérico esperado 5.5 (Cevallos et al., 2011). Para
descartar que la identificacion de estas multiples formas de actina sea por
reconocimiento cruzado del antisuero (Cevallos et al., 2003), se hizo una busqueda
bioinformatica de secuencias similares en el genoma de T. cruzi. Se identificaron un
total de 12 loci que estan anotados como proteinas de la familia de las actinas: 4 loci
anotadas como actinas putativas (siendo uno de ellos el previamente caracterizado
por nosotros), 5 loci anotados como Alps y 3 anotados como ARPs (ARP2, ARP3 y
ARP6). Alineaciones de las secuencias proteinicas mostraron que son poco similares
entre si y poco similares con actina convencional (con identidades entre el 22 y el
51%). Un analisis filogenético identificd dos clados independientes, uno que contiene
la actina convencional y otro que agrupa el resto de proteinas de la familia de las
actinas (Cevallos et al., 2011) (ver Apéndice 1). Se valoré experimentalmente el
reconocimiento cruzado de nuestro anticuerpo con las otras formas de actina. El
trabajo de maestria de Josefina Mata Vadillo (Valdillo-Mata, 2009) demostré que
nuestro antisuero no reconoce la forma recombinante de la proteina anotada como
“actin-like 4”. El trabajo doctoral de Andrea Vizcaino (paralelo al desarrollo de esta
tesis) demostré que el anticuerpo tampoco reconoce a versiones recombinantes de
actinas 2, 3 y 4 expresadas en E. coli. Estos estudios sugieren que las especies de
actina de T. cruzi, reconocidas por el antisuero (Cevallos et al., 2003), son generadas
por PTMs de actina 1 y no son debidas a un reconocimiento cruzado con las otras
proteinas de la familia de las actinas.

Ya que algunas PTMs de la actina en eucariontes se han relacionado a localizaciones
subcelulares especificas y que las localizaciones subcelulares estan relacionadas
directamente a las funciones en las que esta proteina esta involucrada (Diaz-Camino
et al., 2005; Huang et al,, 1991; Jiang et al., 2002; Kuroda, 1985), nosotros esperamos
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encontrar algunas diferencias en la distribucion subcelular de las especies de actina 1
identificados en epimastigotes de T. cruzi (Cevallos et al, 2011). Iniciamos la
caracterizacidn con fracciones citoplasmaticas y nucleares porque el grupo de trabajo
tiene especial interés en estudiar la biologia molecular nuclear de este parasito.
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VII.OBJETIVOS

1. Objetivo general
Determinar la distribuciéon subcelular de las especies de actina en
epimastigotes de T. cruzi.

2. Objetivos especificos

e Estandarizar una técnica de fraccionamiento celular que permita obtener
fracciones citoplasmaticas y nucleares de epimastigotes de T. cruzi.

e I[dentificar las formas de actina presentes en extractos nucleares y
citoplasmaticos de epimastigotes de T. cruzi.
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VIII. METODOLOGIA

1. Cultivo de epimastigotes

Epimastigotes de T. cruzi cepa CL - Brener se mantuvieron en cultivo axénico (medio
LIT suplementados con 10% de Suero Fetal Bovino, 25 mg de Hemina, 10 mg de
Estreptomicina y 10,000 Ul de penicilina) a 27°C (Cevallos et al., 2003). Para
mantenerlos siempre en fase exponencial, fueron resembrandos cada tercer dia post-
cultivo.

2. Lisado completo de epimastigotes

Para los ensayos de electroforesis de una sola dimensiéon se cosecharon 50 x 106
parasitos, en fase media logaritmica (tercer dia post-cultivo), se lavaron en PBS (NaCl
137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4+ 10 mM, KH2PO4 1.8 mM, pH 7.4) y el pellet se lis6 en
100 pL de SDS - Sample Buffer (Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS 2%, Glicerol 25%, Azul
de bromofenol 0.01%) a 92° C por 5 minutos (concentraciéon final 0.5 x 106
parasitos/uL). Cada carril se cargé 5 x 10° parasitos equivalente a 20 ug de proteinas.
Para estudios de electroforesis de doble dimension (E2D), los epimastigotes se
lavaron tres veces en PBS, y luego se homogenizaron en una solucién de lisis (Tris-
base 60 mM, DTT 100 mM y SDS 2%) a una concentracion de 0.5 x 106 parasitos/pL.
El lisado se sonico6 3 veces a ~30% en equipo MSE Soniprep 150 por 15 segundos (con
intervalos de 45 segundos en hielo). Luego las muestras fueron desaladas (ver mas
adelante) antes de ser cargadas para el isoelectroenfoque - 1era dimension.

3. Anticuerpos

Como marcadores de fraccion citoplasmadtica se evaluaron los siguientes
anticuerpos: anticuerpo comercial anti-Factor de Elongacion 1 a de T. brucei (EFla),
clona CBP-KK1 - Millipore (cat# 05-235), el anticuerpo comercial anti-Gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa de Homo sapiens (GAPDH) - GenTex (cat# GT239), el
anticuerpo comercial anti-Fosfoglireratokinasa de T. brucei (PGK)- Abcam (cat#
ab89651), y un suero policlonal anti-Triosafosfato isomerasa (TIM) de Giardia lamblia
(gentilmente donado por el Dr. Gabriel Lopez del laboratorio del Dr. Horacio Reyes,
INP-México). Como marcador de fraccion nuclear se evalué el anticuerpo comercial
anti-Histona H3 de H. sapiens (H3)- Abcam (cat# ab1791) (ver Tabla 1).
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TABLA 1 ANTICUERPOS PROBADOS COMO MARCADORES DE FRACCIONES CITOPLASMATICAS Y NUCLEARES

Nombre Inmunédgeno . Espe’ue Aplicaciones  Especies reactivas Tipo suero Huésped Marca. MW
inmundgena Fracc.
Anti-EF1, clone CBP-KK1 — Crudo de proteinas T. brucei. WB, IP. Tripanosomatidos., Monoclonal Ratén Citoplas- 50 kDa
Millipore obtenido por Levaduras., matica
[cat# 05-235] cromatografia de Mamiferos.
afinidad con
calmodulina. Clona
CBP — KK1.
Anti-Histone H3 antibody - Péptido del aa 100 al Homo sapiens. IHC-Fr, CHIPseq, T. cruzi, Policlonal, Conejo Nuclear 17 kDa
Nuclear Loading Control and c-terminal de Histona Dot Blot, Flow Saccharomyces purificado por
ChIP Grade - Abcam H3.3 - Acc.# Cyt, IHC-P, pombe, afinidad
[cat# ab1791] NP_002098. Electron Saccharomyces inmunogénica
microscopy, cerevisiae,
ICC/IF, ChIP, IP, Toxoplasma gondii,
WSB, ChIP/Chip, Schistosoma
IHC - mansoni, Candida
Wholemount, albicans,
ICC. Cyanidioschyzon
merolae, Xenopus
laevis, Arabidopsis
thaliana,
Caenorhabditis
elegans, Drosophila
melanogaster.
Anti — triosephosphate Proteina Giardia lamblia. WB G. lamblia. Policlonal (antisuero  Ratén Citoplas- 27kDa
isomerase - Lab. Dr. Horacio recombinante de completo) matica
Reyes triosephosphate
[G1TIM] isomerase.
Anti-Trypanosoma brucei Péptido sintético T. brucei. ICC/IF, ICC, WB T. brucei. Policlonal (antisuero  Conejo Citoplas- 56 kDa
phosphoglycerate kinase derivado del dominio completo) matica 48 kDa
antibody - Abcam C—terminal de la
[cat# ab89651] Fosfoglicerato cinasa.
GAPDH antibody Proteina Homo sapiens. ICC/IF, IHC-P, Humano, raton, Monoclonal Raton Citoplas- 39 kDa
(glyceraldehyde-3-phosphate recombinante del aa. WSB. rata, Drosophila, matica

dehydrogenase) - GenTex
[cat# GT239]

1 al 335 de GADPH.
Acc.# AAF99678.

Zebrafish, levadura.

Marca. Fracc.: Marcador de fraccién citoplasmatica o nuclear; MW: Peso molecular esperado de la proteina reconocida por el anticuerpo.
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4. Fraccionamiento celular
a. Con NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic extraction reagents -
Thermo Scientific (Cat# 78833)

Se siguieron las indicaciones del fabricante. Todos los procedimientos se llevaron a
cabo a 4°C. Brevemente, se tomaron 180 x 106 epimastigotes, en el tercer dia de
crecimiento, luego de ser lavados tres veces con PBS se resuspendieron en 193 pL de
amortiguador hipoténico CER-I con inhibidor de proteasas (Protease Inhibitor
Cocktail 100X - Sigma Aldrich Cat#P8849), a una concentracion final de 1X.
Posteriormente se agregaron 10.58 pL de CER-II (para producir la lisis de la
membrana citoplasmatica), se centrifugé y el sobrenadante (fraccién citoplasmatica)
fue alicuotado y guardado a -70°C hasta su uso. El pellet se resuspendié en 193 uL de
NER con inhibidor de proteasas, a una concentracién final de 1X. Se incubé en hielo
por 40 minutos y luego se centrifug6 a 16,000 x g a 4°C por 10 minutos. El
sobrenadante se tomdé como fracciéon nuclear soluble y el pellet final se resuspendi6 en
50 pL de Sample Buffer.

b. Con Nonidet P-40 al 0.5%

Todos los procedimientos fueron realizados a 4° C. Al tercer dia de cultivo, se tomaron
500 x 106 epimastigotes, luego de ser lavados en PBS, se resuspendié en 9.5 mL de
amortiguador hipo-osmolar (Tris-HCI 10 mM, CaCl; 3mM, MgCl, 2mM), se transfirié a
Dounce Homogenizer 15 mL - Bellco y se agregé Nonidet P-40 (concentracion final de
0.5%). Luego de 10 minutos en hielo, se bajo y subio6 el embol6 del Dounce 10 veces
(con Pestle B: Clereance 0.001-0.003"). Se confirmé por microscopia la disrupcion de
las membranas celulares y liberacion de los nucleos. Se centrifugd a 1,000 x g, a 4° C
por 15 minutos. El sobrenadante, fraccion citoplasmatica, se retird, se desal6é (ver
método mas adelante), se cuantificé la concentraciéon de proteinas (en NanoDrop
1000-Thermo Scientific) y se precipitaron el equivalente de 125 pg en TCA 10%. El
pellet (fraccién nuclear), se resuspendié en amortiguador hipo-osmolar, se
homogenizé por sonicacion, se desald, se cuantifico la concentracion de proteina y las
proteinas se precipitaron con TCA 10% (en las mismas condiciones que se aplicaron a
los lisados completos de epimastigotes).
Como un intento de purificar la fraccién nuclear, disminuyendo los contaminantes
como detritos celulares y flagelos, se probaron dos tipos diferentes de gradiente de
densidad:
1) Sacarosa al 0.8M: El pellet (conteniendo los nucleos y flagelos) se coloc6
sobre un gradiente de densidad de sacarosa al 0.8 M (disuelta en
amortiguador hipo-osmolar), se centrifugé a 1, 000 - 5,000 x g, a 4° C
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por 15 minutos. El sobrenadante se descarto y el pellet, conteniendo los
nucleos, fue recuperado.

2) Percoll al 35% /Sacarosa al 0.75 M: El pellet se colocé sobre una
columna de Percoll al 35% - sacarosa al 0.75 M (disuelta en
amortiguador hipo-osmolar), se centrifugé a 60, 000 x g, a 4° C por 30
minutos (Shapiro et al., 1982). El sobrenadante se descart6 y el pellet,
conteniendo los nucleos, fue recuperado.

5. Desalado de la muestra (preparacion de las muestras para la
electroforesis de dos dimensiones)

Para disminuir la cantidad de sales, sustancias tensoactivas (detergentes) y otros
compuestos en la muestra que pudieran interferir con la primera dimension
(isoelectroenfoque), los extractos de células completas o fracciones celulares fueron
filtrados en columnas ilustra NAP-5 - GE Healthcare (cat# 17-0853-02). Las columnas
fueron previamente equilibradas con “’amortiguador de fosfatos” (NazHPO4 7.74 mM;
NaH2P0s4 2.26mM) y luego con “amortiguador de elucién” (NazHPOs4 7.74 mM;
NaH;PO4 2.26mM; CHAPS 2%), posteriormente se agreg6 la muestra a desalar. Se
tomaron alicuotas de 500 pL por decantacién y se cuantificé la concentraciéon de
proteinas en NanoDrop 1000 Spectrophotometer - Thermo Scientific a una
absorbancia de 280 nm, para identificar la alicuota con mayor concentraciéon de

proteinas.
6. Concentracion de la muestra

Para concentrar el equivalente a 125 pg de proteinas de la muestra (medidos en
Nanodrop), se agregé deoxicolato (DOC) a una concentracion final de 0.02% y acido
tricloroacético (TCA) a una concentracion final de 10%, se incub6 por 60 minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugé a 18,000 x g (4°C) por 10 min., se descartd el
sobrenadante y se realizaron dos ciclos de lavado con acetona 100% (-20°C).
Finalmente el pellet de proteinas precipitadas se solubilizé6 en “amortiguador de
rehidratacion” (150 pL de DeStreak Rehydratation Solution - GE Healthcare cat# 17-
6003-19, 1.5 pL de IPG buffer - GE Healthcare cat# 17-6000-86) y DTT a una
concentracion final de 0.2% (Técnica implementada en el laboratorio de Dra. Clara L.
Espitia Pinzon).

7. Electroforesis: Primera dimension

Tiras Immobiline DryStrip Gels pH 4-7, 7 cm - GE Healthcare (cat# 17-6001-10) se
hidrataron con 125 pL de las proteinas solubilizadas en “amortiguador de
rehidratacion” (antes descrito) se incubaron a temperatura ambiente por 16 horas. El
enfoque se hizo en un equipo Ettan IPGphor 3 Isoelectric Focusing Unit - GE
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Healthcare (cat# 11-0033-64), ajustado previamente a 20°C, en diferentes pasos:
gradiente 100 V, 150 V/h; paso 300 V, 200 V/h; gradiente 1000V, 300 V/h, gradiente
5000V, 4500 V/h; paso 5000V, 20000 V/h.

8. Electroforesis: Segunda dimension

Las tiras se equilibraron en “Amortiguador de equilibrio” (Urea 6 M, SDS 2%, Glicerol
20%, Tris-HCl pH 8.8 50 mM, DTT 2%), y luego se corrieron en geles de poliacrilamida
al 10% de 1.5 mm de grosor, en equipo Hoefer MiniVE Vertical Electrophoresis Sytem -
Hoefer (cat# 684020) a 40 mA por gel.

9. Western blot (WB)

Los geles de poliacrilamida fueron transferidos a membranas de PVDF Immobilon® P
- Millipore (previamente hidratadas en metanol) con amortiguador de Transferencia
(25 mM Tris - HCI, 192 mM Glicina, 20% Metanol), 1 hora a 350 mA constante, 100V, a
4° C. Se bloque6 con leche descremada al 5% en PBS. Se incub6 con las diluciones
correspondientes de anticuerpos primarios (anti- EFla 1:25,000; anti-H3 1:8,000;
anti-TIM 1:2,000; anti-PGK 1:100; anti-GAPDH 1:200) en una solucién de leche
descremada al 2% en PBS con Tritén X-100 al 0.05%. Luego de los lavados, se incub6
con los anticuerpos secundarios correspondientes (acoplados a peroxidasa) por 1
hora (1:50,000). Para la reaccién de quimioluminiscencia se utilizé SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate - Thermo Scientific (cat# 34080), segun
especificaciones del fabricante. Las sefales se registraron en placas Carestream®
Kodak® BioMax® XAR Film - Sigma Aldrich (cat# F5763EA).

10.Inmunofluorescencia

Los epimastigotes de T. cruzi o los fragmentos celulares, se fijaron en laminas
portaobjeto con paraformaldehido 4% en PBS y se permeabilizaron con Tritén X-100
0.5%, simultaneamente, por 10 minutos a temperatura ambiente. Se bloque6 con
albumina sérica bovina (BSA) 2% en PBS por 2 horas. Se incub6 con los anticuerpos
primarios diluidos en BSA 1% - PBS por una hora (anti-Actinal 1:400, anti-EFla
1:800, anti-Tubulina 1:800). Se realizaron 6 lavados y luego se incubaron con los
anticuerpos secundarios: Alexa 488 (verde) y Alexa 555 (rojo) diluidos a 1:400 en BSA
1% - PBS, por una hora en oscuridad. Para la tincién de nucleos se agreg6 TOTO-3 a
una concentracion de 2 puM (para microscopia confocal) o DAPI 1:1,000 de un stock de
5 mg/uL (para epifluorescencia), junto con la dilucién de anticuerpos secundarios. Las
muestras fueron vistas con microscopio confocal LSM 5 Pascal- Zeiss con laser de
argon/criptén y de helio/neédn y filtros BP 450-490 y BP 546/12, o con microscopio
de epifluorescencia Olympus BX51.
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[X. RESULTADOS

1. Seleccion de marcadores para fracciones citoplasmaticos y nucleares de
epimastigotes de T. cruzi.

El uso de marcadores en procedimientos de fraccionamiento celular es
imprescindible para comprobar la pureza de los extractos obtenidos. Los
anticuerpos comerciales desarrollados en metazoarios y utilizados como
marcadores tienen muy poca reactividad cruzada con epitopes de
tripanosomatidos, probablemente debido a su divergencia temprana, esto reduce
considerablemente el nimero de marcadores utiles para nuestro modelo.

El anticuerpo monoclonal comercial anti-EFla fue desarrollado contra un extracto
purificado de proteinas citoplasmaticas de T. brucei (Kaur et al.,, 1994), especie
estrechamente emparentada con T. cruzi, por lo que se probdé como posible
marcador citoplasmatico. Este anticuerpo monoclonal reconoce fuertemente dos
bandas en lisados completos de epimastigotes, una banda del peso esperado para
EFla (~50kDa) y frecuentemente otra de menor peso (~35 kDa) (ver Figura 1,
Panel B-carril 1), que podria corresponder a wuna forma truncada
(TcCLB.510119.9), que también ha sido descrita en Leishmania infantum (Kamoun-
Essghaier et al,, 2005), organismo estrechamente emparentado.

Otros marcadores citoplasmaticos evaluados fueron: TIM es una enzima glicolitica,
constitutiva y de localizacion citoplasmatica. El antisuero policlonal anti-TIM de G.
lamblia (protozoario flagelado del grupo de excavata, junto a T. cruzi) reconocio
dos bandas (~50 kDa y ~60 kDa), ninguna en el peso esperado para dicha proteina
(27 kDa), busquedas bioinformaticas no mostraron secuencias similares que
expliquen este reconocimiento cruzado. Se descarté el anticuerpo anti-TIM de G.
lamblia como posible marcador citoplasmatico (ver Figura 1, Panel B-carril 3). Los
anticuerpo comerciales anti-Fosfogliceratokinasa (PGK) (ver Figura 1, Panel B-
carril 4), desarrollado contra T. brucei, y anti-GAPDH de H. sapiens (ver Figura 1,
Panel B-carril 5), utilizado ampliamente como marcador de carga, reconocieron
bandas inespecificas en los ensayos de WB, por lo que no fueron seleccionados
como marcadores citoplasmaticos. Con estos resultados, el Unico marcador
citoplasmatico disponible para este proyecto fue el anticuerpo anti-EF1a.

Los anticuerpos contra histonas son utilizados ampliamente como marcadores
nucleares (Chen et al,, 2000; Golubovskaya et al., 2005; Tsuji et al., 2014) y es una
proteina fuertemente conservada entre especies evolutivamente distantes (Krebs
et al., 2014). El anticuerpo comercial anti-H3 fue desarrollado contra el extremo C-
terminal de la isovariante histona H3.3 de H. sapiens y su reactividad cruzada ya fue
reportada en lisados completos de T. cruzi (Respuela et al., 2008). En ensayos de
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WB observamos fuerte reconocimiento de una banda en el peso esperado
(~15kDa) e inconstantemente otras dos con menor intensidad (~31 y 66 kDa) (ver
Figura 1, Panel B-carril 2). Busquedas bioinformaticas, en el genoma de T. cruzi, no
mostraron proteinas similares a Histona H3 que explique el reconocimiento
cruzado con estas bandas.

Para caracterizar las fracciones celulares vistas por microscopia durante el
fraccionamiento celular, se evalu6 la utilidad de los marcadores previamente
seleccionados, anti-EFla y anti-Histone H3, en ensayos de inmunolocalizacion. En
preparaciones de pardasitos completos, la sefial del marcador citoplasmatico anti-
EFla fue adecuada, observamos una distribucion difusa de la sefial de EFla a lo
largo del cuerpo y flagelo del parasito (ver Figura 2 ). Por el contrario el marcador
nuclear anti-Histona H3 mostro6 sefial inespecifica a lo largo del cuerpo celular y el
flagelo por lo que no se utilizé posteriormente para estudios de inmunolocalizacién
(ver Figura 2 y Apéndice 3).
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FIGURA 1 Anadlisis de los marcadores citoplasmaticos y nucleares en
lisados completos de epimastigotes

Panel A: gel de poliacrilamida 12% de lisado total (Lt) de epimastigotes de
T. cruzi, a la izquierda marcadores de peso molecular (Pm). Panel B: WB de
lisados completos de epimastigotes, carril 1: anti- EFla; carril 2: anti-H3;
carril 3: anti-TIM; carril 4: anti-PGK; carril 5: anti-GAPDH.

FIGURA 2: Epifluorescencia de epimastigotes completos con anti-
EFlay con anti-Histona 3.

Microfotografias de epifluorescencia 100X de epimastigotes de T. cruzi en fase media
logaritmica vistas en campo claro con contraste de interferencia diferencial (DIC),
inmuno-marcados con anticuerpo primario anti-EF1a (verde), anti-Histona H3
(rojo) y niicleos tefiidos con DAPI (azul); la tltima columna muestra la composicién
(MERGE) de las imdgenes. Se muestra microfotografias representativas de distintos
campos en dos experimentos independientes.
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2. Caracterizacion de las fracciones citoplasmaticas y nucleares de
epimastigotes de T. cruzi con NE-PER™
Para obtener fracciones enriquecidas de proteinas citoplasmaticas y nucleares
se utilizaron técnicas de fraccionamiento celular, que son ideales para
enriquecer y analizar organelos intracelulares y complejos proteinicos (Huber
et al.,, 2003). La presencia del corset sub-pelicular de microtibulos complica los
procedimientos de fraccionamiento celular en tripanosomatidos (De Souza &
Da Cunha-e-Silva, 2003), razon por la cual muchos productos comerciales para
fraccionamiento son poco eficientes. NE-PER™ ha sido uno de los pocos
reportados con resultados adecuados en el fraccionamiento citoplasmatico y
nuclear de Leishmania donovani, miembro del grupo de tripanosomatidos junto
con T. cruzi (Kumar et al, 2009), por lo que se evalu6 su utilidad en este
proyecto.
En el fraccionamiento con NE-PER™ se obtienen tres fracciones: una fraccién
citoplasmatica, una fraccién nuclear y un precipitado final de restos celulares y
DNA gendémico al que denominaremos “pellet final”. Para los ensayos de WB se
cargé cantidades equivalentes de proteinas de cada muestra (lisado total,
fraccion citoplasmatica, fraccién nuclear).
El comportamiento de los marcadores citoplasmatico y nuclear no fue el
esperado en las fracciones obtenidas por este método. En los ensayos de WB, el
marcador citoplasmatico EFla se enriqueci6 en la fracciéon citoplasmatica pero
observamos un importante reconocimiento de este marcador en la fraccién
nuclear (ver Figura 3, Panel A), lo que sugeria una importante contaminacion
citoplasmatica de la fraccion nuclear. El marcador nuclear anti-Histona H3, que
debia estar enriquecido exclusivamente en la fracciéon nuclear, fue reconocido
principalmente en el pellet final (ver Figura 3, Panel B).
Actina fue reconocida en las tres fracciones. Observamos enriquecimiento de
actina en la fraccion citoplasmatica, mientras que en la fracciéon nuclear fue
escasa. Curiosamente observamos una significativa sefial de actina en el pellet
final, que fue incluso mayor a la observada en la fraccién nuclear (ver Figura 3,
Panel C).
Las fracciones corridas en geles de poliacrilamida y tefiidos con azul de
Coomasie muestran la integridad proteinica de las muestras (ver Figura 3,
Panel D). En el lisado total predomina una banda de 50 kDa, que corresponde a
tubulina. Tubulina es la proteina mas abundate en este parasito y es el
principal componente del corset sub-pelicular. En la fraccion citoplasmatica
hubo enriquecimiento de proteinas de bajo peso molecular (< 40 kDa),
mientras que en la fraccion nuclear se observé enriquecimiento de proteinas
de alto peso molecular (> 40 kDa). En el pellet final observamos principalmente
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5 bandas: una de 50 kDa aproxidamente, que corresponderia a tubulina, una
banda de 31 kDa aprox. de naturaleza no definida, y tres bandas que migran en
el rango de 14 a 18 kDa y que corresponden a las tres bandas de histonas (H2A,
H2B,H3 y H4) (Marques Porto et al.,, 2002), lo que correlaciona bien con el
enriquecimiento del marcador nuclear anti-Histona H3 en el pellet final visto
en los ensayos de WB, que se mencion6 previamente.

El seguimiento microscopico durante el fraccionamiento celular, es una técnica
recomendada para corroborar la correcta obtencion de las fracciones celulares
(De Souza & Da Cunha-e-Silva, 2003). El seguimiento microscopico del
fraccionamiento en nuestro modelo biolégico fue complicado por su reducido
tamafio (didmetro de trypanosomatido 2 um, didmetro de su nucleo 1.5 pm;
células HELA didmetro del nucleo 10 pm, largo de la mitocondria 1-2 pm) (De
Souza & Da Cunha-e-Silva, 2003; De Souza, 1984; Rocha et al., 2008; Rout et al.,
2001). Fue necesario emplear aumentos 6pticos de gran magnitud 100X (limite
de resolucién 0.2 pm) y contraste de interferencia diferencial (DIC) (Olympus,
manual del usuario) que nos permitieron observar estructuras finas como el
flagelo.

La fraccidon citoplasmatica se obtiene con los reactivos CER-1 y CER-II de NE-
PER™, Con el reactivo CER-I observamos aumento del volumen celular del
parasito (ver Figura 4, Panel superior derecho), sin compromiso de la
integridad de la membrana celular (corroborada por la exclusién del colorante
supravital Erytrosin B). Idealmente el reactivo CER-II solo debe romper la
membrana citoplasmatica y dejar integra la envoltura nuclear, pero al agregar
CER-II se produjo lisis completa del parasito quedando unicamente flagelos
libres en el medio (ver Figura 4, Panel inferior izquierdo). Los flagelos
permanecieron aparentemente integros hasta el final del proceso (ver Figura
4, Panel inferior derecho y Figura 5). La tinciéon con DAPI demuestra que el
DNA quedo libre, suspendido en el medio (ver Figura 5). En campo claro, no
observamos formas redondeadas, de tamafio homogéneo y bordes regulares
que sugiriese la presencia de ntcleos (ver Figura 5). Los resultados
evidenciaron que el fraccionamiento con este método es inadecuado para
obtener fracciones citoplasmaticas y nucleares de nuestro modelo biolégico.
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FIGURA 3: Comportamiento de los marcadores citoplasmaticos y nucleares en el
fraccionamiento celular con NE-PER

WB de lisado total (Lt), fraccién citoplasmdtica (Cit), fraccién nuclear (Nuc) y pellet final (Pf) obtenidos durante el
fraccionamiento celular de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con NE-PER. Incubados con anticuerpo monoclonal
anti-EFla (Panel A), suero policlonal anti-Histone H3 (Panel B) y suero policlonal anti-Actinal de T. cruzi (Panel C).
Gel de poliacrilamida (4/12%) como control de las muestras corridas en los ensayos de WB (Panel D). Se cargaron
cantidades equivalentes de proteinas en todos los carriles: 20 ug de proteina.
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Epimastigotes

CER-1y CER-II NER

FIGURA 4: Fraccionamiento de epimastigotes de T. cruzi con kit comercial NE-PER
Microfotografias 40X en DIC de epimastigotes de T. cruzi resuspendidos en: PBS (panel superior izquierdo),
CER-I (Panel superior derecho), CER-1y CER-II (panel inferior izquierdo) y NER (Panel inferior derecho). Las
flechas negras resaltan la presencia de flagelos libres cuando los epimastigotes se resuspendieron en CER-I,
indicativo de lisis de epimastigotes.
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FIGURA 5: Lisis completa de parasitos con reactivo CER-II

Paneles A, B y C: microfotografias 100X representativos de experimentos independientes en DIC (columna izquierda)
y control con DAPI (columna derecha) tomadas luego que los pardsitos se lisaron en CER-II y se resuspendieron en
NER.
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3. Caracterizacion de las fracciones citoplasmaticas y nucleares de
epimastigotes de T. cruzi con Nonidet P-40 0.5%
Debido a que el fraccionamiento con NE-PER™ fue inadecuado, se optd por
obtener nucleos por un método que ha sido ampliamente aplicado en L. major
(Martinez-Calvillo et al., 2004; S Martinez-Calvillo et al., 2001; Martinez-
Calvillo et al., 2003), organismo estrechamente emparentado con T. cruziy con
el que comparte la misma estructura celular (Gull, 1999). Este método permite
obtener extractos enriquecidos de nucleos por lisis de la membrana
citoplasmatica en Nonidet P-40 al 0.5%. Nonidet P-40 es un surfactante no
iobnico que se caracteriza por la lisis selectiva de la membrana citoplasmatica
sin alterar la envoltura nuclear. Este método ha sido empleado con éxito en
nuestro laboratorio para ensayos de “Run-On” en T. cruzi (Hernandez et al,,
2012; Nepomuceno-Mejia et al., 2010).
El marcador citoplasmatico EFla se enriquecié en la fraccion citoplasmatica
pero también se observo sefial en la fraccién nuclear (ver Figura 6, Panel A).
Por otro lado el marcador nuclear, Histona H3 se vio claramente enriquecido
en la fraccion nuclear y completamente ausente en la fraccion citoplasmatica
(ver Figura 6, Panel B). Actina se enriqueci6 en la fraccion citoplasmatica en
comparaciéon con la fraccién nuclear (ver Figura 6, Panel C). El control de la
integridad proteinica de las muestras, visto en geles de poliacrilamida tefiidos
con azul de Coomasie, mostr6 una banda de 50 kDa predominante en el lisado
total y en la fraccidn nuclear, que corresponde a tubulina (ver Figura 6, Panel
D). Ademas, en la fraccion nuclear observamos enriquecimiento de las 3
bandas correspondientes a histonas en el rango de pesos de 14 a 18 kDa
(Marques Porto et al., 2002).
El seguimiento microscépico con DIC del proceso de fraccionamiento mostro
que la mayor parte de los nucleos obtenidos por este método queda
relacionado a su flagelo y kinetoplasto. Los epimastigotes (ver Figura 7, Panel
A) al ser resuspendidos en amortiguador hiposmolar se tornan redondeados
(ver Figura 7, Panel B), con flagelos moviles y sin pérdida de la integridad de la
membrana citoplasmatica (exclusion del colorante supravital Erythrosin B).
Luego de agregar el Nonidet P-40 a una concentracion final de 0.5% (ver
Figura 7, Panel C) observamos lisis de la membrana citoplasmatica, quedando
restos celulares de sustancias amorfas (ver Figura 7, Panel C: puntas de flecha
negra) que contiene una estructura central redondeada, que corresponde al
nucleo (ver Figura 7, Panel C: control con DAPI). Los nucleos (ver Figura 7,
Panel D: flecha negra) quedan asociados a en mas del 90% a su flagelo (ver
Figura 7, Panel D: flecha blanca) y al Kinetoplasto (DNA mitocondrial
sumamente condensado, que se observa como una sefial lineal intensa de DAPI
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contigua a la sefial redondeada y mas débil del nucleo). Pese a los golpes con
Dounce no se logré liberar los flagelos y kinetoplastos de los nucleos. Los
intentos para purificar los escasos nucleos libres de flagelos y kinetoplastos
por gradientes de densidad de sacarosa al 0.8 M (ver Figura 9 y Apéndice 4) o
sacarosa 0.75 M - Percoll 35% (ver Figura 8 y Apéndice 4) no mejoraron los
resultados.

Por ensayos de epifluorescencia de la fraccién nuclear, observamos la
presencia de EFla a lo largo del flagelo y en el detritus que rodea el ntcleo de
(ver Figura 10), lo que correlaciona con la sefial de EFla vista en los ensayos
de WB de la fraccion nuclear. Estos resultados muestran que la fraccidon nuclear
obtenida por este método es un enriquecido de proteinas nucleares, flagelares
y del kinetoplasto.

Para determinar si la sefial de actina, tiene una localizacion nuclear, flagelar o
en el kinetoplasto, ubicaciones de actina reportadas en Leishmania donovani
estrechamente relacionado con T. cruzi (Sahasrabuddhe et al, 2004), se
hicieron ensayos de inmunolocalizacién. En las imagenes de epifluorescencia
(Apéndice 5) y microscopia confocal (ver Figura 11) observamos sefial intensa
de actina entre la base del flagelo y el kinetoplasto, también se observé sefial
de actina paralela al flagelo, y una sefial difusa rodeando al nuicleo (que
corresponde a la sustancia amorfa, antes descrita); no observamos sefial de
actina al interior del ndcleo (ver Figura 11 y Apéndice 5).

Aprovechando una exhibicion del microscopio de superresolucion Carl Zeiss
LSM880 con sistema AIRYSCAN hicimos un analisis preliminar de la
distribuciéon de actina y tubulina tanto en epimastigotes completos como en
nuestra fraccion nucleo-kinetoplasto-falgelar. En las imagenes obtenidas
identificamos una concentraciéon considerable de actina al interior del
kinetoplasto, en preparaciones de parasitos completos (ver Figura 12) que se
pierde en la preparacion de nucleos (ver Figura 13). Por otro lado,
observamos un agregado independiente de actina en la regiéon comprendida
entre el kinetoplasto y la base del flagelo que no parece pertenecer al bosillo
falgelar, tanto en preparaciones de parasito completo como en las
preparaciones de nucleo, (ver Figura 12 y Figura 13). Las imagenes de
superresolucion muestran claramente que la acumulacién de actina esta por
debajo del cuerpo basal (nacimiento del flagelo) mientras que el fondo del
bolsillo flagelar esta por encima del cuerpo basal, en la zona de transicion del
flagelo (Field et al., 2009; Langousis et al., 2014) (ver Figura 12). En las
imagenes de superresoluciéon tomadas de las muestras nucleo-kinetoplasto-
flagelares, obtenidas por fraccionamiento de epimastigotes en Nonidet P-40 y
permeabilizadas en Triton X-100 (para los ensayos de inmunofluorescencia)
observamos la pérdida de la sefal de actina en el kinetoplasto, pero persiste el
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cumulo de actina entre el kinetoplasto y el flagelo, siendo este ultimo resistente
al procesamiento con los detergentes antes mencionados (ver Figura 13).
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FIGURA 6: Comportamiento de los marcadores citoplasmaticos y nucleares en el
fraccionamiento celular con Nonidet P40 0.5%

WB de lisado total (Lt), fraccion citoplasmdtica (Cit), y fraccién nuclear (Nuc) obtenidos durante el fraccionamiento
celular de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con NP40 0.5%. Incubados con anticuerpo monoclonal anti-EF1a
(Panel A), suero policlonal anti-Histone H3 (Panel B), suero policlonal anti-Actinal de T. cruzi (Panel C). Gel de
poliacrilamida (4/12%) como control de las muestras corridas en los ensayos de WB (Panel D). Se cargaron
cantidades equivalentes de proteinas en todos los carriles: 20 ug de proteina.
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FIGURA 7: Fraccionamiento de epimastigotes de T. cruzi con Nonidet P-40 0.5%
Microfotografias 100X en DIC (columna izquierda) y control con DAPI (columna derecha) de epimastigotes
resuspendidos en: PBS (Panel A), amortiguador hiposmolar (Panel B), Nonidet P-40 al 0.5% (Panel C) y
luego de los golpes con Dounce (Panel D). En el Panel C, se observa epimdstigotes antes (puntas de flecha
blanca) y después (puntas de flecha negras) de la ruptura de la membrana citoplasmdtica por accién del
Nonidet P-40. En el Panel D, se sefiala con flechas negras los niicleos y con la flecha blanca el flagelo.
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FIGURA 8 Ensayo de purificacion de nicleos con Percoll al 35% con sacarosa al 0.75 M.
Microfotografias tomadas luego de pasar el extracto nuclear, obtenido por el fraccionamiento de epimastigotes en
Nonidet P-40, a través de una columna de Percoll al 35% con sacarosa al 0.75 M. Paneles Ay B a 40X en DIC, Panel C a
100X en DIC con su control con DAPI (Panel D), Paneles Ey G a 200X con sus controles de DAPI (Panel F y H).
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FIGURA 9 Ensayo de purificacion de nucleos sacarosa al 0.8 M.
Microfotografias tomadas luego de pasar el extracto nuclear, obtenido por el fraccionamiento de epimastigotes en Nonidet P-40, a través

de una columna de sacarosa al 0.8 M. Todos los paneles corresponden a un aumento de 40X. Se muestran campos distintos de dos ensayos
independientes.
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FIGURA 10: Epifluorescencia con anti-EF1a de la fraccidn nuclear de epimastigotes obtenidos por
el fraccionamiento celular con Nonidet P-40

Microfotografias 100X de epifluorescencia de la fraccion nuclear (enriquecido de niicleos, kinetoplasto y flagelos) de
epimastigotes de T. cruzi obtenidos por el protocolo de fraccionamiento celular con Nonidet P-40 al 0.5% incubados
con anti-EF1a. Paneles A-E muestran diferentes campos de un mismo experimento. DIC: campo claro con contraste
de interferencia diferencial; EF-1a: Sefial del anticuerpo primario anti-EF1a; DAPI: tincion de niicleos con DAPI;
MERGE: composicidn de las imdgenes de fluorescencia.
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FIGURA 11: Epifluorescencia de fracciéon nuclear (enriquecido
niucleo-kinetoplasto-flagelar)

Microfotografias de epifluorescencia 100X de la fraccion nuclear
(enriquecido niicleo-kinetoplasto-flagelar) obtenida por el fraccionamiento
celular con Nonidet P-40 de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.
Microfotografias representativas de dos ensayos independientes. DIC: campo
claro con contraste de interferencia diferencial; Act: anti-Actina 1; Tub :anti-
tubulina; DAPI: tincién de niicleos con DAPI; MERGE: composicion de las
imdgenes de inmunofluorescencia (MERGE).
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FIGURA 12 Microscopia confocal de epimastigotes de Trypanosoma cruzi
Serie de microfotografias z-stack 100X confocales de superresolucion (microscopio Carl
Zeiss LSM880 con sistema AIRYSCAN) de preparaciones de pardsitos completos de un
epimastigotes de T. cruzi. Las imdgenes corresponden a planos confocales (z-stack) de un
solo pardsito. El niicleo (n) y el kinetoplasto (k) estd tefiido con TOTO3 (pseudo-color
magenta); la sefial de actina (ACT) es de color rojo, y tubulina (TUB) de color verde.
Resalta una importante acumulacion de actina entre la regién que corresponde a la base
del flagelo (fv) y el kinetoplasto (k), que lo resaltamos con un asterisco (*) en las ldminas
1-11. También resalta la presencia de actina dentro del kinetoplasto, ldminas 5-12.
Observamos la sefial de tubulina (TUB) predominantemente periférica, rodeando el
cuerpo celular a manera de una jaula. El flagelo formado por tubulina (TUB) estd
acompariado por una sefial paralela espiralada de actina (ACT), [dminas 11-18.
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FIGURA 13 Microscopia confocal de fracciéon nuclear obtenida por fraccionamiento con Nonidet P-40

De Panel 1 al 9: Serie de microfotografias 100X de superresolucién (microscopio Carl Zeiss LSM880 con sistema AIRYSCAN), de los planos confocales (z-stack) de la fraccion
nuclear (enriquecidos nicleo-kinetoplasto-flagelares) obtenida con Nonidet P-40 al 0.5%. El niicleo(n) estd tefiido con TOTO3 (pseudo-color azul), tiene forma ovalada y la
sefial es tenue que contrasta con la intensa sefial lineal del kinetoplasto (k), ubicado por debajo y a la izquierda del niicleo; la sefial de actina (*) de color rojo es
completamente extranuclear, con un acumulacién puntual contigua al kinetoplasto y al niicleo (inferior derecha). Se obserca una sefial tenue de actina que acompariia
paralelamente al flagelo (f) de color verde.



4. Distribucion de las especies de actina en las fracciones obtenidas con
Nonidet P-40 al 0.5%.
Para demostrar si existe una distribucion diferencial de las especies de actina
en las fracciones obtenidas se hicieron ensayos de WB de E2D de cantidades
equivalentes de proteinas de las fracciones citoplasmatica y nuclear, obtenidas
por el método de fraccionamiento con Nonidet P-40. La técnica de
electroforesis en dos dimensiones (E2D) permite la separacion de las proteinas
por dos parametros independientes, el punto isoeléctrico (pI) en la primera
dimension mediante Isoelectroenfoque (IEF) y en la segunda dimensidon por la
masa molecular en geles de poliacrilamida con SDS (L6pez, 2007).
En las membranas transferidas de los ensayos de E2D y tefiidas con azul de
Coomassie, observamos que el perfil proteinico es distinto para cada fraccién
(ver Figura 14). Las dos proteinas mdas abundantes en el lisado total (ver
Figura 14, Panel A) y en la fraccion nuclear (ver Figura 14, Panel C)
estuvieron en el peso de 50 kDa y tuvieron un p/ cercano a 5.0, una de ellas fue
reconocida por el anticuerpo monoclonal anti-tubulina (isoforma a) en ensayos
de WB. Estas proteinas no fueron abundantes en la fracciéon citoplasmatica (ver
Figura 14, Panel B). En la fraccién citoplasmatica la proteina mas abundante
peso alrededor de 100 kDa y tiene un p/ entre 5.0 y 5.5 (ver Figura 14, Panel
B).
En los ensayos de WB de la E2D observamos la presencia de seis especies de
actina en lisados de parasitos completos, con p! en el rango de 5.5 y 6.0 (ver
Figura 15, Panel A, puntos 1-6), especies que también estan presentes en la
fraccion citoplasmatica y nuclear, en proporciones similares. En la fraccién
citoplasmatica observamos adicionalmente dos especies de actina mas basicas
con un pl en el rango de 5.5 a 6.0 (ver Figura 15, Panel B, puntos 7 y 8); estas
especies poco abundantes no fueron reconocidos nuestros ensayos de E2D de
cantidades equivalentes de proteinas de lisados de parasitos completos (ver
Figura 15, Panel A y B). En la fraccidn nuclear observamos el enriquecimiento
de una especie de actina mas basica exclusiva de la esta fraccion nuclear, con
un p/ en el rango de 5.0 a 5.5 (ver Figura 15, Panel C, punto 7).
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FIGURA 14: Electroforesis de doble dimensiéon de epimastigotes, fraccion citoplasmatica y
fraccion nuclear

Membrana de E2D, tefiida con azul de Coomasie. Panel A: lisado total, Panel B: fraccién citoplasmdtica y Panel C:
fraccion nuclear de epimastigotes de Trypanosoma cruzi en fase media logaritmica, obtenida por el método de
fraccionamiento en Nonidet P-40. A la izquierda estdndares de peso molecular, en la parte superior la escala de pH 4-7,
los cuadrados de borde blanco corresponde al drea donde estdn los puntos (“spots”) de actina identificados por WB
(ver Figura 15), a la derecha se muestra ampliaciones de dichas dreas. Se cargé el equivalente a 120 ug de proteina
para cada fraccion.
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FIGURA 15: Especies de actina reconocidos en lisado total, fracciéon citoplasmatica y fracciéon
nuclear de epimastigotes de T. cruzi.

WB de especies de actina reconocidas por suero policlonal anti-Actinal en fracciones obtenidas con Nonidet P-40 de
epimastigotes de T. cruzi. Panel A: lisado total, Panel B: fraccién citoplasmdtica y Panel C: fraccion nuclear. A la
izquierda pesos moleculares; en la parte superior, de cada panel, el rango de pH; a la derecha ampliaciones de las
especies de actina reconocidas en cada fraccion. Se asigno arbitrariamente del 1 al 6 las formas mds abundantes y
presentes en todas las fracciones.
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X. DISCUSION

En este trabajo demostramos la presencia de 6 especies de actina 1 presentes tanto en
lisados completos de epimastigotes, como en fracciones enriquecidas para proteinas
citoplasmaticas y fracciones enriquecidas para proteinas nucleo-kinetoplasto-
flagelares; ademas los resultados sugieren la presencia de especies de actina 1 poco
abundantes, que parecen tener una distribucion diferencial en epimastigotes de T.
cruzi. Las 6 especies de actina 1 predominantes tanto en lisados completos, como en
las fracciones enriquecidas para fracciones citoplasmatica y nucleo-kinetoplasto-
flagelares; tienen un pl en el rango de 5.5 y 6.0, que correlaciona bien con los
hallazgos reportados por Beghini et al (Beghini et al.,, 2012) y son similares a los vistos
en otros metazoarios (Bremer et al., 1981; Carlén et al., 2005; Zechel et al., 1978) (ver
Figura 15 ). La diferencia en el pl de las especies de actina encontradas en este
trabajo y las reportadas por nuestro laboratorio anteriormente (Cevallos et al., 2011)
puede deberse a cambios fenotipicos de la expresion de especies de actina que sido
reportado en parasito unicelulares mantenidos en medios axénicos, como T. vaginalis
(Cuervo et al,, 2008), que seria interesante investigar. Ademas, el pI de actina también
puede variar dependiendo del procesamiento de la muestra corrida en el IEF (Diaz-
Caminoet al., 1999; Ma et al., 2012).

En cuanto al nimero de especies identificadas en lisados de parasitos completos, en el
trabajo previo de nuestro laboratorio se report6 solo 5 especies de actina (Cevallos et
al., 2011); las diferencias con el actual trabajo, donde reportamos 6 especies, se debe a
que duplicamos la carga proteinica por gel de doble dimensién (60 pg Vs 120 pg) y
usamos el antisuero anti-actina 1 mas concentrado, lo que permitié reconocer una
forma acida poco abundante (ver Figura 15, Panel A, punto 1). Adicionalmente, en el
lisado de parasitos completos, el antisuero anti-actina 1 reconoce proteinas de peso
molecular menor a 37 kDa y mayores a 50 kDa, en el rango de pl de 5.0 a 6.5, que
probablemente sean debidos a reconocimiento cruzado por la naturaleza policlonal de
nuestro antisuero. En la fraccion citoplasmatica identificamos la presencia de dos
especies de actinas mas basicas, con p/ entre 6.0 y 6.5 (ver Figura 15, Panel B, puntos
7'y 8) en el peso esperado para actina 1, que no han sido reportados hasta el momento
en tripanosomatidos. En la literatura revisada no se encontré antecedentes de formas
basicas de actina por PTMs que estén enriquecidas en fracciones citoplasmaticas. Por
otro lado, en enriquecidos nucleo-kinetoplasto-flagelares se observd el
enriquecimiento de una especie de actina 1 mas acida con pI menor a 5.5 (ver Figura
15, Panel C, punto 7), pero debemos considerar que la mayor parte de actina 1
reconocida en esta fraccion esta asociada al flagelo (ver Figura 11 y Apéndice 5).
Llama la atencidn la falta de reconocimiento de las especies de actina 1 observadas en
las fracciones (citoplasmicas y nucleares) y que no fueron observadas en el lisado
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completo del parasito, pese a que los ensayos fueron realizados con muestras
provenientes del mismo cultivo, procesadas simultdneamente y con los mismos
tiempos de exposicion. Esto puede ser explicado por la principal fortaleza de los
métodos de fraccionamiento. Los métodos de fraccionamiento permiten purificar o
enriquecer un compartimento, reduciendo la complejidad proteinica de la muestra;
esto aumenta la concentraciéon relativa de sus componentes que hace posible
identificar proteinas o espeices de proteinas poco abundates que antes escapaban al
limite de deteccion (Von Hagen et al, 2013). Resulta interesante el numero de
especies de actina 1 identificadas en epimastigotes. En metazoarios, las PTMs estan
relacionadas a localizaciones especificas en la célula (Hofmann et al, 2009;
Karakozova et al, 2006; Puyal et al, 2013) y a la regulaciéon de la interaccién
intermolecular de actina con otras proteinas, como las ABPs (proteinas de unién a
actina), que estan directamente relacionadas a la regulacion de sus funciones
(Dominguez et al., 2011; dos Remedios et al.,, 2003; Furukawa et al,, 1997; Gandhi et
al., 2008). Esto sugeriria que la regulacién de la dinamica de actina en T. cruzi seria
fundamentalmente por PTMs y no por la expresiéon de isoformas, como se ve en
metazoarios (Perrin et al., 2010).

No observamos sefial de actina 1 nuclear en imagenes de epifluorescencia (ver Figura
11 y Apéndice 5) ni confocales (ver Figura 13) de la fraccién nucleo-kinetoplasto-
flagelar; tampoco se observd actina 1 nuclear en preparaciones de parasitos
completos (ver Figura 12 y Apéndice 3 ), que correlaciona bien con lo reportado por
Cevallos et al,, 2011; De Melo et al., 2008; De Souza et al., 1983; Kalb et al., 2013; pero
contrasta con los hallazgos de Sahasrabuddhe et al. 2004, quienes identificaron actina
en el ndcleo de L. donovani, organismo estrechamente relacionado con T. cruzi, por
ensayos de microscopia electrénica de inmuno-oro y ensayos de inmunofluorescencia
confocal (Sahasrabuddhe et al, 2004). Esta diferencia podria explicarse por los
diferentes métodos de permeabilizacién y fijacién de la muestra (Schnell et al., 2012).
Por otro lado, la falta de un marcador nuclear soluble no nos permite asegurar que no
se haya comprometido la integridad de la envoltura nuclear y que de esta manera
proteinas solubles, como actina, escapen de los nuicleos durante el procesamiento de
las muestras.

La obtenciéon de nucleos puros no fue posible por ninguno de los dos métodos
probados en esta tesis. El fraccionamiento celular en tripanosomatidos es complicado
por la presencia del corset sub-pelicular (De Souza & Da Cunha-e-Silva, 2003).
Nuestros resultados muestran que hay una fuerte relacion entre el nucleo, el flagelo y
el kinetoplasto de estos parasitos, que es dificil de romper con el uso de sustancias
tensoactivas (Nonidet P-40) incluso con ayuda de disrupcién mecanica (dounce), (ver
Figura 7, Figura 10, Figura 11). En la bibliografia revisada solo estan reportadas dos
técnicas para la obtencién de fracciones nucleares en tripanosomatidos (Rout et al.,
2001; Shapiro et al., 1982). En ambos trabajos purifican los nuicleos por gradiente de
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densidad, Shapiro y Doxsey lo hacen en una columna de Percoll al 35% con sacarosa al
0.8 M, y Rout y Field lo hacen con sacarosa al 0.3 M con PVP al 8%(Rout et al., 2001).
La desventaja de ambas técnicas es la contaminacion de la fraccion citoplasmatica con
la nuclear debido al us6 de fuerzas mecdanicas de cizallamiento o disrupcién por
cavitacion que lisan el parasito de forma inespecifica. En ninguno de los dos trabajos
reportados (Rout et al, 2001; Shapiro et al., 1982), que usan las técnicas antes
mencionadas, se descartdé la presencia de tubulina para confirmar o descartar la
contaminacion flagelar en las muestras extraidas, un contaminante importante como
lo muestra nuestro trabajo en las fracciones nucleares del parasito. Nuestros intentos
por purificar nucleos por gradiente de densidad con sacarosa 0.8 M (ver Figura 9) y
Percoll 35% - sacarosa 0.75 M (ver Figura 8) mostraron resultados muy modestos, ya
que en ambas preparaciones los flagelos completos o fragmentos de flagelos
permanecen unidos a los nucleos. La fuerte unién entre el kinetoplasto y el flagelo
podria estar relacionada a la presencia del “complejo de anclamiento tripartito”
(Ralston et al., 2009), pero no hay una estructura descrita hasta el momento que
explique la unién del kinetoplasto y/o flagelo al nuicleo. Interesantemente, se sabe que
actina ancla el cuerpo basal del flagelo al nticleo en G. lamblia (Benchimol, 2005), que
es un protista parasito flagelado del grupo de los excavatas, al que también pertenece
T. cruzi, lo que abre un interesante campo de estudio.

Otro dificultad técnica con los procesos de fraccionamiento en este modelo biolégico
es la falta de marcadores adecuados. Actualmente no se cuenta con marcadores
comerciales especificos para tripanosomatidos. De los anticuerpos probados, solo el
anti-EF1la y anti-Histona H3 mostraron reconocimiento de bandas en el peso esperado
para las proteinas en ensayos de WB. Sin embargo no fueron tutiles en ensayos de
inmunolocalizacién. Anti-Histona H3 present6 reconocimiento inespecifico a lo largo
de todo el cuerpo del parasito. Anti-EF1la mostré reconociento difuso a lo largo del
cuerpo del parasito, comportamiento esperado, pero también a lo largo del flagelo,
que sugiere una relacion entre EFla y tubulina. Se ha reportado la relacion de EFla y el
citoesqueleto de tubulina en otros organismos (Clore et al., 1996), que podria explicar la
presencia de EFla en la fraccion nuclear, donde hay una importante contaminacion
flagelar.

Un hallazgo interesante, que resalta en las membranas tefidas con azul de Coomassie
de ensayos de E2D es que actina no es una de las proteinas mas abundantes de la
célula (ver Figura 14), ni mucho menos la mas abundante, como en otros eucariontes
metazoarios (Oda et al., 2009; Pollard et al., 2003; Ruan et al., 2007) o incluso en
protistas flagelados como Trichomonas vaginalis (Cuervo et al.,, 2008), miembro del
grupo de excavatas. Considerando el pequefio numero de ARPs, moléculas que
modulan la actividad de actina, descrito para T. cruzi (De Melo et al., 2008) y la poca
cantidad de esta proteina en T. cruzi, sugeriria que el sistema de actina en T. cruzi esta
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relacionado a un menor numero de funciones (Garcia-Salcedo et al., 2004; Nolan et al.,
2008), en comparacion a los metazoarios.

Existe una importante acumulaciéon puntual de actina dentro del kinetoplasto del
parasito y otro agregado independiente de actina en la regiéon comprendida entre el
kinetoplasto y la base del flagelo (ver Figura 12 y Figura 13). Estos hallazgos
incidentales, no son estrictamente el objetivo central del trabajo, pero es importante
mencionarlo porque son ubicaciones de actina especificas y que no han sido
reportadas hasta el momento. El agregado independiente de actina en la region
comprendida entre el kinetoplasto y la base del flagelo, no parece pertenecer al bosillo
falgelar (ver Figura 12 y Figura 13), aunque seria necesario el uso de marcadores
especificos para corroborar esto. Con el fraccionamiento de las muestras con Nonidet
P-40 y la permeabilizacion con Triton X-100 (para los ensayos de
inmunofluorescencia) observamos que la sefial de actina en el kinetoplasto se pierde,
pero no asi el cimulo entre el kinetoplasto y el flagelo (ver Figura 12 y Figura 13),
sugiriendo que este cimulo esta relacionado a un complejo resistente al tratamiento
con detergentes. Interesantemente la Uinica estructura reconocida en dicha zona es el
segmento extramitocondrial del “Complejo tripartito” (TAC), que hasta el momento se
desconoce su naturaleza bioquimica y esta descrito simplemente como una estructura
fibrilar electrodensa (Field et al.,, 2009; Gull, 1999; Langousis et al., 2014; Ralston et
al,, 2009).

Desafortunadamente no se llegd a terminar la caracterizacion de las especies de actina
por espectometria de masas, para determinar la naturaleza bioquimica de las
especies. También seria recomendable el estudio de especies en fracciones de los
otros dos estadios del parasito (tripomastigotes y amastigotes), ya que los resultados
previos obtenidos en el laboratorio (Cevallos et al., 2011) sugieren la presencia de
especies de actina estadio-especificas y que en T. brucei se ha demostrado que el
silenciamiento de actina es letal en el estadio prociclico del parasito, mas no en su
estadio sanguineo (Garcia-Salcedo et al., 2004).
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XI. CONCLUSION

Este trabajo sugiere que especies de actina poco abundantes tienen una distribucién
subcelular especifica en epimastigotes de T. cruzi. Esto podria estar relacionado a la
regulacion de las funciones de actina 1 en estos compartimentos.

Los epimastigotes de T. cruzi expresan predominantemente seis especies de actina 1,
con pl en el rango de 5.5-6.0.

Con el método de fraccionamiento de epimastigotes de T. cruzi con Nonidet P-40, se
obtuvo una fraccién citoplasmatica enriquecida para proteinas citoplasmaticas
solubles, mientras que la fraccion nuclear correspondi6 a un enriquecido de proteinas
nucleo-kinetoplasto-flagelares.

El ntcleo de epimastigotes esta fuertemente relacionado a su kinetoplasto y flagelo,
hasta el momento no se ha descrito alguna estructura que explique la union entre el
nucleo con el flagelo o el nucleo con el kinetoplasto. Los resultados sugieren que
actina 1 podria estar involucrado en estas relaciones.

Los resultados muestran la presencia de acumulaciones puntuales de actina 1, una
dentro del kinetoplasto, y otra en la regién comprendida entre el kinetoplasto y el
cuerpo basal, que por su ubicacién podria ser parte del TAC.

Bajo las condiciones probadas, el kit comercial NE-PER™ no fue adecuado para la
obtencion de fracciones citoplasmaticas y nucleares de T. cruzi.

Actina no es una de las proteinas mas abundates en epimastigotes de T. cruzi.
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APENDICE 1 NEIGHBOUR JOINING TREE DE ACTINA, PROTEINAS RELACIONADAS
A ACTINA Y PROTEINAS PARECIDAS A ACTINA DE TRIPANOSOMATIDOS

Tc: T. cruzi, Tb: T. brucei, Lm: L. major, A: actina, ARP: proteinas
relacionas a actina, AcL: proteinas parecidas a actina Tomado de
(Cevallos et al.,, 2011).
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APENDICE 2 NEIGHBOUR JOINING TREE DE 180 SECUENCIAS DE ACTINA EN DIFERENTES GRUPOS DE METAZOARIOS

Analisis filogenético de 180 secuencias de aminoacidos de actina de varios organismos, desde hongos hasta mamiferos,
incluyendo levaduras, protozaoarios, insectos, aves. En rojo se observa la actina de T. cruzi 1, 2, 3 y 4. La actina 1 de T. cruzi es
la Unica que agrupa con las actinas del grupo de tripanosomatidos. La actina 2-4 quedan distantes del grupo de actinas de

tripanosomatidos y de cualquier otro grupo de actinas. En la parte superior derecha se observa una proyeccion radial del grupo
de actinas de tripanosomatidos. 67



DIC EF-la Histone H3 DAPI MERGE

DIC TUB ACT DAPI MERGE

APENDICE 3 MICROFOTOGRAFIAS DE EPIFLUORESCENCIA DE EPIMASTIGOTES DE TRYPANOSOMA CRUZI EN FASE MEDIA
LOGARITMICA.

Microfotografias 40X de epimastigotes de T. cruzi en campo claro con contraste de interferencia diferencical -DIC (Filas A-D), incubados con
anticuerpo primario anti-EFla 1:800 - EF-1a (Filas A y B), anticuerpo primario anti-Histona H3 - Histona H3 (Filas A y B), anticuerpo primario
anti-tubulina 1:800 - Tub (Filas C y D), anticuerpo primario anti-Actina 1 de T. cruzi - ACT (Filas C y D); los nucleos fueron tefiidos con DAPI
1:1,000 - DAPI (Filas A-D). En la ultima columna se presenta el merge de las imagenes de fluorescencia (Filas A-D).
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APENDICE 4 Microcoscopia con DIC de la fraccion nuclear obtenida por el
fraccionamiento en Nonidet P-40 al 0.5%, purificada por gradiente de
densidad.

Microfotografias en DIC a 100X que muestran la purificacion de fracciones nucleares
(enriquecidos nticleo-kinetoplasto-flagelares) de epimastigotes obtenidas con Nonidet P-40 al
0.5% purificadas en un colchén de sacarosa al 0.8 M (Paneles A, By C) y en un colchén de
Percoll 35% - sacarosa 0.75 M (Paneles D, E y F). El flagelo permanece unido al nticleo en
ambos protocolos. Nétese los artefactos que produce el Percoll adherido a la cara externa de la
envoltura nuclear, que no solo disimula la presencia de los flagelos que permanecen unidos a
los nticleos, sino que también los mismo nticleos aparentan tener un didmetro mucho mayor,
casi dos o tres veces superior al real (si se compara con los nticleos de los pdneles A, B, y C).

69



DIC Act Tub MERGE

APENDICE 5 MICROFOTOGRAFIAS DE EPIFLUORESCENCIA DE FRACCION NUCLEAR (ENRIQUECIDOS NUCLEO-KINETOPLASTO-FLAGELO) DE
EPIMASTIGOTES DE TRYPANOSOMA CRUZI, OBTENIDOS POR FRACCIONAMIENTO EN NONIDET P-40 AL 0.5%

Epifluorescencias 40X de fraccion nuclear (enriquecidos nucleo-kinetoplasto-flagelo) obtenidos por fraccionamiento en
Nonidet P-40. Se muestra una imagen representativa de los ensayos, donde resalta que practicamente la totalidad de la sefial
de actina (color rojo) colocaliza con la de tubulina (color verde) a lo largo del flagelo.
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XIV. ABREVIATURAS

E2D: Ensayos de electroforesis en doble dimension
EFla: Factor de elongacion 1 alpha.
IEF: Isoelectroenfoque

pIl:Punto isoeléctrico

WB: Ensayo de Western blot
TCA: Acido tricloroacético

DOC: Deoxicolato
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