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Mg2+. . . . . . . . ..oatión magnesio
min . . . . . . . . . ..minutos

mg. . . . . . . . . . ..miligramo
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O.N. . . . . . . . . ..durante la noche
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pmol . . . . . . . . ..picomol
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SAM. . . . . . . . . ..S-adenosil-metionina.
SDS. . . . . . . . . ..dodecil sulfato de sodio
sc . . . . . . . . . . ..simple cadena
SSC. . . . . . . . . ..solución citrato salina
t.amb . . . . . . . ..temperatura ambiente
TBE. . . . . . . . . ..tampon tris borato EDTA.
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pl . . . . . . . . . . ..microlitro
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I.1.

Introduccion
1. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

1. Reseña Histórica.

En 1909, Carlos Chagas,
de Salud Pública del Brasil para

médico brasileño, fue comisio
estu

de
población

nado por el Ministerio
diar la presencia de focos de paludismo en el población
Lassance, estado de Minas Gerais. Así, descubrió una

domiciliarios, infectados
al

homenaje a su maestro,

importante de insectos hematófagos
deno

Os

COTI

por un tripanosoma hasta ese momentodesconocido, que
el Dr
niños

minó Schizotrypanum cruzi en
waldo Cruz. La detección del parásito en sangre de
cuadros febriles, en sangre de animales domésticos, y una serie
de resultados experimentales en monosinoculados con tripano
somas provenientes de sangre de pacientes infectados, lo lleva
ron a postular la existencia de una nueva enfermedad:
julgamos tratar-se de uma trypanozomiase humana, molestia occa
sionada pelo Izgpangfigma_czuziJ cujo transmissor é o

1909).
Conorrhi

nus sanguisuga..." (Chagas,

El hallazgo de Chagasfue criticado; el científico fue
hombre que busca en la selva enfermedades

1968).
descubrimiento de la

calificado como "un
que no existen" (citado por Koberle,

La revalorización del enfermedad
de Chagas se debe al trabajo de investigación del médico argen
tino Salvador Mazza, quién impulsó la creación de un Instituto
Nacional, dedicado a estudiar las enfermedades propias de la
región. En 1928 se creó oficialmente la "Misión de Estudios de
la Patologia Regional Argentina" (MEPRA),institución en la que
se confirmó la existencia de la enfermedad de Chagas, se impul
saron estudios epidemiológicos y se logró aumentar el conoci
miento de los síntomas y lesiones característicos de esta in
fección.
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1.1.2. Epidemiología.

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana
afecta a unas 16 a 18 millones de personas en las áreas endémi
cas, delimitadas por los paralelos 42 N y 46 S que abarcan des
de el Sur de Estados Unidos de Norteamérica hasta Argentina y
Chile, elevándose a 60 mil la tasa anual de mortandad causada
por esta endemia (UNDP/WorldBank/WHO, Tropical Diseases Re
search, 1991). Su distribución geográfica coincide con la de
los insectos transmisores de hábitos domiciliarios (Romaña,
1963); 90 millones de personas están expuestas a la infección,
concentradas sobre todo en las áreas rurales, dada la vincula
ción que existe entre la proliferación de los vectores y la
precariedad de las viviendas, en las cuales pueden alimentarse,
guarecerse y proliferar: "melhorar a residencia humanae nao
mais consentir que o nosso camponés tenha comoabrigo a cafha
primitiva, infestada pelo inseto que lhe suga o sangue e lhe
injeta o parasito, cana ás vezes imprestável como habitacao
de suinos é de todo inoompatível coma civilizacao de un
povo" (Chagas, citado en Koberle, 1968).

Se considera la enfermedad de Chagas como una enferme
dad socioeconómica típica, inseparable de la pobreza y el sub
desarrollo ( Marsden, 1938; Warren, 1989).

1.1.3. Vías de infección.

La picadura del insecto vector en las horas de sueño
nocturno, constituye la principal via de infección de T.cruzi
(Brener, 1973). Inmediatamente después de succionar la sangre,
el hematófagodefeca liberando los parásitos (tripomastigotes
metacíclicos) en las heces contaminadas. El prurito causado por
la picadura lleva al individuo a facilitar el contacto de las
heces contaminadas con la herida, favoreciendo la infección.
Las mucosas bucal o conjuntiva son otras vías frecuentes de in
fección por T.crusi (Romaña,1963).
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Los tripomastigotes metacíclicos invaden células de va

rios tejidos, donde se diferencian a amastigotes, los cuales
sufren ciclos de división binaria cada aprox. 12 horas. Una
proporción de amastigotes se diferencia a tripomastigotes, los
cuales, liberados por lisis de la célula huesped, reingresan en
el torrente sanguíneo. Los tripomastigotes sanguíneos podrán
infectar otras células y eventualmente podrán ser ingeridos por
picadura del vector. Al llegar al intestino mediodel insecto,
los tripomastigotes sanguíneos, se diferencian a epimastigotes
(forma replicativa); en el recto se diferencian a tripomastigo
tes metacíclicos, estadío infectivo del parásito, completándose
el ciclo (García y Azambuja, 1991)(ver Figura 1.1).

El grado creciente de urbanización en América Latina, a
partir de la década del 70, ha extendido la infección chagásica
a áreas urbanas, transmitida sobre todo por transfusión sanguí
nea (Amado Neto, 1968; Schmuñiz, 1985; UNDP/WORLD BANK/WHO,
Tropical Diseases Research, 1989-1990).

Se han descripto otras vías de infección, comola con
génita (Schmuñiz y Szarfman, 1977; Díaz, 1979), y la accidental
por contaminación con heces de triatominos, con parásitos en
cultivo, o bien con sangre de animales inoculados en el Labora
torio (Brener, 1990).
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Figura I.1
Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Tripomastigotes sanguíneos (b) de una persona infectada son inge
ridoe por el insecto vector. Estos se diferencian a epimasti
gotes en el primer tramo deltubo digestivo (o). Se replioan en
el intestino medio (d), se diferencian eventualmente a trípo
mastigotes metacíolicos en el recto (e), y se liberan con las
heces, exeretadas durante la ingesta de sangre. Al infectar
Células del hospedador mamífero, los tripomastigotes metací
olioos ee diferencian a amastigotes replicativos (a) que fi
nalmente se transforman en tripomastigotes sanguíneos, oom
pletándose el ciclo (tomado de García y Azambuja, 1991).
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1.1.4. Fases de la enfermedad de Chagas.

La enfermedad de Chagas se desarrolla en dos fases:

1.4.1 Fase aguda.

El periodo agudo es en general asintomático; se estima
que más del 90 %de los individuos infectados pasa a la fase
crónica sin advertirlo (Rosenbaum,1964).

El conjunto de signos clinicos que caracterizan la fase
aguda comprende: fiebre, parasitemia detectable, linfoadenopa
tia, hepatosplenomegalia, vómitos, diarrea y especialmente,
los signos de puerta de entrada, comoel ojo de Romaña(Figura
1.2). En un bajo número de casos (1-5 %) se observa la apari
ción de una miocarditis, generalmente reversible, carac
terizada por taquicardia, cardiomegalia y disfunción cardiaca,
a veces acompañada por alteraciones electrocardiográficas
(Laranja y col., 1956; Rosembaum, 1964).

1.4.2 Fase crónica.

La mayor parte de la población crónicamente infectada
no presenta evidencias discernibles de enfermedad; sólo un
porcentaje de hasta el 30 %, con grandes diferencias
regionales, desarrolla al cabo de 10, 20 o más años, síntomas
y/o signos de daño visceral. Esto es lo que se denomina en
fermedad de Chagas crónica, cuya manifestación clinica más
frecuente en Argentina es una cardiopatía.

En la cardiopatía chagásica crónica, desde los estadios
iniciales hasta los cuadros terminales, se detectan focos in
flamatorios activos, los que podrían desempeñar un rol prepon
derante en la destrucción lenta y progresiva del miocardio
(Chiale y Rosembaum, 1989). La manifestación más severa de la
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cardiopatía chagásica crónica es el desarrollo de una panmio
carditis, que se caracteriza por el daño miocárdico en ausen
cia de nidos de amastigotes (Rosembaum,1964)(Figura 1.2).

Figura 1.2

Fases de la enfermedad de Chagas‘
Izquierda. Fase aguda, Signo de Romaña‘ Fotografía: WELLCOME,

tomada de UNDP/World Bank/WHO, TDR (1991).
Derecha. Fase crónica: célula muscular de Miocardio humano con

miofibrillas desplazadas lateralmente y ensanchamientodel e6
pacio intermiofibrilar (x 2800). Fotografia tomadade Tafuri
(1975).
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Otras alteraciones clinicas de la enfermedad de Chagas

crónica son las formas digestivas o megasíndromes (Koberle,
1968), y las alteraciones del sistema nervioso periférico
(Sica y col., 1986; Losavio y 001., 1989). La incidencia de
las distintas manifestaciones varía considerablemente con la
región geográfica considerada (Rezende, 1976).

Los hallazgos anatomopatológicos de las etapas aguda y
crónica de la enfermedad de Chagas han sugerido que en la evo
lución de la mismapodría estar involucrada la respuesta in
mune del huesped. El escaso número de parásitos y el tipo de
células halladas en los infiltrados de las lesiones crónicas,
han llevado a proponer que la patología chagásica crónica se
desencadena como consecuencia de un proceso autoinmune (Hud
son, 1985).

Sin embargo, el origen del fenómeno autoinmune ha sido
tema de debate. Por un lado, se ha propuesto que los parásitos
causan un desequilibrio en la regulación del sistema inmune,
promoviendola expansión policlonal de linfocitos B, con la
consiguiente hipergammaglobulinemia y aparición de autoanti
cuerpos (Said y col., 1985; D'Imperio Lima y col., 1986;
Hontebeyrie-Joskowicz y col., 1987; Minoprio y col., 1988). Se
ha planteado también que la infección crónica podria originar
una desregulación del sistema de células T supresoras (Ramosy
col., 1979; Reed y col., 1983). Otra interpretación adjudica
el origen autoinmune del Chagas crónico al mimetismo molecu
lar, que implica la existencia de determinantes antigénicos
compartidos por el parásito y el hospedador (Sadigursky y
col., 1982; Acosta y col., 1983; Petry y col., 1988; Van
Voorhis y Eisen, 1989; Szarfman, y col., 1982; Levin y col.,
1989; Levitus y col., 1991; Kerner y col., 1991; Petry y Van
Voorhis, 1991).

La diversidad de los síndromes clinicos en la enferme
dad de Chagas y de las respuestas inmunológicas ante la infec
ción parasitaria han sido atribuidas a:
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la influencia de factores del hospedador, a saber: la especie
animal, su composición genética y su estado fisiológico. Una
mismacepa de T.cruai puede presentar varios grados de viru
lencia en diferentes especies de hospedadores (Trischmann y
col., 1978; Wrightsman y 001., 1982). Además una misma cepa
puede provocar una enfermedad más severa al infectar un hospe
dador recién nacido o joven, que un adulto.

la cepa de Trypanosomacruzi. La importancia de la cepa para
sitaria en la afección chagásica, fue evaluada en experiencias
con líneas consanguineas de ratón. Animales genéticamente ho
mogéneospresentaron perfiles inmuno-bio-patológicos diferen
tes, de acuerdo a la cepa con la cual fueron desafiados expe
rimentalmente. Así, se caracterizaron, por ejemplo, las cepas
de laboratorio Y y CL (Silva y Nussenzweig, 1953; Brener,
1969), consideradas cepas polares, en base a las siguientes
características:

intensidad en la parasitemia: la cepa Y induce dos picos
de parasitemia, a los cinco y siete dias de 1a infección;
mientras que la cepa CL induce un solo pico de parasite
mia a los 10 días (Brener, 1977).

letalidad de la infección: la cepa Y provoca mortandad en
ratones al décimo dia post-infección, y la cepa CL pre
senta una tasa inferior de mortandad que ocurre recién a
partir de los 15-20 días de la infección (Brener, 1977).

tropismo tisular: la cepa CLes miotrópica mientras que
la cepa Y, como la cepa Tulahuén, son macrofagotrópicas
(Melo y Brener, 1978).
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1.2. Twypanosomacrusi.

1.2.1. Ubicación sistemática.

El agente causal de la enfermedad de Chagas es el Trypa
nosomacruzi cuya ubicación sistemática es la siguiente (Hoare,
1972; Levine col., 1980):

Reino: Protista
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea
Orden: Kinetoplastida
Suborden: Trypanosomatina
Familia: Trypanosomatidae
Género: Trypanosoma
Subgénero: Schizotrypanum
Especie: cruzi (Chagas, 1909)

1.2.1.1 Características del Ordenkinetoplástida.

El orden kinetoplastida comprende organismos que poseen una es
tructura mitocondrial particular, denominadakinetoplasto. Es
te consiste en una red de moléculas de ADN,formada por 5000 a
10000 minicírculos entrelazados y por unos 20 a 50 maxicircu
los (revisión en Simpson, 1987). Los minicírculos de T.cruzi,
de 1,4 kb, presentan una estructura peculiar, repetida cuatro
veces, que consiste en regiones de secuencia variable alterna
das con regiones de secuencia conservada, de 120 pb, denomina
das minirepeticiones (Degrave y 001., 1988). Los minicírculos
codifican ARNguias, involucrados en el proceso de edición de
ARN(Sturm y Simpson, 1990, Stuart, 1991). Los maxicírculos
son moléculas de 39 kb que corresponden al genoma mitocondrial
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1980),

proteínas de la cadena respiratoria y para ARNribosomales mi
1987; Sloof y col., 1985; 1987).

(Leon y col., en el cual se han identificado genes para

tocondriales (Simpsony col.,

ruta glicolitica se encuentra compartimentalizada: la mayoria
de las enzimas intervinientes están localizadas en organelas
denominadas glicosomas, clasificadas como microcuerpos. Los
glicosomas contienen, además, ciertas enzimas asociadas usual
mente con los microcuerpos, como las que intervienen en la B
oxidación de ácidos grasos (Michels y Opperdoes, 1991).

Los kinetoplástidos cuentan con un mecanismoinusual de regula
ción de la expresión génica mitocondrial: la edición de los
ARNm.Este mecanismo consiste en la inserción y/o deleción de
uridinas en sitios especificos de los transcriptos primarios
mitocondriales (Benne y 001., 1986; Feagin y col., 1987). Este
mecanismopostranscripcional, ocurre en sentido 3'a 5' y re

El

quiere de la intervención de moléculas pequeñas de ARN(aprox.
60 b) denominadas ARNguias que son codificadas por maxicircu
los y/o minicírculos , dependiendo de la especie de tripanoso
mátido (Stuart, 1991).

existencia de familias de genes nucleares repetidos en tandem,
procesados

(Borst,
que expresan transcriptos policistrónicos, luego

ARNmmaduros capaces de ser traducidos
1988).

para formar
1986; Miller y Wirth,

transcripción discontinua o trans-splicing,
de

El miniexón presenta una

mecanismo de que
comprende la adición de un miniexón en el extremo 5' todos
los transcriptos primarios nucleares.
secuencia de 39 bases, conservada entre los tripanosomátidos;
es aportada por la región 5'de una molécula de ARNno poliade

denonilada, de 85-140 b según la especie (110 b en T.cruzi),
minada ARNdador del miniexón (SL-RNAo med-RNE), que se tran

10
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scribe en forma independiente a la de los genes que codifican
proteinas (Campbell y col., 1984; Dorfman y Donelson, 1984;
Borst, 1986).
Ademásdel SL-RWH,en el trans-splicing intervienen ARNpeque
ños nucleares (snRNAs) análogos a UZ, U4, U5 y UB de otros eu
cariontes (Mottram y col., 1989; Tsudi y Ullu, 1990). Sin em
bargo, no se ha detectado un snfimmanálogo a U1, que reconoce
el sitio 5' del intron en el mecanismode cis-splicing.
El SL-RNAjuega un rol dual en el trans-splicing: a) como ARN

sustrato y b) como componente del complejo de ribonucleopro
teínas; se ha propuesto que el SL-RNHactiva autónomamente su
propio sitio 5', tomando el rol del complejo U1-snRNPBen la
reacción de trans-splicing (Bruzik y col., 1990).
En el mecanismode trans-splicing los sitios 5'(GU) y 3' (AG)

aceptores del miniexón son similares a los contenidos en los
intrones en genes eucariontes (Figura 1.3) (Laird, 1989); asi
mismo la estructura en forma de " Y ", que se forma por la u
nión 2'5' fosfodiester entre los transones de ambas moléculas
intervinientes, es análoga al lariat formadoen el cis-splic
ing (Murphy y 001., 1986).
Los genes del miniexón están codificados en copias múltiples
por una secuencia de 0,4 kb a 1,35 kb, según la especie, que
se encuentra organizada en clusters de al menos 20 copias en
tandem (De Lange, 1983; 1984; Dorfman y Donelson, 1984); ade
más se han detectado orfones (Nelson, 1983).
La mayoría de los genes estructurales posee múltiples sitios
aceptores del miniexón a una distancia de 10 a 200 bases río
arriba del codón de iniciación de la traducción. Estos se ha
llan en las regiones 5'flanqueantes de los genes y en las re
giones intergénicas de transcriptos policistrónicos. El meca
nismode trans-splicing permitiría resolver los precursores
policistrónicos en unidades monocistrónicas maduras (Muhich y
Boothroyd, 1988; Van der Ploeg, 1986). Se ha propuesto además
que removeria las extensas regiones 5'flanqueantes de los ge
nes de tripanosomátidos, en las cuales pueden existir otros
codones de iniciación potenciales (Huangy Hirsh, 1989).

11
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1 CIS-SPLICING: Vertebrados

Transcripto primario
*

-——--AG GUAAGU---- — — — —————PyUPuAPy-—-(10-55)——(Py)11NCAG G——--exon5' intron intron exonJ'

TRANS-SPLICING:Tripanosomátidos

ARNdador del miniexon transcripto primario

-—---AUUGGUAPyPu----- -—] [---?--—UUUCPy---(4-40)-----AG|—-—
miniexon transon dador transon aceptor|exon

2

3' I
5 5,

Y-structure

5' 3’

SLRNA 3 '-: 3'
pmanNA 5

mRNA

Figura I.3

Comparaciónde las señales consenso de splicing en vertebrados
(cis) y tripanosomátidos (trans).
Ilustración del mecanismode trans-splicing: el rectángulo negro
indica la secuencia del miniexón, el rectángulo vacío indica la re
gión codante del ARNm.Tomado de Donelson y Zeng (1990).
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Los kinetoplástidos presentan estructuras de CAPinusuales, ex

clusivas del SL-RNAy de los snRWMs,que consisten en 7-mono
metilguanosinas que se ligan a las cuatro bases 5' modificadas
de estos ARNs, denominadas estructuras de CMP4 (Petry y col.,
1987; Freistadt y 001., 1988). A partir de extractos nucleares
de T.cruzj se ha caracterizado una actividad de guanidiltrans
ferasa que copurifica con complejos de ribonucleoproteínas, y
presenta características peculiares comosu dependencia de ATP
y su especificidad por las moléculas de SL-RNAy snRWH(Zwier
zynski y Buck, 1991).
Mediante trans-splicing, el SL-RNAtransfiere al precursor de
ARNmel miniexón provisto del CAP; de esta manera, este meca
nismo provee la estructura de CAPa todos los transcriptos que
codifican proteínas o trans-capping, lo cual podría tener in
cidencia en su traducción y/o estabilidad (Lenardo y col.,
1985; Donelson y Zang, 1990).

1.2.1.2. Caracteristicas del Género Trypanosoma.

El género Jïwpanosoma comprende parásitos digenéticos
(1.2.2.1.1.) que presentan en su ciclo de vida la forma tripomas
tigote. Este género incluye dos grupos:

GrupoSalivaria: constituido por un conjunto de especies
patógenas, que se multiplican en el hospedador mamífero
comotripomastigotes, completan su desarrollo en la glán
dula salival del vector, y son transmitidos por inocula
ción, con las secreciones salivares (ej: T.brucei).
GrupoEstercoraria: constituido por un conjunto de espe
cies no patógenas (con excepción de T.cruzi), que se mul
tiplican en el mamífero comoamastigotes o epimastigotes,
completan su desarrollo en el intestino del vector y son
transmitidos por contaminación, con las heces (Hoare,
1972).

13
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1.2.2. Características de Trypanosoma_gzuai,

1.2.2.1. Formasdel desarrollo de T.crusi.

Trypanosomacruzi presenta 3 estadios, distinguibles se
gún las características del flagelo y la posición relativa del
kinetoplasto respecto al núcleo celular (Brener, 1973) (Fig
1.4).

Epimastigote
Es la forma flagelada replicativa en el intestino medio

del insecto vector. El flagelo emergede la región lateral an
terior respecto a la dirección del movimientodel organismo y
el kinetoplasto es anterior al núcleo celular.

Tripomastigote:
Es la forma flagelada no replicativa dentro de ambos hos

pedadores. El flagelo emerge del extremo apical posterior y el
kinetoplasto es posterior al núcleo celular. Se denominantri
pomastigotes sanguíneos a las formas circulantes en el mamífe
ro, y tripomastigotes metacíclicos a las formas diferenciadas
en el insecto, que son las formas infectivas.

Los tripomastigotes sanguíneos pueden infectar macrófa
gos, por un evento fagocítico (Zingales y col., 1985) y otros
tipos celulares, por un evento dirigido por el parásito y me
diado por receptores (Ortega-Barría y 001., 1991; Schenckman,
1991).

Amastigote:
Es la forma no flagelada, de localización intracelular en

vacuolas acídicas (Ulisses de Carvalho y col., 1989) y repli
cativa en el citoplasma hospedador (Ley y col., 1990).

14
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1.2.2.2. Hospedadores.

El ciclo de vida de T. crusi involucra el desarrollo en
dos tipos de hospedadores:

hospedador vertebrado: más de cien especies de mamíferos,
incluyendo el hombre, animales domésticos y reservorios
silvestres pertenecientes a los órdenes Marsupialia,
Edentata, Rodentia, Carnívora, Lagomorpha, Artiodactyla,
Chiroptera y Primata (Brener, 1979).

hospedador invertebrado: más de ochenta especies de in
sectos pertenecientes a la familia Reduviidae, subfamilia
Triatominae. Los géneros Panstrongylus, Triatoma y Rhod
nius son los más frecuentes (Figura 1.4). Dado que los
triatominos suelen picar en el rostro, se los ha denomi
nado "barberos": "Ontrouve ces insectes en quantité tres
grande dans les mauvaises petites maisons habitées par la
population pauvre. Ils se logent dans les fissures des
parois ou les creux obscurs et ne sortent que la nuit.
Ils piquent plus volontiers l'hommeet attaquent spécia
lement au visage, habitude qui les a fait designer sous
le nom de barbiers. Leur piqüre est tres douloureuse,
leur voraoité tres grande, aussi deviennent-ils un véri
table fléau pour les habitants qui ne jouissent plus que
d’un sommeil troublé." (Chagas, 1909a).
En nuestro pais el principal es Triatoma infbstans, del
idioma quechua surge su denominación popular de "vinchu
oa" (Mazza, 1943).
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Samuel Goldenberg

VVandeHeydeSouza

Figura 1.4

1. Formasdel desarrollo de T.c‘uzi: a) Epimastigotes, b) trípo
mastigotes, en los cuales se identifica el kinetoplasto en la
región posterior del parásito. Barra en escala = 2 pm. Micros
copía electrónica de barrido tomada de García y Azambuja,
(1991).

e. Vectores de T.oruzit a) Pastrongyius megistus, b) Triatoma in
festans, c) Ehodhiua prolixus. Barra en escala = 1 om. Foto
grafía tomada de García y Azambuja (1991).
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1.2.2.3. Cepas de Yïwrmnosomacruzi.

Se ha descrito que las poblaciones naturales de T.cruzi
presentan una composición heterogénea, en base a diferentes
estudios, comopor ejemplo:

estudios de patogenicidad en ratones (Postan y col., 1983).
análisis de la tasa de crecimiento y de la metaciclogénesis en
una misma especie de vector (revisión en García y Azambuja,
1991).
determinación del tamaño celular (Engel y col., 1982).
cuantificación del ADNnuclear (Dvorak y col., 1982).
caracterización de perfiles electroforéticos de antígenos de
superficie (Kirchhoff y col., 1984).
Caracterización de perfiles izoenzimáticos: Zimodemas (Tibay
renc y col., 1986).
"Fingerprinting" de minicírculos: Ezquizodemas(Morel y col.,
1980; Frasch y col., 1981)
RFLP genómicos revelados por sondas de secuencias clonadas
(Henriksson y col., 1990; Dietrich y col., 1990).
Análisis de electrocariotipo por PFGE(Gibson y Miles, 1986;
Engman y col., 1987; Aymerich y Goldenberg, 1989; Henriksson y
col., 1990).

1.2.2.4. Estructura genética de las poblaciones de T.cruzi.

Los estudios de zimodemas y ezquizodemas en T.cruzi eviden
ciaron perfiles heterocigotas típicos para una proporción de los
loci analizados, sugiriendo que es un organismo diploide (Tibay
renc y col., 1986). El caracter diploide fue confirmado por estu
dios de cariotipo molecular determinados por la metodología de
electroforesis en campos eléctricos pulsados (PFGE)(Schartz y
Cantor, 1984), complementados con la localización cromosómica de
secuencias de genes clonados¡por Southern blot (Aymerich y Gol
denberg, 1989; Henriksson y col., 1990).
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Ademáslas determinaciones del cariotipo molecular de diferen
tes cepas, evidenciaron variabilidad en la ubicación cromosómica
de los genes analizados. Aún no ha podido determinarse el comple
mento cromosómico exacto de T,crugj, pero existen al menos 16 a
22 cromosomas diferenciables, que abarcan tamaños de 550 a
1500 kb (Gibson y Miles, 1986; Engman y col., 1987; Aymerich y
Goldenberg, 1989; Henriksson y col, 1990). La existencia de mini
cromosomas en T.cruzi (50 kb a 200 kb) no seria un fenómeno gene
ralizado en las poblaciones naturales, comoocurre en T.brucei
(Van der Ploeg y col., 1984a,b). Estos fueron detectados en casos
excepcionales (Engmany col., 1987; Aymerich y Goldenberg, 1989).

Se han presentado evidencias sobre la existencia de ADNextra
cromosómico (LED) en T.cruzi. Se trata de una molécula de ADN
circular de 75 kb presente en varias cepas del parásito, en la
cual se han identificado secuencias de ARNribosomal y de mini
exón, y repeticiones múltiples de una secuencia de 196 pb (Wagner
y 001., 1991).

La recombinación sexual en T.cruzi no ha sido detectada, en
contraste con lo observado en T.bruce1 durante su estadío en el
insecto vector (Jenni y col., 1986).

En base a una serie de estudios de genética poblacional, Ty
bayrenc (1986) ha propuesto que las poblaciones naturales de T.
cruzi presentan una estructura cional. Estos análisis se basaron
en dos tipos de criterios:

Criterios de Segregación:

Algunos zimodemasmuestran heterocigosis fija para varios
loci, a través de las generaciones parasitarias, lo que
es incompatible con una segregación mendeliana, siendo
indicativo de un mecanismode reproducción clonal.
No fueron detectados varios de los genotipos segregantes
probables por combinación de los alelos presentes en la
población parasitaria, aún cuando los genotipos parenta
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les correspondientes coexisten en un mismoinsecto vector
u hospedador mamífero. La proporción de estos alelos en
la población se aparta del equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tibayrenc y Ayala, 1991).

Criterios de recombinación:

Existen genotipos idénticos, ampliamentedistribuidos e
hiper representados en poblaciones de regiones geográfi
cas alejadas, comopor ejemplo el clonet* 39 detectado en
Chile, Bolivia y Sudeste del Brasil, que es heterocigota
en 3 de 15 loci analizados.
No se detectan genotipos recombinantes.
Los genotipos descritos están asociados a un desequili
brio de ligamiento génico, con un valor mayor al observa
do en especies que se reproducen por autofecundación.
Existe correlación entre sets independientes de marcado
res genéticos (Tibayrenc y Ayala, 1991).

* Clonet es un término propuesto por Tibayrenc y Ayala (1991)
para denominar, en una especie con reproducción clonal, a un
grupo de poblaciones aisladas que aparentan ser genéticamente
idénticas, en base a una serie particular de marcadores gené
ticos, lo cual no significa que pertenezcan a un mismoclon.

1.2.2.5. Clonado de genes de T.cru31.

La necesidad de implementar estrategias de vacunación, de
diagnóstico y tratamiento de la enfermedad de Chagas, y el surgi
miento de la metodología del ADNrecombinante, impulsaron a va
rios grupos de investigación a clonar antígenos de T.cruzi (revi
sión en Frasch y col., 1991), secuencias de ADNrepetitivas y es
pecificas (Gonzalez y col., 1984; Wincker y col., 1990; Moser y
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col., 1989; Avila y col., 1991; Requena y col., 1992); o enzimas
características (Michels y Opperdoes, 1991; North y col., 1990;
Campetella y col., 1992).

Varios antígenos de T.crusi han sido clonados a partir de
bibliotecas de expresión genómicas o de ADNcdel parásito, por
rastreo con sueros humanos o de animales infectados, o bien con
anticuerpos poli, o monoclonales. En diferentes laboratorios se
clonaron porciones correspondientes a antígenos equivalentes. Va
rios de estos antígenos presentaron secuencias repetidas en tan
dem, conservadas en distintas cepas y stocks parasitarios, y por
ende candidatos potenciales para el diagnóstico de la infección
por T.cruzi.

Algunos de los antígenos mencionados fueron evaluados co
moreactivos de diagnóstico serológico en dos estudios multicén
triCOs:

Organizado por el " WHO Special Programme for Research
and Training in Tropical Diseases en el cual se analizó
un panel de 50 sueros (Moncayoy Luquetti, 1990).

Organizado por el proyecto Iberoamericano de Biotecnolo
gía ENel cual se analizó un panel de 236 sueros (Levin y
col., 1991).

En ambos casos, los antígenos Agl/JL7/H49, Ag2 y A13
(Ibañez y col., 1988; Paranhos y 001., 1990) resultaron ser ex
celentes marcadores de infección chagásica crónica (índice Kappa
> 0,80), (Levin y 001., 1991).

Los antígenos identificados presentaron localizaciones celulares
diferentes (revisión en Frasch y col., 1991) (Tabla I.T-l):
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Proteínas intracelulares

Hsp 70 repeticiones de 4 aa, choque térmico.
JL8/CRA/Ag 30/TCR27 (160- 225 kDa) repeticiones de 14 aa.
Cruzipaina cistein proteasa lisosomal.
JL9/ Ag 36 repeticiones de 38 residuos, homólogo a la

proteína asociada a microtúbulos de T.brucei
JL5 proteína ribosomal P (Int. Cap 4).

Proteínas flagelares
JL7/FRA/Ag1 (170-300 kDa)repeticiones de 68 aa.
FCaBP (24 kDa) asociada a Ca++, función motora.
FCH-F8-4 antígeno protectivo.

Flia de Antígenos
de 85 kDa
SAPA

Antigenos de superficie

integración y penetración de tripomastigotes
a células huesped.
actividades transialidasa y neuraminidasa.
diagnóstico de infección temprana

Tabla I.T-1

Antigenos clonados de T,cruzi: Localización celular y comentarios.

1.2.2.6 Organización de genes de T.cruzi.

La mayoría de los genes caracterizados en T.cru51 están or
ganizados en familias multigénicas, constituidas por copias du
plicadas en tandem (ver Tabla IT-2); hasta el momentose ha
crito un solo gen nuclear de copia única (Gonzalez y col.,

des
1990).
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Identidad Organización Genómica Referencia Bibliográfica

Ubiquitina cluster de 100 copias en 27 kb Kirchhoff y col., 1988.
genes de poliubiquitina (PUB) Swindle y col., 1988.
+ gen fusión ubi-cola de 52 aa
C-terminales no ubi.

GP85 familia multigénica compleja Affranquino y col.,1989
constituida por subpoblaciones Peterson y col., 1990.
génicas relacionadas, algunas Takle y Cross, 1991.
copias disPersas en el genoma, Kahn y col., 1990.
otras en telómeros Pereira y col., 1991.

Hsp 70 7-10 copias en tandem agrupa- Requena y col., 1988.
das en un único locua Engmany col., 1989.

Hsp70 mt 2 copias en tandem Engman y col., 1989a.

Hsp 85 6-10 copias en tandem Dragon y col., 1987.

IF8 aprox. 30 copias Gonzalez y col., 1985.

Cruzipaina copias en tandem Aslund y col., 1991.
2-4 cromosomas Campetella y col.,1992.

GAPDH dos copias en tandem
glicosomal en cromosoma de 0,85 Mb Kendall y col., 1990.

KAP Proteina asociada a cineto
plastos; copia única Gonzalez y col., 1990.

miniexón Unidades de 1,35 kp en tandem De Lange y col., 1984.
200 copias en pocos cromosomas

ARNr aprox.100 copias, unidades con Castro y col., 1981.
regiones codantes de ARN188, White y col., 1986.
ARNr a y B, y ARNs Sl, 82, S3 Spence y col., 1987.
S4 y 86 Hernandez y col., 1988.

CZAR Retrotransposon; 20-30 copias Villanueva y col., 1992
insertas en genes del miniexón
con ORFl y ORFZ, homólogas a
GAGy POLretrovirales.

RLE Elemento tipo retrotransposon Kendall y col, 1990.
317 pb; poliadenilado, inserto
en región intergénica de ORFs
de GAPDHg,endirección opuesta

Tabla I.T—2
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1.3. PROTEINAS RIBOSOHALES P.

1.3.1. Aspectosestructurales, funcionales y evolutivos.

La subunidad mayor del ribosoma contiene una estructura en
forma de cresta que sobresale del cuerpo de la subunidad, conoci
da comopedúnculo ribosomal (stalk), conservada universalmente.
El pedúnculo ribosomal está involucrado en la unión de los facto
res de la traducción, dependientes de la hidrólisis de GTP, du
rante la biosíntesis de proteínas (Liljas, A, 1982).

Esta estructura está formada por proteínas pequeñas que
presentan caracteristicas inusuales: están presentes en copias
múltiples en el ribosoma y son acidicas, en contraste con la ma
yoría de las proteinas ribosomales, de copia única y básicas. Es
tas proteínas denominadas proteínas A (acídicas), comparten una
composición aminoacídica excepcional, con aproximadamente 20% de
alaninas, pocos residuos aromáticos, sólo una o dos argininas y
generalmente sin cisteínas.

El componente más estudiado de este grupo de proteinas ri
bosomales es la proteína acidica L7/L12 (12.178 Da) de EBcher1—
chia coli (Terhorst y 001., 1973). L7 es la forma de la proteina
L12, acetilada en la serina aminoterminal. L7/L12está presente
en el ribosoma en cuatro copias: dos dimeros L7/L12, que interac
cionan con la proteína ribosomal L10 (17.736 Da), localizada en
1a base de la estructura peduncular de la subunidad 50 S. L10 in
teracciona además con el ARNr238 y con la proteína L11 (Egebjerg
y col., 1990). L7/L12 se une a los factores de la traducción
(Weissbach, 1980; Tate y col., 1990).

Las archaebacteria poseen proteínas con funciones análogas
a L7/L12 y L10 de eubacteria, denominadas L12e y L10e respectiva
mente (Itoh,T y col., 1988; Matheson y col., 1988, Shimmin y
Dennis, 1989).
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En contraste con eubacteria y archaebacteria, que poseen un

único tipo de proteína acídica L7/L12, las células eucariontes
tienen dos proteinas acidicas distintas, denominadasL12eI y L12
eII (Newton y col., 1990), además de la proteina equivalente a
L10, L10e. Dado que en algunos organismos eucariontes estas pro
teínas se encuentran fosforiladas, se las conoce como proteínas
P: siendo P1 y P2 las equivalentes a L12eII y L12eI respectiva
mente, y P0 la equivalente a L10e (Rich y Steitz, 1987). Su orga
nización en el ribosoma eucarionte es similar: dos dímeros P1 y
dos dímeros P2 forman un complejo pentamérico con la proteína P0
(Uchiumi y col., 1987).

a ENTRAL
' [PROTUBERANCE

Figura 1.5:
Ubicación de la familia de proteínas ribosomales acidicas de

5.0011 en la subunidad ribosomal mayor.
Izquierda: Vista externa. Derecha: Vista interna. Los círculos
indican las posiciones de las proteínas y del ARNren proyec
ción bidimensional de cada superficie de la subunidad.
E: sitio de salida del polipéptido naciente. Tomadode Noller
y Nomura (1987).
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1.3.2. Estructura de las proteinas ribosomales P.

1.3.2.1. Proteínas acídicas L7/L12.

La estructura de las proteínas L12e de archaebacteria y
Pl/PZ de eucariontes es similar, las secuencias aminoacidicas
pueden ser alineadas.

La estructura de estas proteínas es conocida: la región
globular abarca las porciones aminoterminal y central. A ésta
le siguen una región hidrofóbica rica en alaninas y prolinas,
con estructura de bisagra, una región rica en aminoácidos car
gados, en su mayoría acídicos, y un extremo C-terminal consti
tuido por el heptapéptido [M G F G L F D] que se halla conser
vado en las proteínas ribosomales P de organismos eucariontes.

Las proteinas P1 y P2 divergen en la región globular, P2 es
la equivalente en eucariontes a la L12ede archaebacteria; en
cambio, la proteina P1 es exclusiva de eucariontes. Para aná
lisis filogenéticos se considera la región globular de estas
proteinas, debido al alto grado de variabilidad de la secuen
cia de la bisagra y el alto grado de conservación del dominio
C-terminal (Newton y 001., 1990).

Las proteinas de tipo P2 o L12e presentan una lisina en se
gunda posición, y un residuo básico, usualmente arginina en la
región globular.

Las proteínas de tipo P1 presentan, al alinearse con las
secuencias de las de tipo P2 o L12e, una extensión en la re
gión aminoterminal; generalmente poseen una serina en segunda
o tercera posición, y un residuo triptofano conservado en la
región globular. En cambio, las P2 no presentan triptofanos.

Las proteínas L7/L12 de eubacteria y cloroplastos (Otaka y
001., 1985) también poseen sus dominio N-terminal y C-terminal
separados por una bisagra. Sin embargo, es difícil hallar un
alineamiento con las secuencias análogas en archaebacteria y
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eucariontes; solo se observa homología significativa si se
alinean la región N-terminal de L7/L12 con la C-terminal de
los representantes de archaebacteria y eucariontes. Los rea
rreglos en la estructura de L7/L12de eubacteria y cloroplas
tos se han interpretado como la consecuencia de un evento de
translocación dentro del gen, que debió haber ocurrido en un
estadío temprano de la evolución en el linaje de las eubacte
rias (Ramirez, C., 1989; Shimminy col., 1989).

La región bisagra es probablemente la responsable de confe
rir los cambios conformacionales detectados en L12 durante la
elongación, particularmente la posibilidad de rotación del do
minio C-terminal (Bushuev y 001., 1989). Este movimiento po
dría estar implicado en 1a interacción de L12 con los factores
de elongación EF-G y EF-Tu (Gudkov y Bubanenko, 1989).

Desde el punto de vista evolutivo, las propiedades flexi
bles de la bisagra, el caracter acídico, y la presencia de
copias múltiples de L12 en el ribosoma, confieren al sistema
ribosomal [L12 —factores de elongación - actividad GTPasa]
una cierta semejanza con los sistemas contráctiles [miosina
actina-actividad ATPasa](Moller, 1991).

1.3.2.2- Proteina L10.

Las proteínas L10e de archaebacteria y P0 eucarionte tam
bién son alineables. Ambaspresentan una región globular, una
región rica en alaninas y prolinas y un dominio C-terminal
altamente cargado. La región globular presenta secuencias
modulares de 26 aminoácidos de estructura secundaria similar;
existen 3 módulos en archaebacteria y dos en eucariontes
(Figura 1.6).
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La proteína L10 de eubacteria es más corta, presenta una

deleción interna (117 residuos en E,coli) quedando en la
región globular un módulo completo más uno truncado; las
regiones de la bisagra y C-terminal también se hallan trun
cadas.

Rich y Steitz (1987) observaron por primera vez que las
proteínas P0 y las dos proteínas acídicas P1 y P2 humanas
exhibian un alto nivel de homología en sus regiones carboxi
terminales: en particular la porción que abarca un módulo de
la región globular, la bisagra, la región acídica y el extremo
carboxiterminal. En algunas especies de archaebacteria, la
similitud de secuencia entre L10e y L12e se extiende unos 70
aminoácidos desde los extremos carboxiterminales hacia el
centro de las proteínas (Shimminy col., 1989). Esto sugirió
que los genes que codifican las proteínas L10e y L12e de
eucariontes y archaebacteria se constituyeron en parte, a
partir de una secuencia primordial común. De estas com
paraciones estructurales se ha interpretado que la proteína
L10e/P0 pudo haberse originado a partir de la fusión entre la
tercera parte de una copia extra de L12e/P1/P2 y la región
aminoterminal de otro gen, con la consiguiente duplicación de
la secuencia modular proveniente de la porción de L12e, de di
cha fusión génica (Ramirez y col., 1989).

En eubacteria, la similitud de secuencia entre L10 y L12 no
es detectable debido al rearreglo estructural de L12 y a que
los dominios de la bisagra y C-terminales de L10 están trun
cados.

El esquema de las estructuras de las proteinas L10e y L12e
en los tres reinos se ilustra en la Figura 1.6.
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Figura 1.6
Esquemade la estructura de las proteínas ribosomales acídicas

(P) de eubacteria, archaebacteria y eucariontes.
Las proteínas L12e de archaebacteria y eucariontes están com
puestas por una región globular, una bisagra y un dominio car
boxiterminal cargado. Las proteínas L10e de archaebacteria y
de eucariontes contienen una fusión del 75%de una copia de la
proteína L12e/P2 y una triplicación o duplicación de una se
cuencia modular de 26 residuos presente en la porción L12e de
la fusión. En eucariontes existe un segundo tipo de proteínas
L12e: P1 que difiere de P2 en la región globular P1. La
proteína L12 procarionte retiene la región globular con el
módulointerno, pero la bisagra está translocada hacia el ex
tremo aminoterminal de la región globular. Tomadode Ramirez y
col. (1989).
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1.3.3. Incorporación a ribosomas y fosforilación.

Las proteinas P están fosforiladas en el ribosoma eucarion
te (Amonsy col., 1979, 1982; Zinker y Warner, 1976).

El blanco de la fosforilación en las proteinas ribosomales
P es una serina ubicada en un entorno acidico de reconocimiento
para casein kinasas (Chan, P y col., 1989). En A.5a11na se iden
tificó la serina fosforilable (aa 98) ubicada en el dominio C
terminal rico en aminoácidos ácidos EESEEEDDD(Amons y col.,
1979; 1982). Esta serina se encuentra conservada en las proteinas
P de vertebrados, que presentan en esa región una serina adicio
nal EESEESDDD.En levaduras el dominio C-terminal acidico
E/K/AEESDD/EDposee la serina presente en vertebrados y ausente
en Artemia; sin embargo, la fosforilación no ocurre en este
residuo, sino en una serina de la porción globular (aac 19): Sc
PZB AAPSAAD(Naranda y Ballesta, 1991).

Ademásde los complejos de proteínas P en ribosomas se han
detectado complejos P citosólicos (140 kDa)(E1kony col., 1986).
Estos complejos citoplasmáticos presentan menorgrado de fosfori
lación que los complejos incorporados a ribosomas. La fosforila
ción parece aumentar la actividad de las proteínas acídicas (Mac
Connell y Kaplan, 1982) y su afinidad por los ribosomas (Sanchez
Madrid y col., 1981). A partir de estos hallazgos se ha propuesto
que la fosforilación podría desencadenar la integración de estas
proteínas al ribosoma.

Si bien la fosforilación ha sido descrita en varios orga
nismos comoA.salina, S. cerevisiae, R.norvegicus y H.5apiens, no
sería un fenómenouniversal dentro de los eucariontes, ya que se
ha demostrado que las proteínas homólogas del protozoo Tetrahy=
mena pirifbrmis no se fosforilan in vivo (Sandermanny col.,
1979). En Tetrahymena la región C-terminal acídica no presenta
serinas, pero se conserva la serina de la porción globular, equi
valente a la fosforilable en las proteínas P de levaduras (Hansen
y col., 1991).
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1.3.4. Organización genómica de las proteínas ribosomales P.

En Eïcoli, la proteína L7/L12 es expresada por el gen 121L_
(Terhorst y 001., 1973). Mutaciones en el gen LQJLestán asocia
das a errores de incorporación de aminoácidos durante la sintesis
de polipéptidos, indicando que estas proteínas están implicadas
en el control de la fidelidad traduccional (Kirshom y 001.,
1985).

El locus ¿21L_formaparte del operón rif de eubacterias que
contiene los cistrones para las proteinas ribosomales L11, L1,
L10 y L12, incluyendo hacia el extremo 3' los genes para las sub
unidades B y B' de la ARNpolimerasa (Post y 001., 1979).

En archaebacteria los genes de la familia de proteinas ri
bosomales P están organizados de manera similar a eubacteria, sin
embargo el operón no contiene los genes de la ARN polimerasa
(Shimmin y 001., 1989; 1989a).

En eucariontes los genes para proteínas ribosomales P se
encuentran en loci independientes. Algunos de los genes de la fa
milia de proteinas ribosomales P de T.thermophila, S,cerevisiae y
Sc. pombe presentan intrones (Newton y 001., 1990; Hansen y 001.,
1991).

Los organismos multicelulares desde A.salina hasta H.
sapiens presentan loci únicos para las proteinas P1 y P2. En cam
bio, Saccharomyces GereVisiae y Sahizosaccharomyces pombe presen
tan cuatro genes para las proteínas ribosomales acídicas. En base
a la traducción de las secuencias de las regiones globulares, dos
de estos genes se clasifican dentro de la clase P1: Pla y PIB (o
L12eIIa y b, resp.), y los otros dos en la clase P2: P2a y P28 (o
L12eIa y b, resp.). En S.cerevisiae las regiones globulares de
las proteínas de tipo P1 presentan un 52%de homologia entre sí y
las de tipo P2 un 56 %de homologia entre si; las de tipo P1 com
parten con las de tipo P2 alrededor de un 20%de homologia (New
ton y col., 1990).
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1.4. ANTECEDENTESDEL TRABAJO DE TESIS.

1.4.1 Introducción.

Dada la incidencia de la cardiopatía chagásica en nuestro
país el laboratorio se interesó en la caracterización de los
blancos moleculares de la respuesta inmunológica en los pacientes
chagásicos con miocardiopatía chagásica.

En colaboración con el equipo de cardiólogos del hospital
RamosMejía (dir: Dr M.Rosembaum),se elaboró el proyecto de uti
lizar péptidos clonados de T.cruai, con el objetivo de detectar
diferencias serológicas entre pacientes chagásicos con diferentes
cuadros clínicos. En el caso de existir péptidos reconocidos di
ferencialmente por individuos chagásicos crónicos con y sin car
diopatía, el rastreo serológico diferencial podría servir de base
para el desarrollo de un método de pronóstico y/o diagnóstico de
la cardiopatía chagásica.
Asimismo, los anticuerpos contra estos péptidos podrían ser he
rramientas valiosas para la investigación del proceso inmuno-pa
togénico de la cardiopatía.

De acuerdo con estos objetivos, se construyó una biblioteca
de expresión de ADNcde epimastigotes de T.cruzi (cepa Tul 2) en
el bacteriófago thll (Levin y col., 1989; Mesri, Tesis doctoral,
1990). Inicialmente, esta biblioteca se rastreó con suero de un
paciente chagásico (JL) que sufría una cardiopatía crónica en fa
se terminal.

Dos de los clones aislados, denominados JL5 y JL52, reac
cionaron predominantemente con una batería de sueros de pacientes
con cardiopatía crónica, y débilmente con sueros de individuos
infectados sin evidencias clínicas de cardiopatía (Levin y col.,
1989; Mesri,E. Tesis Doctoral, 1990).
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La técnica de selección de anticuerpos anti-JL5 y anti-J152

a partir de suero de paciente, permitió deducir que estos antíge
nos podrían ser porciones de una proteína de 38 kDa presente en
extractos totales de los tres estadios de T.cruzi (Levin y col.,
1989). Además,anticuerpos anti-J15 presentaron una débil reac
ción cruzada con la proteina de fusión B-galactosidasa-JLSZ (Le
vitus, Tesis Doctoral, 1991).

El ADNcJL5 fue subclonado en M13mp18/EcoR1y secuenciado.
La secuencia, que se presenta en la Figura 1.7, permitió identi
ficar la porción 3'de un ARNmpoliadenilado, con un marco de lec
tura abierto de 35 residuos en fase con el de la B-galactosidasa.
El péptido recombinante correspondía a la porción carboxiterminal
de una proteína parasitaria. La comparación de la secuencia ami
noacidica de JL5 en el banco de datos del Instituto Pasteur (Pa
ris) indicó que presentaba alta homologíacon las porciones car
boxiterminales de las proteinas ribosomales P de organismos euca
riontes (CAP3, Introducción) (Figura 1.7)

El ADNcdel fago JL52 no pudo ser subclonado en M13 mp18/
EcoRl; el ADN del fago recombinante digerido con EcoRl generaba
los dos brazos del vector sin liberar el inserto, sugiriendo que
se habia perdido uno de los sitios EcoRl en el proceso de clonado
(Mesri, tesis doctoral, 1990).

1.4.2. Respuesta autoinmune frente a proteínas ribosomales P en
la cardiopatía chagásica crónica.

Las proteínas P humanas fueron definidas comoautoantígenos
en Lupus eritematoso sistémico (LES) (Elkon y col., 1985; Fran
coeur y col., 1985). El 12%de pacientes con LES, que incluye una
subpoblación con manifestaciones de psicosis, compromisomuscular
y cardíaco, presenta autoanticuerpos anti-P (Bonfa y Elkon,
1986). Los sueros de pacientes lúpicos anti-P positivos recono
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cieron proteínas ribosomales P de otros organismos eucariontes,
desde PüasmodiumÍálciparum hasta el hombre, pero no reaccionaron
con la proteina L7/L12 de E.coli (Elkon y col., 1986).
La reactividad anti-P de estos sueros estaba dirigida hacia un
epitope constituido por los 11 residuos carboxiterminales de las
proteinas P (Elkon y col., 1988).

La identificación de la secuencia del ADNcJL5 de T.cruzj
confirmó la conservación del autoepitope lúpico (Figura 1.7).

La naturaleza autorreactiva de los anticuerpos dirigidos
hacia la región C-terminal de la proteina P de T.cruzi, fue de
mostrada en experiencias de Western blot con extractos de riboso
mas humanosy de proteínas de fusión B-galactosidasa-proteinas
ribosomales P1 y P2 humanas (Levitus y col., 1991).

El péptido sintético R-13 constituido por los 13 residuos
carboxiterminales de JL5, permitió delimitar la especificidad
compartida por los anticuerpos anti-JL5 de sueros chagásicos y
por los anti-P de sueros lúpicos (Mesri y col., 1990; Levitus y
col., 1991).

El perfil de isotipos de inmunoglobulinas anti-R13, de sue
ros chagásicos crónicos, coincidió con el perfil de anticuerpos
anti-l;_gzu¿1; y fue distinto a la distribución isotipica anti
R13de los sueros lúpicos (Levitus y col., 1991). Estas experien
cias sugirieron que en la cardiopatía chagásica crónica, los au
toanticuerpos anti-R13 se originarían por un mecanismode mime
tismo molecular (Damian, 1989) y no por un mecanismo de activa
ción policlonal de linfocitos B (D'Imperio Limay col., 1986).
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hITGACAquuAInIGGI
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106 CTTTTÏGACTAAAGACAAATGCTTA1TTTAÏTTÏAÏTTTTGATTTÏGTTTCTGTGTTGTCCHGAAGAGGCGCÏAAAAAAAAAAAAAAAAAAAM
L F D ' '

JL5 ASAPTAAAAASGGAAAÉÁAAA . . . . . . . . . ..EEEEDDDMGFGLFD
YPAl +G*S+*+P*++*+**+G+D**....EEKEEEAK**S**********
ASRPIT +GVGA*P**+G++**TE*P**KEEKKEEKKEES****+********
ASRP12 PT+GAP****G*+******E*KEAKKEEKKEES****+********
RLRPZ P++GAV*V+*+P*******++APAAAEE.KEES**KK*+*******
P2 V+VSA+P++*+P+*++AP***.EEKKDEKKEES**S**********
P1 *P*AG**P*+GP+P+TA**V*EEKKVEAKKEES**S**********
P0 V+*APV***T+++P**A**P*....KVEAKEES**S*+********

eL12/12’ Asalina E E E D E D M G F G L F DP1/P2 H.sapiensEEW
P0 H-Sapiens E E LLE_D_M_G_F_G_L_LDR-13 T.cruzí EEEDDDMGFGLFD

Figura 1.7
Secuencia del ADNC JL5 de T.crusi. Tomado de Levin y

col.(1989).

A) Comparación de la secuencia aminoacídica de JL5 con los ex
tremos C-terminales de las proteínas ribosomales P de S. cere
visiae (YPAl), A. salina (ASRP12/12') y H. sapiens (P0, P1 y
P2). Se introdujeron gaps para comparar motivos homólogos. Los
asteriscos representan residuos idénticos y los signos + in
dican cambios conservativos (T-S, D-E, A-S, - )
B) Comparación de las secuencias aminoacídicas del péptido

sintético R-13 derivado de JL5 con los 13 residuos C-termina
les P de H.sapiens y A.salina. Se subraya el epitope ribosomal
P de lupus eritematoso sistémico. Tomadode Mesri y col.(1990)
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1.4.3. Caracterización de la familia de proteínas ribosomales P
de T.cruaí.

El sistema de proteinas ribosomales P de T.cruzi fue carac
terizado empleando:

anticuerpos anti-JL5 y anti-JL52 inmunoseleccionados a
partir de sueros de pacientes chagásicos crónicos con
miocarditis.
suero de conejo inmunizado con la proteina de fusión JL5
(Levitus, tesis doctoral, 1991).
sueros de pacientes con lupus eritematoso sistémico con
título anti-P (Levitus, tesis doctoral, 1991).

Asi, fracciones ribosomales de epimastigotes de T.cruzi
fueron analizadas por Néstern blot (Figura I.8):

los anticuerpos anti-JLS reconocieron una banda doble de
14-15 kDa, una banda de 19 kDa y otra de 38 kDa, esta úl
tima fue reconocida solo con algunas preparaciones, de
pendiendo del suero utilizado para la inmunoselección.
el suero anti-JL5 de conejo reconoció el doblete de 14
15 kDa.

los anticuerpos anti-JL52 reconocieron predominantemente
la banda de 38 kDa y, en algunas experiencias, un conjun
to de bandas en el rango 23-32 kDa.
los sueros lúpicos empleados, reconocieron los péptidos
de 14-15 kDa y 19 kDa pero no detectaron la banda de
38 kDa.

Los PMde las bandas de 14-15 kDa y 38 kDa son semejantes
a los informados para las proteínas P1-P2 y P0 eucariontes, res
pectivamente (Towbin y col., 1982; Vidales y col., 1981; Elkon y
001., 1985; Francoeur y col., 1985).
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Introduccion
Los pI determinados para los polipéptidos de 14-15 kDa y

19 kDa fueron de 5,3 y 5,7 respectivamente, es decir, estaban en
el rango descrito para las proteinas ribosomales P (acídicas) de
otros organismos (Vidales y col., 1981; Elkon y col., 1985).
En electroforesis bidimensionales el doblete de 14-15 kDa se re
solvió en 2 especies principales y 4 o 5 de menor intensidad
(Levitus, tesis doctoral, 1991); la especie de 14kDacon menor pl
que la de 15 kDa.

KD KD

38

1

19-- l " 19".
15-. a C: 15-!

1 2 3 , 1 2 3 1

Figura 1.8
Familia de proteinas ribosomales P de Trypanosomacrusi

western blots de proteínas ribosomales de epimastigotes de
T.cruzi (Tul 2).
A) Reactividad con anticuerpos anti-JL52 inmunoseleccionados
de sueros de tres individuos chagásicos (l, 2 y 3).
B) Reactividad con anticuerpos anti-JL5 inmunoseleccioados

purificados a partir de los sueros chagásicos de A).
C) Reactividad con un suero lúpico anti-P + (dil 1:200).
Tomadode Schijman y col., (1992).
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1.5. OBJETIVOS DE LA TESIS.

con anticuerpos anti-P
de una familia de proteínas ribosomales
miembroscon características semejantes
familias P eucariontes
(38 kDa

T.cruzi,

La caracterización inmunológica de ribosomas de T.cruzj
(Cap 4) puso de manifiesto la existencia

P constituida por algunos
a las descritas en otras

(14 kDa Y 15 kDa),
y 19 kDa) con caracteristicas inusuales.

y por otros miembros

Para proseguir el estudio de la familia de proteínas P en
se plantearon los siguientes objetivos:

de la secuencia completa de lasAbordar el clonado pro
teínas correspondientes a las porciones codificadas
los ADNc JL5 y JL52,
dichas secuencias por

por
la identidad P de

de
y determinar

comparación con las secuencias
proteínas ribosomales P de otros organismos.

Abordar el clonado de proteínas ribosomales P distintas a
las codificadas por JL5 y JL52.

Iniciar la caracterización de la organización genómicade
la familia ribosomal P en T.oruzi.
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II.
II.1.1.

1.

Materiales y Métodos

MATERIALES

Soluciones y buffers de uso frecuente.

MgSO4.7 H20 0,2%,SM= Solución de dilución fagos: NaCl 0,58%,
,01%.Tris-ClH (pH 7,5) 100 mM,gelatina (Merck) 0

TBS = Tris-ClH 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM.

TBS-T = TBS, 0,05% Tween 20.

TBS-G-L (Solución de bloqueo
leche descremada en polvo (Molico),
1 mMPMSF (Sigma), 0,01% azida.

e incubación con sueros) = TBS, 3%
2%glicina (Mallinckrodt),

TBE 10X = (1 litro) Tris base 108 g,
M (PH 8,0) 40 ml.

ácido bórico 55 g, EDTA0,5

TE = 1 mM EDTA, 10 mM Tris-ClH pH 8,0.

TMN 10X = 100 mM Tris-ClH pH 8,0, 100 mM NaCl, 5 mM MgClz.

BPB 6X = TBE 6X, 0,25%
Xylen cianol.

60%Glicerina, 0,25% azul de bromofenol,

SSC 20X : NaCl 3 M. citrato de sodio 0,15 M, pH 7,0.

MOPS 10X = MOPS 0,2 M, NaAcO 50 mM, EDTA 10 mM, pH 7,0.

formamida deionizada 50%, NaCl 5.85
100 ug/ml,

Solución de hibridización =
%, SDS 1%, DNAde timo desnaturalizado 10 min a 100°C,
reactivo de Denhardt 5X.

Denhardt = 1%polivinilpirrolidona, 1%Reactivo de 1% glicina,ficoll.

.2. Mediosde cultivo bacteriano:

Medio LB (Luria-Bertani):
Por litro:- Bacto triptona 10 g.

—Bacto extracto de levadura 5 g.
— NaCl 10 g.

Ajustado a pH 7.5 con NaOH.
Autoclavado a 1,2 atmósferas durante 20 min.

LB-AMPI: LB + Ampicilina 100 ug/ml, que se agrega al
medio autoclavado y enfriado hasta 55°C.
LB-AGAR: LB + agar 1.5%.
LB-AGAROSA BLANDA: LB + agarosa 0.7%.
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Materiales y Métodos

Medio M9 (Medio Minimo):
Por litro:— NazHP04 6

— KH2P04 3
- NaCl O
— NH4Cl 1

Ajustado a pH 7,4.
Autoclavado a 1,2 atmósferas durante 20 min.

g.

g.
g.
5
3.

- 1M MgSO4 2 ml.
- 20% glucosa 10 ml.
- 1M CaClz 0.1 m1.

La glucosa se esterilizó por filtración en filtros Mi
llipore de 0.2 pm.

Medio SOB:
Por litro:— Bacto triptona 20 g.

—Bacto extracto de levadura 5 g.
— NaCl 5M 2 ml.
— KCl 100 mM 25 ml.

Una vez autoclavado se le agregó:
- MgClz 1M 10 ml.
- MgSO4 1M 10 m1.

Medio 2X YT:
Por litro:— Bacto triptona 16 g.

- Bacto extracto levadura 10 g.
— NaCl 5 g.

Ajustado a pH 7,0 con NaOHy autoclavado.

II.1.3. Productos radiactivos

Se utilizaron deoxinucleótidos provistos por New England Nuclear
(NEN), Boston, MA, USA.

- dATP aP32 (NEG-Olz H) y dCTP aP32 (NEG-013 H), 10 mCi/ml
en 10 mMTricine; actividad específica de 3000 Ci/mmol.

— dATP aS35,(NEG—034 H) 1176 Ci/mmol

II.1.4. Enzimas

II.1.4.1. Enzimasde restricción:

Todas las enzimas utilizadas fueron de origen comercial (Ap
pligene, Promega, Amersham, BRL o Pharmacia). Las digestiones fueron
realizadas de acuerdo a los siguientes criterios:

Se utilizó 3-5 U de enzima por ug de ADNa digerir. Se incubó
la reacción durante 2-3 hs a 37 °C (en digestiones de ADN genó
mico se utilizó 5 U de Enzima por pg de ADNy se incubó la di
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II.

1.

.4.3.

Materiales y Métodos

gestión durante la noche a 37°C). En ningún caso el volumen
enzima agregado superó el 10% del volumen final de la mezcla
reacción.

de
de

Los bufférs de incubación para cada una de las enzimas de res
tricción utilizadas fueron preparados según las fórmulas detalla
das en Sambrooky col., 1989; o bien se utilizó el sistema de bu
ffers (A, B, L, M y H) de la firma Boehringer Mannheim.

En los casos de digestiones dobles, se incubó primero la reac
ción con la enzima de restricción activa a menor concentración de
NaCl, agregando luego la cantidad de sal correspondiente, para
llevar a la concentración salina óptima para la segunda enzima de
restricción. Alternativamente, una vez cumplido el tiempo de in
cubación con la primer enzima se precipitó el ADNcon etanol y se
resuspendió en el buffer correspondiente a la segunda enzima.

4.2. Enzimas de modificación:

Polinucleótido kinasa del fago T4 (Amersham,Pharmacia): uti
lizada para fosforilar las extremidades 5'de fragmentos de ADN
(por ej: fragmentos amplificados por PCR).

Fosfatasa alcalina de intestino de ternero (CIP) (Pharmacia);
utilizada para defosforilar los grupos fosfato 5' de vectores li
nearizados.

Promega)utilizada para el
y genómicos en vectores de clonado y

ADNLigasa del fago T4:(Pharmacia,
ligado de insertos de ADNc
subclonado.

Polimerasas:
utilizado

b) marcación de son
Fragmento Klenow de la ADNpolimerasa I (Amersham):

para a) experiencias de extensión de primer,
das por random priming, y c) rellenado de extremos recesivos(fill in).

Buffer M 1X = Tris-HCl lOmM
MgCl2 lOmM
NaCl 50mm
DTT ImM
pH a 37°C = 7.5

Polimerasa Taq I (Promega, Perkin Elmer Cetus): utilizada en
la metodologia de PCR(reacción en cadena de la polimerasa).
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Transcriptasa reversa (Amersham,Appligene): utilizada para la
síntesis de la primera cadena de ADNcopia a partir de templados
de ARNtotal o poli A+.

II.1.4.4. Nucleasas:

ADNasaI: utilizada para eliminar el ADNbacteriano en la pre
paración de ADNde fagos X.

ARNasa,libre de ADNasa:utilizada para eliminar el ARNde las
preparaciones de ADN.

11.1.5 Cepas de Trypanosoma cruzi

Se utilizaron ácidos nucleicos y/o inclusiones en agarosa blanda
de parásitos de las cepas siguientes:

Cepa Estadio Procedencia

Tul 2 Epimastigotes Inst. Fatalah Chabén, Argentina
CL Epimastigotes Inst. Pasteur, Francia
Y Epimastigotes Inst. Pasteur, Francia
G Epimastigotes Esc.Paulista de Med., Brasil
RA Epimastigotes Fac. de Med., UBA,Argentina
RA Tripomastigotes Fac. de Med., UBA,Argentina

11.1.6 Cepas de Escherichia coli:

II.1.6.1. Genotipos:

1. Y1089: (lacU169), proA+, lon, araD139, strA, hflAlSO,
(chr::Tn10), (pMC9).Uso:lisógenas para thll, producción
de proteínas de fusión.

2. Y1090 (Lac U169),proA, lon, araD139, strA, supF, [trp:
tnlO], pMCQ, (r-, m+). pMC9=pBR322, lacI. Uso: propaga
ción y rastreo inmunológico de bibliotecas de expresión
en lgtll.
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transfe
mutación

supF y supE: genes que codifican para un ARNde
rencia supresor de mutaciones ámbar (suprime la
SamlOOde lgtll).
hflA: (high frecuency lisogenization) La ausencia del
producto del gen hflA aumenta la estabilidad de la pro
teina cII del fago. Esta activa la transcripción del re
presor cI, responsable del establecimiento de la lisoge
nia.
lacIQ: mutación del gen lacI que provoca un aumento en 1a
producción del represor del operón lac.
lon: gen que codifica para una proteasa
responsable de la degradación de
anormales en E. coli.

ATP-dependiente,
proteínas foráneas o

JM101thi-l, (lac-proAB),F'[traD36 proAB+lacIQ ZM15]
Uso: transformación con fago M13y propagación de fagos
para obtención de ADNsc para secuenciación.

thi: mutación en el metabolismo de tiamina, la bacteria
requiere tiamina para su crecimiento en medio mínimo.

(lao-proAB): deleción en el cromosomabacteriano que
abarca parcialmente los genes B-D-galactosidasa y los
genes para el metabolismo de prolina. La bacteria re
quiere prolina para su crecimiento en medio minimo.
traD36: (Transfer factor mutation) previene la transfe
rencia del episoma F'.

DHSaF' endAl, hst17 (r-, m+), supE44, thi-l, recAl,
gyrA, relAl, 8801acZ M15, (1acZYA-argF)U169, F'lacI
Z M15. Uso: transformación con fago M13.

La cepa E.coli DH5aF'tiene ciertas ventajas sobre otros
hospedadores de M13:
Puede ser mantenida en medio rico (LB o YT) sin perder el
episoma F'( a diferencia de la serie JMno depende de la
presión de selección conferida por el marcador proAB en
el F', que obliga a mantener a las cepas de la serie JM
en medio mínimo). El genotipo incluye el marcador RecAl
que asegura la estabilidad de los insertos clonados mien
tras que la serie JMes rec+.
Es restricción negativa (rk-) y modificación positiva
(mk+), por lo que cualquier secuencia puede ser fácilmen
te subclonada. Tiene una mayor eficiencia de transforma
ción (2 107 ufp/ml). Esta cepa también tiene un back
ground genético lac para permitir a-complementación con
el polipéptido codificado por M13serie mp. Se mantiene
en presencia de kanamicina.
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Esta cepa fue utilizada para transformar sobretodo sub
clones conteniendo insertos >700pb, y productos de liga
ción por extremos romos, casos en los que frecuentemente
se obtiene menor proporción de recombinantes comparativa
mente a los subclonados por extremos cohesivos y de in
sertos pequeños.

L87 hst (r—, m+), trpR, metA, supE, supF, tonA
Uso: clonado en lgth. Cepa permisiva.

NM514Hst (r-, m-), argH, galE, galX, strA, lycB7 (hfl+)
Uso: selección de fagos thlO recombinantes; la mutación
para alta frecuencia de lisogenia (hfl) determina que el
fago salvaje siga el camino de la lisogenia y no produzca
placas de lisis, en cambio el fago recombinante cI- puede
replicar y lisar las células. Por lo tanto el plaqueo de
bibliotecas lgth en cepas hfl+ resulta en un porcentaje
elevado de recombinantes.

LE392 supE44, supF58, hst514, galKZ, galT22, metBl,
trpR55, lac Yl. Uso: propagación de fagos X

HB101 supE44, hsd820(r-B m-B), rec A13, ara-14, proAZ,
lac Yl, galKZ, rpsLZO, xyl-5, mtl-l. Uso: preparación de
plásmidos a gran escala.

M01061hst, mch, araD139, (araABC-leu)7679,
gal U, galK, rpsL, thi. Uso: transformación con
dos.

lacX74,
plásmi
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II.1.6.2. Mantenimientode las cepas bacterianas.

Las cepas Y1090 e Y1089, se mantuvieron en placas de LB
agar-amp por cortos periodos (15 días) a 4°C .

La cepa JMlOl se mantuvo a 4°C en M9-agar y se repicó a
placas de LB-agar para la obtención de colonias frescas a partir de
las cuales se prepararon las células competentes para las transforma
ciones (ver II.2.11.3).

Las cepas se mantuvieron por varios meses en cultivos lí
quidos con 50% de glicerol a —70°C, o en agar blando a 4°C.

II.1.7 Vectores de clonado:

Bagtgrj Q”faggfi:

Lgth: inm434, b527 (Amersham). Contiene un sitio Eco R1
único, dentro del gen represor cI dentro del cual se in
sertan los fragmentos de ADN recombinantes. La función
del gen cI en el ciclo de vida normal de lambda es elegir
entre la lisis y la lisogenia de la cepa de E. coli in
fectada. El fago parental favorece el camino lisogénico
debido a que el gen cI está activo y produce placas tur
bias en E.coli salvaje y la cepa L8? (ver II.1.6.1.). El
fago recombinante presenta el gen cI inactivo, por lo
tanto favorece el camino lítico y produce placas claras
en 5.0011 salvaje y la cepa L87.

kgtll :lac5, shndIII 2-3, srl-3, 01857, er-4, nin5,
er-5, samlOO. (Promega, Amersham).

SamlOO:mutación ámbar involucrada en la lisis de la mem
brana bacteriana. Produce la acumulación de partículas
fágicas dentro de huéspedes no supresores (sin supF).
cItsS57: mutación termosensible que produce la inactiva
ción del represor cI a 42°C, originando la inducción delciclo litico.

M13 mp18 EcoRl BAP, Pstl BAP (Pharmacia): extremos
cohesivos
M13 mp10 Smal BAP (Amersham): extremos romos.
Uso: subclonado de fragmentos de hasta aprox. 2 kb, para
secuenciación a partir de una matriz de ADNsc con primer
universal por el método de terminación de cadena con di
deoxinucleótidos (ver II.2.12.3).
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E]. .1 :

PBlueScribe SK+(Stratagene) Hind III.
Es un vector fagémido de 3.204 pb derivado de pUC 19.
Lleva un origen de replicación colEl, resistencia a ampi
cilina, promotores T3 y T7 flanqueando el polilinker de
pUC19 y un promotor lacZ para selección de colonias azu
les y blancas o inducción de proteínas de fusión con
IPTG. Lleva un origen de replicación del fago M13, que
permite el rescate de ADNsc, vía infección con fago hel
per F1, para secuenciación de ADNsimple cadena o mutagé
nesis especifica de sitio. La cadena rescatada de pBS (+)
contiene la hebra codante del gen de la B-galactosidasa.

II.1.8.Bibliotecas de ADNcDE T.cruzi:

Biblioteca de expresión en thll de ADNcde epimastigotes
de la cepa Tul 2 (E.A.Mesri, tesis doctoral, 1990).
Biblioteca de expresión en thll de ADNcde tripomastigo
tes sanguíneos de la cepa RA(P.Levy Yeyati, tesis docto
ral, 1992).

11.1.9. Fagos recombinantes con secuencias clonadas de T.cruzi:

Los fagos thll - [JL5, JL52, A1 y JL7] utilizados en este
trabajo, fueron aislados a partir de una biblioteca de ADN com
plementario de T.cruzi (cepa Tulahuen 2, estadio epimastigote)
(Levin y col., 1989).

La proteína recombinante expresada por el fago JL7, permite
diagnosticar serológicamente la infección crónica con
(Levin y col, 1991).
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II.1.10. Oligonucleótidos diseñados a partir de secuencias de T.cruzi.

Identidad Secuencia Orientación Aplicación

Miniexón AACGCTATTATTGATACAGT sense Clonado por ARN-PCR

P-JL5
24mer GTCAAAAAGACCAAATCCCATGTCantisense Biblioteca ADNc
20mer GGCAGTGGGTGCAGAAGCGGantisense Secuenciación
N-PJL5 AGCCTTCAATACGGCCTCAACantisense primer extension
3'Ecolkb GGTAGAAAGTATCATAAAGAATGCantisense Secuenciación
5'Ecolkb TTGTCTTGTCAGATGAAGTA sense Clonado por PCR

P-JL52
N-PO CTTCTTGCCCATCACAAGTTCACantisense Clonado por ARN-PCR
CH3 (1) AACACCGGCATGGAGCCC sense Secuenciación
CH3 (2) AACGCGTCCATGATCATATG antisense Secuenciaoión

II.1.11. Marcadores de PMde ADN.

EcoRl-HindIII 21,8 kb; 5,24 kb; 4,21 kb;
3,41 kb; 1,98 kb; 1,90 kb; 1,57 kb; 1,32 kib; 0,93 kb;
0,84 kb; 0,58 kb.

Lambda Hind III = 23,130 kb; 9,42 kb; 6,56 kb; 4,4 kb;
2,3 kb; 2,027 kb; 0,564 kb; 125 kb.

Phi X 174/ Hae III = 1.353 pb; 1078 pb; 872 pb; 603 pb;
310 pb; 281 pb; 271 pb; 234 pb; 194 pb; 118 pb; 72 pb.

pBR322/ Msp 1 = 622 pb; 527pb; 404pb; 309pb; 242pb;
238pb; 217pb; 201pb; 180pb; 160pb; 147pb; 123pb; 110pb;
90pb; 76pb; 67pb; 34pb.

II.1.11. Sueros humanos

II.1.11.1. Pacientes ohagásicos:
Sueros de individuos infectados con Trypanosomacruzi prove

nientes de la zona endémica del norte y centro de la Argentina,
que fueron examinados en el Servicio de Cardiología del Hospital
Ramós Mejía (Director Dr. M. Rosenbaum), por el grupo de médicos
coordinados por el Dr P.Chiale.

Se consideraron individuos infectados a aquéllos que presen
taron reacción seropositiva en por lo menosdos de los siguientes
ensayos: fijación de Complemento,hemaglutinación indirecta e in
munofluorescencia indirecta. Aquellos sujetos seronegativos para
los tres ensayos se consideraron no infectados.
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.11.2. Pacientes lúpicos:

sistémico
"Unité

Pasteur
Sueros de individuos europeos con Lupus eritematoso

(LES). La caracterización de los sueros se realizó en la
d’Immunohematologie et Immunopatologie” del Instituto
(Paris), dirigido por el Dr. G. Dighiero.

Se utilizaron aquellos sueros con actividad
ribosomales P (Elkon y col., 1989).

anti-proteinas

METODOS.

.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

1.1. Preparación de ADNtotal de Trypanosomacruzi:

El ADNgenómico de T.aruzj se preparó siguiendo el proto
descripto a continuación:

Se resuspendió suavemente 1 g (peso húmedo) de parásitos en 20
vol de buffer 1. Se agregó proteinasa K (100 ug/ml final) y se
incubó durante la noche a 37°C.

Se extrajo 3 veces con fenol y 3 veces conlico.
Se recuperó la fase acuosa.
Se precipitó el ADNen 2,5 vol de Etanol absoluto y 0,1 vol de
NaAcO 3M, pH 6.

Se resuspendió en 10 m1 de TE y se llevó a una concentración de
0,833/ml de CsCl más 0,01% de BrEt. Se realizó una ultracen
trifugación en Sorvall OTD65B con rotor de ángulo fijo 50ti a
40000 rpm, durante 36 Hs a 18°C. Se recuperó la banda de ADN
linear (Sambrook y 001., 1989).
Se extrajo el BrEt 7 veces con butanol 2. Se precipitó en pre
sencia de NaAcO0,3 My 2,5 vol de Etanol absoluto durante 15
min a -70°C, y se recuperó el ADNpor centrifugación durante
20 min a 10000 rpm a temp. amb.

Se lavó 2 veces con Etanol 70%a T.amb y se secó al vacio.
Se guardó disuelto en TE a una concentración de 500 ng/ul.

cloroformo-isoami
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2 Preparación de ADNde fagos Lambda:

El ADNde fagos
siguiente:

recombinantes se purificó utilizando el

Se inocularon 10 ml de medio LB - Mgz+- maltosa. en tubos Fal
con de 50 ml, con 200 ul de células crecidas durante toda la
noche en LB Mg2+maltosa, y un taquito de agar conteniendo una
placa de lisis del fago correspondiente.

Para lgtll se utilizó la cepa Y1090,realizándose la infección
a 42°C con agitación a 200 rpm durante 5-6 hs.

Para thlO se utilizó la cepa LE392,realizándose la infección
a 42°C con agitación de 200 rpm durante la noche.

Como control de lisis se incluyó un tubo conteniendo células
sin infectar. Concluido el tiempo necesario para la lisis bac
teriana, evidenciada por la diferencia de D.O. entre los tubos
infectados y el control de células sin infectar, se agregó 200
pl de CHClBy se incubó durante 5 - 10 min más a °C, con el
objeto de lisar las bacterias remanentes.

Se centrifugó durante 5 min a 4000 rpm, para eliminar los
tos celulares y una alícuota del SNfue conservada a 4°C
stock de fagos (título aproximado 101° ufp/ml).

Se tomaron 8 ml de SN, se mezclaron con 8 ml de buffer TM, pa
sando todo el contenido a un tubo Corex de 30 ml. Se agregó
320 pl de ADNasa I/ ARNasa A (1 mg/ml de cada una en TM).

Se mezcló por inversión y se incubó 15-30 min a T.amb..
Se concentraron luego los fagos por precipitación en PEG-NaCl,
por agregado de 2 ml de NaCl 5N, 2,2 g de PEG 6000. Se disol
vió completamente el PEGmezclando por inversión.

Se dejó por 15 min en hielo. Se centrifugó por 10 min a 12000 g
a 4°C.
Se descartó el SN,

res
como

se resuspendió el pellet de fagos en 300 pl
de buffer TM. Se transfirió a un tubo Eppendorf. Se agregó
300 ul de CHCla, se mezcló bien y se centrifugó por 5 min para
separar las fases.

Se transfirió la fase acuosa superior a un tubo nuevo, cuidando
de no remover la interfase de PEG. Se realizaron 2 nuevas ex
tracciones.
Se agregó a la fase acuosa 15 pl de EDTA0,5 M pH 8 y 30 ul de
NaCl 5 M.
Se agregó 350 ul de fenol equilibrado con Tris
cló con vortex y centrifugó durante 5 min para

PH 7,6, se mez
separar las fa

ses. Se repitió la extracción.
A la fase acuosa se le agregó 875 ul de etanol. Se incubó du

rante 20 min a —70°C y se recogió el ADNpor centrifugación
durante 15 min.
Se lavó el pellet con etanol 80 %. Se centrifugó por 2 min
4°C, se descartó el etanol y se secó al vacío.

El ADNfue resuspendido en 50 pl de buffer TE.

a
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El rendimiento fue de aproximadamente 2-5 pg de ADN/mlde li
sado. Las preparaciones resultaron adecuadas para corte de
restricción y subclonado.

II.2.1.3. Extracción de ADNde Plásmidos:

II.2.1.3.1. En pequeña escala (Minipreparaciones).

Los plásmidos fueron preparados según dos métodos distintos, según el
objetivo del experimento:

Met.A] para rastreo de plásmidos recombinantes.
Met.B] para mapeo de restricción y secuenciación de ADNdc.

Método A:

A partir de una colonia aislada se inocularon 3 ml de medio LB
ampi y se incubaron con agitación a 37 °C hasta saturación.
Se transfirió 1 ml de bacterias a un tubo Eppendorf y se cose
chó por centrifugación a 4000 rpm por 5 min.

—Se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 70 ul
de buffer STET (Sacarosa 8 %, Tritón X-lOO 5 %, EDTA50 mM,
Tris.HCl pH 8,0 50 mM)empleando vortex.

- Se agregó lisozima (0,7 mg/ml final), mezclando con vortex.
- Se hirvió la suspensión durante 40 seg y se pasó a hielo.
- Se centrifugó durante 10 min en frío.
- Se descartó el precipitado con la ayuda de un escarbadientes o

tip p20/p200.
- Se extrajo una vez con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:

24:1).
- Se precipitó con 1 volumen de isopropanol. Se dejó a temp. amb.

durante 15 min.
—Se centrifugó durante 5 min. a temp. amb.
- Se descartó el SNy se secó al vacio.
- Se retomó el pellet en 20 ul de buffer TE.
—Se usaron 3 pl para analizar plásmidos recombinantes por res

tricción agregando al buffer de digestión ARNasa libre de
ADNasas, a una concentración final de 50 pg/ml.

Método B:

Se utilizó una modificación del método de Birnboim y Doly
(1979) para secuenciar ADNdc.

- A partir de una colonia aislada se inocularon 5 ml de LB + 50
ug/ml de ampicilina en tubos de polipropileno (Falcon 2070) de
50 ml.

—Se incubaron con agitación durante la noche a 37 °C.
- Las bacterias fueron cosechadas por centrifugación a 4000 rpm

por 15 min a temp. amb..
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II.

Cuidadosamente se removió 350 ul

.3.2.

Materiales y Métodos

El pellet bacteriano se resuspendió en 90 pl 25 mMTris-ClH pH
8,0, 10 mMEDTA, 50 mMglucosa.

La suspensión de bacterias se transfirió a un tubo Eppendorf.
Se agregó 10 pl de lisozima 50 mg/ml disuelta en buffer Tris

EDTA-glucosa.
Se mezcló suavemente por inversión y se dejó a temp. amb. du

rante 5 min.
Se agregó 200 pl de NaOH 0,2 N - SDS 1 %
to. Se mezcló por inversión y se incubó

Se centrifugó durante 10 min a 4°C

preparado en el momen
en hielo por 15 min.

en una microcentrífuga.
del SNy se transfirieron a un

tubo Eppendorf.
Se realizaron 2 extracciones con 1 vol de fenol-cloroformo iso
amílico (25:24zl). Se centrifugó por 15 min a temp.amb.

Se descartó el sobrenadante y se dejó drenar el exceso de li
quido por inversión del tubo abierto sobre papel absorbente.

El pellet se disolvió en 100 pl de TE.
Se trató con 2,5 ul de ARNasa 10 mg/ml durante 10 min.
amb..

Se agregó 80 ul de H20 y 20 ul de NaAcO 3 M, pH 5,2.
Se extrajo una vez con fenol-cloroformo, tomando los 180 pl su
periores de la fase acuosa, a la cual se le hizo otra extrac
ción con cloroformo, recuperando los 160 pl superiores de la
nueva fase acuosa, que fue transferida a un nuevo tubo Eppen
dorf.

a temp.

Se agregó 2 vol de etanol absoluto, se mezcló por vortex, y se
dejó precipitar por 20 min a -70°C.
Se recuperó el pellet por microcentrifugación y se lavó con
etanol 70%. Se drenó el etanol remanente y se secó el pellet
al vacio.
El ADNfue resuspendido en 20 ul de Tris 10 mMpH 7,6. El ren
dimiento aproximado fue de 3 pg de ADN/ml de cultivo. Los
plásmidos recombinantes preparados por éste método resultaron
adecuados como templados de secuenciación de ADNde doble ca
dena, comose detalla en II.2.12.2.

En gran escala (Maxipreparaciones):

Se inoculó 5 ml de medio LB-ampi con una colonia aislada de
bacterias transformadas por un plásmido con resistencia a Am
picilina. Se incubó a 37°C con agitación, hasta obtener un
cultivo saturado (toda la noche).
El cultivo en 5 ml fue utilizado como inóculo para 500 ml de
LB-ampi. Se incubó a 37°C con agitación durante la noche hasta
saturación.

Se centrifugó a 5000 xg por 10 min, se descartó el sobrenadante
y el pellet se lavó en buffer TGE (Tris - HCl 25 mM,pH 8,0;
glucosa 50 mM; EDTA 10 mM).

El pellet lavado fue resuspendido en 8 ml de buffer TGE.
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Se agregó 16 m1 de NaOH, 0,2N, 1% SDS (p/v); se mezcló por in
versión y se dejó por 5 min a temp. amb..

—Se añadió 12 ml de KACO5M pH 5,2 frio y se mezcló por inver
sion.

—Se dejó en hielo durante 10 min.
— Se centrifugó a 10000 xg durante 30 min a 4°C. Se recuperó el

sobrenadante y se le agregó 0,6 vol de isopropanol, se mezcló
y se dejó 15 min a temp. amb..

—Se centrifugó a 12000 xg por 30 min, se descartó el sobrenadan
te y se resuspendió el pellet plasmídico en 7 ml de buffer TE.

Purificación de ADNcccpor centrifugación en gradientes de CsCl
Bromuro de Etidio.

- Por cada ml de solución de ADN, se agregó 1 g de CsCl, mezclan
do suavementehasta lograr la disolución de la sal.
Se añadió 0,8 ml de una solución de Br.Et. (10 mg/ml en H20)
por cada 10 ml de solución de ADN/CsCl, se mezcló bien y se
estimó la densidad final de la solución pesando el tubo
(aprox. 1,55 g/ml).

—Se centrifugó la solución a 8000 rpm por 5 min a temp. amb..
- Se descartaron los complejos de proteínas bacterianas — Br Et

formados, transvasando con cuidado la solución con ayuda de
una pipeta Pasteur a un tubo de ultracentrífuga.

- Se ultracentrifugó en rotor 50 Ti a 36000 rpm, a 18°C durante
36 hs.

—La banda inferior correspondiente al ADNccc fue extraída con
pipeta Pasteur.

—El Br.Et. fue removido por extracción (7 veces) con butanol sa
turado en H20.

—La fase acuosa obtenida fue llevada a 8 ml con H20, agregando
0,8 ml de NaOAC3M pH 5,2, más 17,6 ml de etanol y se dejó en
tubo Corex de 30 ml durante 15 min a —70 °C.

—El precipitado se recogió por centrifugación y se resuspendió
en H20. El ADNse cuantificó a 260 nm y la calidad de la pre
paración se verificó en un minigel de agarosa.
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—E1 rendimiento fue de 500 pg ADNplasmidico/ml de cultivo.

II.2.1.4. Preparación de ADNdel fago M13.

II.2.1.4.1 Preparación de ADNde la forma replicativa del Fago M13.

La forma replicativa del Fago M13 (RF) es ADNdc circu
lar. Su preparación se llevó a cabo de la siguiente manera:

—Se utilizó un stock de fagos M13de 1011ufp/ml para infectar
2,5 ml de un cultivo de bacterias JM101 (DOBOOz0,8), se mez
cló y se dejó durante 5 min a temp. amb..

—Las células infectadas fueron diluidas en 250 ml de LB preca
lentado a 37 °C.
Se incubó por 5 hs a 37 °C con agitación vigorosa. Se cosecha
ron las células por centrifugación a 4000 xg, por 15 min a
4°C.

—El sobrenadante se removió y el pellet se resuspendió en bu
ffer STE frio (0,1 M NaCl, 10 mMTris.Cl pH 8,0, 1 mMEDTApH
8,0).

- Se recuperaron las células lavadas por centrifugación a 4000 xg
por 15 min a 4°C. Luego el ADN RF de M13 fue aislado por el
métodode lisis alcalina y purificado por centrifugación en
gradiente de CsCl-Br.Et. según se detalló en la sección II.2.
1.3.2.

II.2.1.4.2. Preparación de ADNsimple cadena del Fago M13.

A. En pequeña escala:

—Se partió de una placa aislada (formada por inhibición de cre
cimiento bacteriano) de fagos M13 recombinantes. Se tomó la
placa incluída en un bloque de agar, o bien se tomó una por
ción de la misma con un escarbadiente o con una punta para
micropipeta P-ZOO.

—La placa fue transferida a un tubo de 2 ml de 2x YT conteniendo
10 pl de un cultivo saturado de células JM101.

—Se incubó durante 5-6 hs a 37 °C.
- Se transfirió a un tubo Eppendorf, se centrifugó a 5000 rpm por

10 min y el sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo. Se
volvió a centrifugar por 5 min.
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- Se transfirió 1,2 ml del sobrenadante a un tubo nuevo al que se
le agregó 200 pl de una solución 20% PEG GOOD/2,5 N NaCl. Se
mezcló por inversión y se precipitó durante 15 min a temp.
amb..

- Se centrifugó durante 10 min, se descartó el sobrenadante, se
centrifugó nuevamente para recoger el PEGremanente en las pa
redes del tubo, que se removió cuidadosamente con pipeta Pas
teur afilada.
El pellet se resuspendió en 200 ul de TE y se hizo una extrac
ción con 100 pl de fenol: se mezcló con vortex por un min.,
se dejó reposar por 5 min, se volvió a mezclar y finalmente
se separaron las fases por centrifugación.

- Se transfirió la fase superior cuidando de no tomar material de
la interfase y se realizó una nueva extracción.

—Se extrajo una vez con 3 vol. de éter-H20 y se precipitó la fa
se acuosa con NaAcO0,3 My 2,5 vol de etanol absoluto.

- Se dejó precipitando a -70°C durante 20 min, se centrifugó du
rante 15 min, descartando el sobrenadante.

-El pellet fue lavado con etanol 70%, secado al vacio y di-suelto
en 22 pl de buffer TE.

Se utilizaron 5-7 pl de cada preparación de ADNscpara la secuencia
ción por el método de terminación de cadena (II.2.12.3).

II.2.1.5. Preparación de ARNde Trypanosomacruzi

II.2.1.5.1. Métodode extracción con isotiocianato de guanidinio (GTC)
en colchón de Cloruro de Cesio.

Para garantizar la calidad de las preparaciones de ARNse uti
lizó material de vidrio esterilizado por horneadodurante varias
horas a 200 °C, H20 bidestilada tratada con 0,1% DEPC, material
de plástico nuevo autoclavado 3 veces y guantes nuevos.

—Se resuspendió el pellet de parásitos (se utilizó entre 500 mg
y 1 g de pellet peso húmedo) en 2,5 ml de GTC.

—Se pasó 30-60 veces por jeringa G-23 para romper el ADN.
- Se mezcló por vortex intensamente durante 5 min.
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Se colocó cuidadosamente el homogenato sobre 1,5 ml de CsCl
6M/EDTA0,1 M, constituyéndose 2 fases; el CsCl es la inferior
y el homogenato la superior.

—Se centrifugó a 35000 rpm en ultracentrífuga Sorvall OTD 65B
durante 18 hs en SW56 a 18°C. Al final de la corrida se vi
sualizó un pellet de ARN.
Se extrajo la fase superior más 500 pl de la solución de CsCl
con pipeta Pasteur de modode no alterar el pellet de ARN.
Se lavaron las paredes del tubo con 500 pl de GTC. Se volvió a
extraer la fase superior. Este procedimiento se repitió 2 ve
ces más.

- Finalmente, se descartó todo el sobrenadante de CsCl.
—El pellet fue resuspendido en 200 ul de GTCcon pipetman P

1000, punta azul hasta lograr su resuspensión completa (unas
50 veces).
El ARNfue transvasado a un tubo Eppendorf, y se agregó 3 vol
de Etanol. Se precipitó a -70°C durante 1 hora.

—Se centrifugó a 12000 xg durante 30 min a 4°C.
- El pellet se lavó con 1 ml de Etanol 70%evitando resuspender

lo. Se centrifugó a 12000 xg por 5 min. Se realizó otro lava
do.
El pellet se secó al vacío durante 5 min y se resuspendió en
100 ul de TE.

El ARNresultó adecuado para experiencias de Northern blot y clonado
por PCR. Para la construcción de bibliotecas de ADNcopia se utilizó
ARNpoli A+, preparado según se indica en II.2.1.5.2.

II.2.1.5.2. Purificación de ARNpoli A+.

El ARNpoly A+ se purificó por cromatografía en oligo dT
celulosa (Aviv y Leder, 1972).

Se utilizaron columnas de diversos volúmenes según la cantidad
de ARNa procesar; básicamente éstas se confeccionaron en puntas
azules con un volumen asentado de 0,5 ml y con capacidad de pro
cesar hasta 5 mg de ARNtotal. Todas las operaciones se realiza
ron a temperatura ambiente con material libre de ARNasas.

- La oligo dT-celulosa se equilibró inicialmente con 5 vol (de
columna) de buffer de carga (LB: Tris-HCl 20 mMpH: 7,6, LiCl
0,5 M, EDTA 1 mM y 0,1% SDS).

—El ARNtotal a una concentración no mayor a 2,5 mg/ml se incubó
a 65°Cpor 5 min (para desestabilizar la estructura secunda
ria) y se enfrió a 0°C.

- Se agregó 1 vol de LB 2X, y se sembró en la columna.
- El percolado se volvió a calentar a 65°C por 5 min, se enfrió y

se volvió a sembrar en la misma columna. Esta operación se re
pitió una vez más.
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- El último percolado, que es la fracción llamada poli A-, (cons
tituida en su mayor parte por ARNribosomal) se precipitó con
2,5 vol de etanol absoluto. Se dejó 10 min a -70°C y se cen
trifugó a 10.000 rpm por 10 min. El pellet se resuspendió en
el menor volumen posible de H20bidestilada.

- Se lavó la columna con 10 vol de buffer de lavado (WB:Tris-HCl
20 mMpH:7,6, LiCl 0,1 M; EDTA 1 mMy 0,1% SDS).

—Se eluyó el ARNpoli A+ con 2 ml de H20 bidestilada.
—Se precipitó el ARNpoli A+ con NaAcO 3M pH 5,2, y 2,5 vol de

etanol absoluto. Luego de haberse incubado toda la noche a
-20°C se centrifugó a 10.000 rpm, durante 10 min a 4°C. El pe
llet se disolvió en el menor volumen de H20 posible y se guar
dó a —70°C hasta su uso.

—Las columnas fueron regeneradas luego de cada experiencia la
vando con 3 vol. de H20 destilada, 3 vol. de NaOH0,1 My fi
nalmente se llevaron hasta pH neutro con H20destilada. En ca
so de no utilizarse inmediatamente se dejaron secar y se guar
daron a 4°C.

La calidad del ARNse verificó por electroforesis en geles denaturan
tes de agarosa-formaldehído, utilizando comocontroles ARNtotal y ARN
poli A- (II.2.3.3 ).
Con estas preparaciones de ARNpoli A+ se construyeron las bibliotecas
de ADNcopia.

II.2.1.8. Métodosde dosaje de ácidos nucleicos.

II.2.1.6.1. Cuantificación de ADN.

Se midió la concentración de ADNpor absorbancia a 260 nm,
considerando que la relación 1 D0260 z 50 ug/ml de ADN.

En casos en que la cantidad de ADNresultó insuficiente para
cuantificar por absorbancia a 260 nm, una alícuota de ADN fue
sembrada en minigeles de agarosa conteniendo Br.Et., incluyendo
en la corrida diluciones de ADNdel fago X de concentración cono
cida, para comparar la intensidad de fluorescencia de las dilu
ciones con la del ADNincógnita. La masa mínima detectable por
banda es de alrededor de 10 ng.

II.2.1.6.2. Cuantificación de ARN:

Se utilizó el método del orcinol (Schneider, 1957) que se
basa en la reacción de los residuos ribosa, liberados por la hidróli
sis ácida del ARNcon el orcinol y que, en presencia de Fe3+ produce
una coloración verde.

A 330 ul de distintas diluciones de ARNen H20 bidestilada es
téril se le agregó 670 ul de reactivo orcinol preparado en el mo
mento (1% orcinol p/v, 0,5% FeC13.6H20 p/v en HCl concentrado),
se calentó a 100°C durante 5 min y luego se enfrió 5 min en hie
lo. Se leyó la D.O a 660 nm (1 D.0.sso nm = 25 pg/ml de ARN).
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II.2.
11.2.

Materiales y Métodos

Se usó comostandard poli A sintético.

3. METODOS ELECTROFORETICOS

3.1. Electroforesis en geles nativos de agarosa.

Las electroforesis en geles de agarosa se realizaron en
las condiciones siguientes:

La agarosa fue disuelta a una concentración adecuada de acuer
do a la longitud del ADN a visualizar (ver Tabla) en buffer TBE
1x, por calentamiento en horno microondas. Antes de armar el gel
se agregó Br.Et.a una concentración final de 0,5 pg/ml. Las mues
tras de ADNfueron sembradas con buffer BPB 1x.

La electroforesis se llevó a cabo con buffer TBE1x, general
mente en un campo eléctrico de 5-10 V/cm, a temp. amb..

Los geles fueron visualizados mediante transiluminador de luz
ultravioleta de 300 nmy fueron fotografiados con una cámara Po
laroid MP-4con filtro rojo (RPC4)utilizando película Polaroid
665 o 667.

% de Agarosa Aplicación

0,4 ADNthll/EcoRl y thlO/EcoRl
0,7 ADN M13 sc
0,8-1 Southern blots genómicos - mapas restricción
1-1,5 Mapasde restricción de plásmidos recombinantes

elución de ADNde 500 pb a 2 Kpb
2-3 productos de amplificación por PCR(200-500 pb)

II.2.
II.2.

3.2. Electroforesis en gradientes de camposeléctricos pulsados.
3.2.1 Principio:

constituido
de

El material genético de los tripanosomátidos está
por pequeños cromosomas que no se condensan durante su ciclo
vida. Esto determina que las técnicas de hibridización in situ de
cromosomas sean inadecuadas para el análisis del genomade estos
organismos. El método de electroforesis en campos pulsados (PFGE)
(Schartz y Cantor, 1984; Carle y Olson, 1984) permite la alta re
solución de moléculas de ADNen un rango de 10 kb a más de 25 Mb.
En este tipo de electroforesis las moléculas de ADNson forzadas
a cambiar continuamente la dirección de su movimiento de repta
ción por los poros de la matriz de agarosa. Esto se consigue so
metiendo al gel a camposeléctricos alternos en direcciones de
90° o más. Los dos campos se aplican generalmente por intervalos
iguales, constituyendo el PULSOde la corrida. La movilidad re
lativa de moléculas de ADNde distinto tamaño depende de la fuer
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II.2.3.2.2. Preparación de parásitos

Materiales y Métodos

za del campoeléctrico y del pulso. Para obtener una buena reso
lución los pulsos deben ser lo suficientemente largos para permi
tir que las moléculas de ADN puedan reorientarse y luego "rep
tar". El movimiento neto de la molécula dependerá de su tiempo de
reorientación y ocurrirá en la dirección de la resultante de los
campos eléctricos. Las moléculas de ADNmás largas tardan más
tiempo en reorientarse por lo cual se retrasan en la corrida. Las
moléculas pequeñas con tiempos de reorientación despreciables
frente al pulso, se muevensólo por reptación y por lo tanto su
migración es independiente de su longitud. En la práctica, con
corridas de 10 V/cm se utilizan pulsos de 1-10 seg para molécu
las de alrededor 100 kb y pulsos de 50-100 seg para moléculas de
1000 kb (Smith y col, 1987).

de T.cruzi para experiencias de
separación cromosómica:

II .2.

Se cosecharon 103 células de epimastigotes de cultivo (cepas
CL, Tul 2 y G). Los parásitos se resuspendieron en buffer PSG en
0.5% de agarosa de bajo punto de fusión y se volcaron en moldes
para formar los bloques de siembra. Una vez gelificados, los blo
ques fueron tratados con una solución de lisis conteniendo 0,5%
EDTA/1%SLS/ ng/ml de Proteinasa K Los bloques fueron in
cubados a 56°C por 48 hs, y luego conservados a 4°C.

3.2.3. Condicionesde electroforesis:
Se usó la técnica de CHEF(contour-clamped homogeneous elec

tric fields) que genera campos eléctricos homogéneosdando lugar
a patrones de bandas cromosómicas derechas (Chu y col, 1986). Se
empleó el aparato de CHEFdel Laboratorio de Genética Molecular
de la Universidad Central de Venezuela, Caracas (DirectorzDr José
Luis Ramirez) de 24 electrodos (diseño modificado por Olson,
Carle y Link, no publi-cado), con aluminio del lado exterior, en
el piso de la cuba de electroforesis, para una mejor dispersión
del calor (Galindo y Ramirez Ochoa, 1989).

Se armaron geles de 10 x 10 cm con 1,5% de agarosa en
TBE 0,5x.

Se aplicó una precorrida a 290 mAy 160 V con pulsos de 1 seg,
durante 30 min.

Se sembraron

buffer

los bloques con la ayuda de una pipeta Pasteur
con un “rulo” en el extremo. Los bloques se cubrieron con agarosa
3%de bajo punto de fusión. Comomarcadores de PMse usaron cro
mosomasde S,cerevisiae (cepa AB1380):

[N°de cromosoma: kpb] = I:250; 11:835; III:360; IV:1600;
V:580; VI 280; VII:1125; VIII:580; IX:450; X:780; XI:690;
XII:1090 + ADNr; XIII:950; XIV:810; XV:1125; XVI:970.
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Las corridas se realizaron a 290 mA-160V a 14°C. Las condi
ciones de corrida fueron determinadas experimentalmente, modifi
cando los pulsos eléctricos y el tiempo total de la electrofore
sis para favorecer la resolución de cromosomasen el rango de PM
donde se detectaba la señal de hibridización con las sondas de
interés.

Al finalizar la corrida, el gel fue teñido en un solución de
0,01% de Br.Et. durante 15 min, y los cromosomas visualizados en
un transiluminador de U.V.. Para las experiencias de Southern
blot, el gel fue lavado con: una solución de HCl 0,25 M, por 30
min, con una solución denaturante de NaOH0,5 M/NaCl 1,5 M, dos
veces por 20 min y con una solución neutralizante de NH4AcO 1M,
dos veces por 20 min. Los geles fueron transferidos a filtros de
Nylon e hibridizados en las condiciones descriptas para Southern
Blots (II.2.6.3).

II.2.3.1.2. Electroforesis en geles de agarosa alcalina:

La agarosa fue disuelta en H20 en horno microondas. Se la dejó
enfriar hasta aprox.50°C, y se agregó el buffer alcalino de co
rrida (Buffer 10 x = NaOH 300 mM — EDTA 20 mM).

Las muestras fueron resuspendidas en buffer de siembra alcali
no (buffer 1x : NaOH 30 mM- EDTA 2 mM- Ficoll 400 3 % - verde
de bromocresol 0,3 mg/ml) y hervidas durante 2 min antes de ser
sembradas. La electroforesis se realizó en buffer alcalino 1x, a
5 V/cm, a 4°C.

II.2.3.3. Electroforesis de ARNen geles de agarosa-formaldehido.

Estos geles fueron utilizados, para visualizar la calidad
de las preparaciones de ARNpara construir bibliotecas de expresión,
clonado por PCRy experiencias de Northern blot.

II.2.3.3.1 Preparación de la muestra para la siembra en el gel:

Por cada carril del gel se preparó:
—1-5 pg de ARNtotal (control calidad de preparaciones de ARN).
- 25 pg de ARNtotal o 5 ug de ARNpoli A+ (Northern blot).

En ambos casos se agregó:
- 50%Formamida.
—6% de Formaldehído.
—1x de MAE(ver armado del gel).

El volúmen de la mezcla a sembrar se completó con H20. El
ARNse incubó a 65°C durante 15 min, se lo pasó a hielo y se le agre
gó 1 pl de Br.Et. 0,2 mg/ml y buffer de siembra BPB 1x.
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II.2.3 3.2 Preparación del gel desnaturalizante con formaldehído:

II.

Se preparó 1,5% de agarosa con el agregado de 6% formaldehído
y tampón MAE1X (Lehrach y col., 1977).

MAE 10X: MOPS 0,2 M.
NaAcO 50 mM.
EDTA10 mM. llevado finalmente a pH:7,0 con NaOH.

El formaldehído utilizado fue previamente deionizado y se con
troló que su pH no fuera menor que .

Comocriterio de la calidad de 1a corrida y comomarcadores de
PMse verificó la presencia y posición de las bandas de ARNr de
T. cruzi: ARerSS (2500 b) y especies a (1700 b) y B (2000b) de
rivadas del ARNr24s (Castro y col, 1981).

La corrida se realizó a 8 V/cma temperatura ambiente y se
agregó tampón de corrida hasta cubrir apenas el gel. El ARN se
visualizó directamente con lámpara de luz U.V. Se fotografió como
se detalla en II.2.3.1.

Las electroforesis para thïheza__blgp_se corrieron dentro de
la heladera, en Buffer MOPS1x a 50 V durante toda la noche, has
ta que el BPB hubo migrado aproximadamente 18 cm.

Para verificar la calidad de preparaciones de ARNse usaron
minigeles, adecuando las cantidades de los reactivos y condicio
nes de electroforesis a las dimensiones del gel.

.3.4. Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida

Estos geles fueron utilizados para experiencias de FïJJ-in.
Se utilizaron geles verticales de 20 x 35 cm, con espaciadores

de 0,3 - 0,4 mm.Se utilizó una solución stock de acrilamida 29 %
y bisacrilamida 1 %. La polimerización se llevó a cabo en 50 ml
de TBE 1x final con el agregado de 140 pl de PSA 10 % y 50 pl de
TEMED.

Las muestras se sembraron en buffer de siembra BPB —XC 1x.
Las corridas se realizaron a potencia constante (40 W) en TBE 1x
a temp. amb..

Después de cada corrida se quitó uno de los vidrios, y se cu
brió la superficie del gel con Saran-Wrap. El gel fue expuesto
sobre placa autoradiográfica con pantalla intensificadora a
-70°C. El tiempo de exposición dependió de la marca detectada en
el gel con un contador geiger.
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3.5. Purificación de ADNa partir de geles nativos de agarosa.

3.5.1. Métodode electroelución:

La muestra de ADNa purificar se separó por electroforesis en
geles de agarosa nativa teñida con Br.Et. Se cortó un taco de
agarosa (taco 1) conteniendo la banda de interés con un bisturí.

En una zona virgen del gel se removió otro taco de agarosa
(taco 2) de mayor tamaño al que contiene el ADNa purificar, de
manera de tener un hueco. Este hueco fue tapizado con una membra
na de diálisis, previamente hervida 10 min en 2% NaHCOa/EDTA1 mM
y luego 10 min en agua. Sobre la membranade diálisis se colocó
el taco (1) que contiene la banda, agregándole buffer TBE1x, de
manera de no superar la altura del taco (1).

El fragmento de ADNfue entonces electroeluido a 140 V. La
gración de la banda se siguió con la ayuda de una lámpara de
UV. Una vez que el

mi
luz

fragmento fue visualizado en contacto con la
membranade diálisis, ésta se quitó del hueco cuidadosamente, sin
desconectar la fuente. La superficie de la membranaen contacto
con el ADN(cara anterior) se dejó apoyar sobre una gota de bu
ffer TEpreviamente depositada sobre un trozo de parafïlm. El pa
saje del ADNa.la gota de TE se facilitó frotando la cara poste
rior con la ayuda de una pinza. Se lavó la cara anterior de la
membrana sobre una nueva gota de TE, se procedió como antes. Fi
nalmente, se juntaron las fracciones en un tubo Eppendorf.

Se hizo una extracción con Fenol-cloroformo y dos extracciones
con eter-HzO recuperando cada vez la fase acuosa por microcen
trifugación.

Se precipitó el ADNcon AcONa0,3 M y 2 vol de Etanol absolu
to, a —70°Cdurante 20 min, y se obtuvo el pellet de ADNpurifi
cado por microcentrifugación durante 10 min.

Se resuspendió en H20bidestilada autoclavada y se estimó
calidad y masa del ADNobtenido en un gel analítico de agarosa.

la

3.5.2. Métodode elución de geles de agarosa de bajo punto de fu
(LMP):

Se utilizó agarosa LMP(BRL) o Nu Sieve GTC. El procedimiento
para armar el gel y el porcentaje de agarosa a utilizar fueron
similares a los descriptos para geles de agarosa nativa, excepto
que las electroforesis en agarosa LMPde concentraciones menores
a 1%se realizaron a 4°C.

Unavez realizada la electroforesis, se visualizó el fragmento
de interés con un transiluminador UV, y se cortó un bloque de
agarosa conteniendo el fragmento.

El bloque de agarosa fue colocado dentro de un tubo Eppendorf
con 200 pl de buffer TE y 100 pl de NaAcO 3 M, pH 6. Luego se in
cubó a 65°C por 15 min para fundir la agarosa.
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Se agregó un volumen de fenol equilibrado a 65 °C, y se agitó
con vortex. Se centrifugó por 3 min en microcentrífuga. Se repi
tió la extracción con fenol y se realizaron 2 extracciones con
cloroformo-isoamílico, recuperando siempre la fase superior acuo
sa. El ADNse concentró con 2 vol de Etanol absoluto, durante 30
min en hielo. Se recuperó por microcentrifugación por 10 min, se
lavó el pellet con Etanol 70%, se secó y finalmente se resus
pendió en Buffer TE.

II.2.4. CONSTRUCCIONDE BIBLIOTECAS.

II.2.4.1. Construcción de una biblioteca de ADNcopia enriquecida en
transcriptos P-JL5.
II.2.4.1.1. Fundamentosde la metodologia empleada:

Esta genoteca fue construida en el vector thll, a partir de
ARNpoli A+ del estadío Epimastigote de Trypanosoma crusi (cepa
Tul 2). Se utilizó comoiniciador específico de retrotranscrip
ción el oligonucleótido sintético 24mercorrespondiente a los 8
codones Carboxiterminales de la proteína ribosomal P-JL5 (ver Ta
bla II.1.10).

El ARNpoli A+ fue obtenido según el procedimiento descripto
(II.2.1.5.2.). Las manipulaciones fueron llevadas a cabo teniendo
en cuenta las precauciones descriptas en Sambrooky col (1989)
para evitar la degradación del ARN.

Para la síntesis de ADNcopia se utilizó el Kit cDNASynthesis
System ffius de la firma Amersham (RPN.1256). Se empleó el método
de la ARNasaH, endoribonucleasa capaz de digerir ARNen el hí
brido ARN/ADNque se forma como consecuencia de la síntesis de la
primera cadena de ADNc. Esta digestión origina gaps, proveyendo
primers con extremos 3'OH, que son utilizados en el paso subsi
guiente por la ADNpolimerasa I, la cual reemplaza la hebra de
ARNpor ADN,en una reacción similar a la de Nick translation
(Sambrook y col, 1989). En un último paso, la ADNpolimerasa del
fago T4 remueve extremos protruyentes 3'en la primera cadena de
ADNcopia.

Se siguió básicamente el protocolo del manual del kit en las
condiciones establecidas para 1 pg de ARN,con las modificaciones
necesarias, dado el diseño de esta genoteca con un oligonucleóti
do especifico.
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II.2.4.1.2. Sintesis de la primera cadena:

buffer 5 x 4 ul
PPi(pirofosfato de sodio) 1 pl
HPRI(inhibidor de ARNasas de placenta humana) 1 pl
mezcla de dNTPs modificada:
dGTP 10 mM/dTTP 10 mM/dATP 5 mM/dCTP 5 mM 2 pl
oligonucleótido P-JL5 (300 pmoles) 2 ul
dATP [aP32] 10 uCi/ul 1 ul
dCTP [aP32] 10 “Ci/ul 1 pl
ARNpoliA+ 1 ug (preincubado a 70°C por 2') 2 pl
H20 csp 20 ul 6 pl

Se agregaron 20 unidades de transcriptasa reversa (20 U/pl).
Se incubó a 42 °C por 1 hora y se dejó en hielo.

La evaluación de la incorporación se realizó por precipitación
según el siguiente protocolo:

Se diluyó 1 pl de la mezcla de reacción después de la incuba
ción con la retrotranscriptasa en 9 pl de EDTA200 mM.
Se sembraron 5 ul de la dilución en el centro de dos discos de
papel Whatman DE81, que se rotularon como T (radioactividad
total) e I (radioactividad incorporada).

—El filtro I se lavó 6 veces, 5 min cada vez en NazHP04 0,5 M.
Luego se lavó el disco dos veces en H20, 1 min cada lavado, y
dos veces en etanol 95%, 1 min por lavado.

- Ambosfiltros, T e I, fueron secados en estufa a 42 °C.
- Se contó en un contador de centelleo liquido agregando mezcla

centelleadora Tolueno-Omnifluor.
El porcentaje de incorporación de la primera cadena fue de 0,7%.

El control de calidad de la primera cadena de ADNcse llevó a cabo en
una reacción en paralelo. El producto de síntesis fue precipitado con
NaAcO0,3My 2 vol. de etanol absoluto, resuspendido en buffer alcali
no y sembradoen un gel de agarosa alcalina (II.2.3.1.2). El resultado
de la experiencia se muestra en la Figura M&M—1.

62



Materiales y Métodos

Figura M&M-1
Síntesis de la primera cadena de ADNccon primer JL5 24mer (11.1.10)

Marcadores X/Hind III. Autorradiografía de un gel de agarosa al
calina 1%.
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II.2.4.1.3. Sintesis de 1a segunda cadena:

Los reactivos fueron agregados en hielo en el siguiente orden:

II.

Mezcla de reacción de ADNcprimera cadena 19 pl
Buffer de reacción de ADNcsegunda cadena 37,5 ul
E.coli ribonucleasa H (0,8 U) 1 pl
E.coli ADNpolimerasa I(23 U) 6,6 pl
H20 38 ul

Se mezcló y se incubó 1 hora a 12°C y luego 1 hora a 22°C.
Se incubó a 70°C por 10 min.
Se hizo un spin down y se agregó en hielo 2 U de ADN polimerasa
de T4. Se mezcló y se incubó 10 min a 37°C .
La reacción se detuvo agregando 10 ul de EDTA0,25 M pH 8.
Se tomó 1 ul de la reacción para contar la radioactividad incor
porada de la misma forma que se hizo para la segunda cadena.
El rendimiento de síntesis de la segunda cadena fue de aproxima
damente 60%respecto de la primera cadena.

.4.1.4. Purificación del ADNcopia:

extracciones con 1 vol de
extracción con un vol de

El ADNc dc
fenol-cloroformo isoamilico,
cloroformo-isoamilico.

Se concentró por precipitación con 1 vol de NH4AcO4 M y 4 vol
de etanol frio. Se dejó a -70°C por 20 min.

Se llevó a temp. amb. con agitación suave para disolver deoxi
nucleótidos no incorporados, eventualmente precipitados durante
la incubación en frío.

Se centrifugó durante 10 min, se removió cuidadosamente el so
brenadante, se lavó en 50 pl de NH4AcO+ 100 pl de etanol absolu
to frio a temp. amb..

Al pellet lavado se le agregó 200 pl de etanol absoluto frío,
se centrifugó por 2 min y se removió cuidadosamente el sobrena
dante.

El pellet se secó moderadamentebajo línea de vacío.
El ADNcse resuspendió en 10 ul de buffér TE.

fue purificado por dos
más una

II.2.4.1.5. Acondicionamientodel ADNcopia para el clonado en thll.

según las indicaciones del manual de
enumeran a continuación fueron llevados a cabo

clonado de ADNcen lgtll, de la
Los pasos que se

firma Amersham.

- Metilación de sitios internos EcoRl en el ADNc.
- Agregado de linkers EcoRl.
—Digestión del ADNccon Eco R1.
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- Separación de los linkers en exceso.
- Reacciones de Ligado a los brazos del vector.
—Empaquetamiento in vitro.
- Plaqueoy titulación de la biblioteca

II.2.4.2. Construcción de bibliotecas enriquecidas en fragmentos de
restricción de ADNgenómico de T.cruzi.

Se construyeron genotecas enriquecidas en fragmentos genómicos
que contienen secuencias P-JL5 ( ver RES. III.2 4.1.; III.2.4.2.) y P
G13( III.3.1.4.2.):

El diseño de las bibliotecas se basó en los perfiles de Southern
blots genómicos revelados con las sondas correspondientes.

II.2.4.2.1. Obtención de los insertos genómicos:

Se realizaron digestiones de 100 ug de ADNtotal de epimastigotes
de T.oruzi (Tul 2) con 5 U/ug de las enzimas EcoRl o Hind III, incu
bando a 37°C durante la noche (ver II.1.4.1). Se tomó una alícuota de
cada digestión, que se sembró en un minigel de agarosa con marcadores
de PMadecuados (ver II.1.10) y se transfirió para verificar la pre
sencia de los fragmentos de interés por Southern Blot. El resto del
material digerido fue precipitado con etanol y conservado a -20°C.
Una vez verificada la digestión por Southern, se sembró en un gel pre
parativo de agarosa (aprox. 5 mm de espesor) el producto de cada di
gestión. Se extrajeron tacos de agarosa de las zonas correspondientes
al PMde los fragmentos hibridizantes y se purificaron por electroelu
ción (II.2.3.5.1.).

Biblioteca Rango de PMeluido de agarosa Vector

EcoRl
1 kb 0,8 a 1,2 kb lgth/EcoRl
2,5 kb 2,2 a 2,7 kb
5,6 kb 5 a 6 kpb

Hind III
1,3-1,5—1,8 1,2 a 2 kb pBlueScribe/HIII
8 kb 5 a kb

Las fracciones de insertos obtenidos en cada caso fueron cuanti
ficadas sembrandouna alícuota en un minigel de agarosa; la integridad
de los fragmentos de interés fue verificada por Southern blot a partir
del material corrido en el minigel.

Se estimó el número de fragmentos diferentes en los bloques de
agarosa utilizando la fórmula propuesta por Yee (1988):
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N = (M/K) [e-l/K —e-U/K].

donde N: número de fragmentos diferentes en un taco de agarosa
determinado ( en ausencia de secuencias repetitivas).

M: tamaño del genoma de T.cruzi.
K: PMpromedio de los fragmentos de restricción (en un gel de

agarosa con buena resolución, el pico de intensidad de fluores
cencia con BrEt corresponde al PM que es igual a 3K; ver Yee,
1988)

L y U = PMde los fragmentos menores y mayores incluídos en el
taco de agarosa, respectivamente.

II 2.4 2.2. Reacciones de Ligado vector —fracciones genómicas:

II.2.4.2.2.1. Bibliotecas th10 - EcoRl:
Alícuotas de los fragmentos Eco R1 purificados fueron ligados al

vector thlO en tres relaciones de masa inserto-vector, manteniendo
constante la masa de vector (500 ng).

Fracciones de las reacciones de ligación fueron empaquetadas in
vitro, según las instrucciones del manual del Kit de la firma Promega.

Las fracciones empaquetadasfueron tituladas por infección a la
cepa permisiva L87, y a la cepa selectiva de recombinantes NM514 (ver
II.1.6.1) utilizando los reactivos del kit "cDNAcloning system-thlO"
de la firma Amersham,siguiendo las indicaciones del manual.

La reacción de ligado óptima fue utilizada para un nuevo empaque
tamiento, la biblioteca se plaqueó en la cepa selectiva NM514y se
rastreó por el procedimientodescripto en II.2.6.1.1.

II 2 4 2-2 2 Bibliotecas sz —Hind III:

Preparación del vector Bluescribe (STRATAGENE):

5 ug de vector fue digerido con HindIII durante 2 hs. Una vez ve
rificada la linearización del plásmido en un minigel de agarosa, se
removió la enzima por una extracción con fenol-cloroformo. El ADN se
precipitó con 2 vol de etanol y AcONa0,3 M. Se resuspendió en Tris
ClH 10 mM(pH 8,3), se guardó una alícuota de vector digerido (aprox.
500 ng) y el resto fue llevado a 50 pl de Tris-ClH 10 mM(pH 8,3).

Los grupos fosfato 5'fueron removidos con fosfatasa alcalina de
intestino de ternero (CIP):

ADN(4,5 pg z 5 pmol de fosfatos 5') 50 ul.
buffer CIP 10x 10 pl
Hzocsp 100pl 39 pl
CIP 0,05 unidades 1 ul
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- Se incubó por 30 min a 37°C.
- Se inactivó la enzima por incubación con proteinasa K 100

pg/ml (conc.final) en presencia de 0,5% SDS, EDTA5mM(pH: 8,0)
a 56°C durante 30 min.

- Se hizo una extracción con fenol y una con fenol-cloroformo
y se precipitó con AcONa0,3 Mmás dos vol. de etanol absoluto.
Se hizo un lavado en etanol 70%y se resuspendió el ADNen buffer
TE.

—Se verificó 1a eficiencia de defosforilación por autoliga
ción y transformación del vector digerido antes y después de la
reacción con CIP, plaqueando en presencia de 100 mMIPTG y 2% X
Gal.

Ligado de insertos Hind III al vector pBSHindIII-CIP

Se ensayaron 3 puntos de ligación al vector pBSHindIII fosfata
seado, dejando constante la masa de vector (10 ng).

Alícuotas de cada reacción de ligación fueron tituladas por
transformación de la cepa DH5a de E.coJi, llevada a estado de compe
tencia por el métodode alta eficiencia (II.2.11.3.2.).

A partir de los resultados del ensayo, se hicieron nuevas reac
ciones de ligación en las condiciones del punto óptimo.

Para rastrear ésta biblioteca se utilizó la técnica de hibridiza
ción de colonias (II.2.6.2.). Se estimó el númeromínimode colonias a
rastrear de acuerdo al númerode fragmentos independientes purificados
según la fórmula de Yee (1988).

II.2.5. CLONADOPOR ARN-PCR

Aproximadamente 2 pg de ARNtotal de T.cruzi fueron incubados con
retrotranscriptasa utilizando hexámerosal azar en la siguientes con
diciones de reacción:

buffer PCR Cetus II 10x 2 pl
MgClz 25 mM 4 p1(5 mM)
RNAsin (Promega) 1 p1(2 U)
dNTPs 8 p1(4 mM)
Hexámeros al azar 1 u1(2,5 uM)
AMVtranscriptasa reversa (Promega) 2 pl(40 U)
ARNtotal (preincubado a 70°C, 2') 2 pl(2 ug)

La reacción fue incubada a 25 °C por 10 min, a 42°C por 40
min, y luego a 95°C por 5 min.
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El volumentotal de la reacción fue transferido a un tubo con
teniendo 80 ul de '

PCRbuffer II 8 ul
MgClz 25 mM 4 pl (ZmM)
primer 3' N-PO (ver 11.1.9) 1 ul (0.15uM)
primer 5' miniexon (ver 11.1.9) 1,6 pl (0.15uM)
Taq polimerasa(Promega) 1 ul (2.5 U)
H20 csp 80 pl 64,4 ul

Se agregaron 50 pl de aceite mineral (Sigma). La reacción se
llevó a cabo en un aparato programable de la marca HYBAID modelo
IHBlOl. Se utilizó el siguiente programa de amplificación:

CICLO PASO TEMP.(°C) TIEMPO LOOPS

1 1.01 94°C 5' 1
1.02 52°C 1'

2 2.01 72°C 1' 40
2.02 94°C 1'

2.03 52°C 1'

3 3.01 72°C 10' 1

Luego de concluido el programa de amplificación se sembró 1/10
de la reacción en un minigel de agarosa 2 %para verificar la am
plificación.

Para hacer a estos insertos susceptibles de subclonado, fue
necesario rellenar los extremos para generar productos de extre
mos romos (blunt end).

Los productos de la reacción de PCRfueron incubados a 37°C
por 15 min con 2 U de Klenow (no fue necesario agregar dNTPs por
que la reacción de PCR llevó dNTPs en exceso).

Se hizo una extracción con fenol-cloroformo 1:1 y el producto
se precipitó con 1/10 vol de NaAcO3MpH 6 y 2 vol de Etanol ab
soluto. Se dejó 20 min a -70°C, se centrifugó durante 10 min a
11000xg, se lavó con Etanol 70%y se secó el pellet.

El producto de PCRfue purificado por elución de un gel de a
garosa de bajo punto de fusión según el procedimiento descriptoen II.2.3.5.2.

Dado que los productos de PCRno llevan grupo fosfato en sus
extremos 5' fue necesario fosforilar los extremos del producto
purificado por la acción de la polinucleótido Kinasa.
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El pellet obtenido fue resuspendido en:

buffer PNK5x 2 pl
DTT 0.1 M 1 pl
ATP 100 pM 2 pl
H20 4 pl
PNK DE T4 1 pl

Se incubó 30 min a 37°C
Se inactivó la enzima a 65°C por 10 min.

II.2.6. IDENTIFICACION DE SECUENCIASPOR HIBRIDIZACION.

II.2.6.1. Transferencia de ADNde fagos recombinantes.

El método de transferencia y fijación de ADNde fagos recombinan
tes fue empleado para a) rastreos primarios de bibliotecas de ADNc y
genómicasconstruidas en los vectores de clonado lgth/ll, con sondas
radiactivas, b) para ensayos de placas de lisis (dot blot) de lgth/
11 y c) para identificación de subclones de fagos M13recombinantes.

II.2.6.1.1 Rastreo de bibliotecas:

Para el primer rastreo se emplearon placas de Petri de 150 mm
de diámetro. Se plaquearon aprox. 20000 pfu/placa. Se utilizaron
filtros de nitrocelulosa (Schleicher Q Schuell BA85)por duplica
do, previamente rotulados con lápiz o marcador para nitrocelulo
sa.

El primer filtro se apoyó cuidadosamente sobre la placa y se
dejó transferir durante 1 min. En ese lapso se hicieron marcas
asimétricas en el filtro con una aguja embebidaen tinta china,
o quemada a la llama.

La replica del filtro se dejó sobre la placa durante 30 seg
más que el primer filtro, y se hicieron las mismas marcas para
poder orientar la réplica. En algunos casos se hicieron hasta
cuadriplicados, aumentando en 30 seg. el tiempo de contacto de
los fagos con cada réplica. Luegode la transferencia, los fil
tros se apoyaron sobre un colchón de papel Whatmann 3 MM,embebi
do en solución desnaturalizante (Sción 1: 0,5 N NaOH,1,5 N NaCl)
con la cara que estuvo en contracto con los fagos hacia arriba,
durante 3 min.

Luego, se pasaron a un colchón con solución neutralizante
(solución 2: 1,5 N NaCl, 0,5 Mtris.HCl pH 8,0) por 3 min. Des
pués se pasó el filtro a una sción de lavado (sción 3: 6x SSC)

69



II.

II.

.2.

.6.1,3.

Materiales y Métodos

Los filtros se dejaron secar sobre papel Whatmanna temp. amb.
y luego se colocaron en un horno a 80°C, durante 2 hs para fijar
el ADN.Finalmente se guardaron a temp. amb. hasta el momento de
la hibridización.

.6.1.2. Ensayode placas de lisis:

500 pl de bacterias Y1090susceptibles de infección (II.2.8.1)
fueron diluídas en 3 ml de LB agarosa blanda a 48°C y sembradas
en una placa de LB-agar ampi. La placa se incubó a 37°C durante
30 min. Los fagos a analizar fueron luego sembrados como puntos
alineados sobre el cesped bacteriano (título aprox 101°ufp/ml).
Los fagos fueron incubados a 37 °C hasta la aparición de placas

En ese momentose procedió a la transferencia de
6.1.1.

de lisis claras.
acuerdo a lo descripto en II.2.

Identificación de fagos M13recombinantes:

En algunas experiencias de subclonado en M13las placas de re
tardo obtenidas por transformación de E.coli JMlOlse rastrearon
con sondas radioactivas. Para ésto se realizó una réplica en ni
trocelulosa de la placa con los transformantes y otra de la placa
de control de ligación de vector solo.

6.2. Transferencia de ADNde colonias recombinantes:

Este procedimiento se realizó para rastrear las bibliotecas
genómicasconstruidas en el plásmido pBlueScribe (II.2.4.2.2.2).
Unavez conocido el titulo de la biblioteca se plaquearon 100 a
300 colonias en placas de 9 mmy se dejaron crecer hasta solo 1 a
2 mmde diámetro. Se guardaron durante 1 hora a 4°C. Los filtros
de nitrocelulosa, previamente rotulados e hidratados (sobre una
placa de agar estéril) se apoyaron sobre las colonias por 1 min,
lapso en el cual se marcó en forma asimétrica la posición del
mismocon una aguja impregnada en tinta china. La placa original
se conservó a 4°C como master. El filtro se utilizó como modelo
para una réplica, que se realizó por contacto de la cara con las
colonias a un filtro nuevo, con la aplicación de un peso uniforme
durante 1 min, lapso en el cual se marcaron en el filtro nuevo
los puntos en coincidencia con la placa original. Ambos filtros
fueron colocados sobre placas de LB-agar ampi e incubados a 37 °C
para permitir el crecimiento de las colonias sobre los mismos
cuidando hasta unos 2 mmde diámetro como máximo (para evitar el
backgounden la hibridización). Los filtros fueron procesados se
gún II.2.6.1.1, e hibridizadas según II.2.6.5.

Los clones positivos fueron repicados para obtener
aisladas. Varias colonias de cada clon positivo fueron estriadas
en disposición de grilla para una segunda ronda de rastreo.En la
Figura M&M—2se muestra el rastreo de una fracción de la biblio
teca pBS-HindIII 1,3-1,8 kB (Res, Cap P-JL5, III.2.4.2).
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Figura M&M—2

Rastreo de la biblioteca genómica de T.cruai construida en el
plásmido pBS-HindIII, con la sonda JL5 radioactiva. Izquierda:
rastreo de una placa con 300 colonias‘ Derecha: 2do rastreo de
una placa con estrías dispuestas en grilla, a partir de colonias
aisladas de los positivos del primer rastreo. La hibridización se
llevó según II.2.B.5.
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II.2.8.3. Transferencia de ADNde geles de agarosa: Southern blots.

Conel objeto de hibridizar ADNseparado por electroforesis en
geles de agarosa se procedió comose describe a continuación:

Los geles fueron fotografiados, incluyendo una regla para po
der orientar las distancias de corrida de las bandas hibridizan
tes respecto a las de los marcadores de PM.

Luego fueron tratados en una solución desnaturalizante (NaOH
0,2N y NaCl 0,6N) por 30 min a temp. amb., con agitación constan
te. En el caso de ADNgenómico se pretrató durante unos 10 minu
tos con una solución de HCl 0,25N. Se renaturalizó con dos lava
dos en una solución de NaCl 1,5 M, Tris.HCl 0,5 MpH 7,5 durante
30 min; o bien con NH4ACO1 M pH 7, dos veces durante 1 hora a
temp. amb..

A continuación se transfirió el ADNa un filtro de nylon Hy
bond N o Hybond N+ por capilaridad, según el método de Southern
(1975) en buffer 20 x SSC durante la noche. Antes de sacar el
filtro se marcaron los lugares de siembra, se enjuagó la membrana
suavemente con 2 X SSCy finalmente el ADNse fijó al filtro por
exposición durante 5 min a la luz ultravioleta.

En algunas experiencias con HybondN+se transfirió y se secó
en una sola etapa en solución alcalina 0,4 N NaOHdurante 20 min
a temp. amb..

Los filtros se guardaron secos entre 2 papeles Whatmann a
temp. amb. hasta el momentode su hibridización.

Para poder reutilizar filtros de nylon ya hibridizados, éstos
se sumergieron en una solución de 0,1% SDS, que se llevó a ebu
llición durante 30-60 min dejándolos enfriar hasta temperatura
ambiente.

II.2 6.4. Transferencia de ARNde geles de agarosa-formaldehido:
Northern blots:

Los geles de agarosa-formaldehido (ver II.2.3.3.) fueron foto
grafiados (incluyendo una regla para poder orientar las distancias de
corrida de las bandas hibridizantes a las de los ARNribosomales pa
trones), fueron lavados por unos 30 min en agua con agitación constan
te. Luego se sumergieron en NaOH50 mMpor 30 min y se neutralizaron
con Tris.HCl 100 mMpH 7 durante otros 30 min. Finalmente se equili
braron en 10x SSC y transfirieron a filtros HybondN como en los
Southernblots (II.2.6.3.).
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II.2.6.5. Condicionesde hibridización:

Los filtros fueron colocados dentro de bolsas de polietileno se
lladas. Por cada cm2de filtro Hybond N+o nitrocelulosa se utilizó
0,05 ml de solución de hibridización. En casos de rastreo con filtros
redondos se colocaron varios en una misma bolsa. Se usó 1 ml de solu
ción de hibridización por filtro de 9 mmde diámetro, más 2 ml adicio
nales por bolsa; o bien 3 ml por filtro de 15 mmde diámetro más 5 ml
adicionales por bolsa.

Generalmente, las hibridizaciones se llevaron a cabo en condiciones de
alta rigurosidad (Britten y Davidson, 1985) según se detalla a conti
nuación.

II.2.6.5.1. Hibridización con Formamida:

Se prehibridizó por dos hs a 42 °C en una solución conteniendo
SSC 5x, formamida 50%, Denhardt's 5x, EDTA 5 mM, P04H2Na 50 mMpH
6,5 y ADNde timo de ternero 250 pg/ml precalentado a 100°C du
rante 5 min.

En las experiencias de Northern blot, la solución de prehibri
dización incluyó Formamida 50%, Sulfato de Dextrano 10%, NaCl 1N,
SDS 1%, Denhardt’s 5x, ADNde timo de ternero 100 Hg/ml precalen
tado a 100°C por 5 min.

La sonda (Act.Esp.107-108 cpm/ug ADN)se agregó desnaturaliza
da (100°C por 5 min) a 0,5—1.106 cpm/ml de solución de hibridiza
oion.

Se hibridizó a 42°C, con agitación lenta, durante la noche.

II.2.(6).5.2. Hibridización rápida:
En algunas experiencias se usó la mezcla de hibridización rá

pida, Rapid hybridization system de la firma Amersham(UK). La
prehibridización se llevó a cabo a 85°C durante 15 min, luego se
inyectó la sonda radioactiva, desnaturalizada a 100°Cpor 5 min.
La hibridización se realizó a la mismatemperatura durante 2 hs.

II.2.6.6. Condiciones de lavado:

Generalmente, se realizaron dos lavados a temp. amb. durante
30 min en 2x SSC/0,2% SDS.

Dos lavados a 67°C durante 30 min en 0,2x SSC/0,2% SDS.
En casos donde se obtuvo una señal fuerte (>100 cps) se
realizaron lavados adicionales en 0,1x SSC/0,2%SDShasta
67°C.
Después de cada lavado los filtros se monitorearon con un
contador Geiger hasta obtener una relación señal-ruido de
fondo diferenciable.
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Los filtros se expusieron sobre peliculas AGFA-GEVAERT
Curix RPl con pantalla intensificadora, a —70°C, por
tiempo variable de acuerdo a la marca retenida.

II.2.7 PREPARACION DE SONDAS RADIOACTIVAS:

Se utilizó el Método de marcación por cebado al azar
(random priming) empleando el kit de Multiprime DNAlabelling system
(Amersham) RPN.1601 Y/Z o RPN 1601 Y/Z, siguiendo las indicaciones de
los manuales adjuntos.

Las reacciones de marcado fueron realizadas con 25 a 50
ng de ADNen 10 ul de H20, a partir de insertos amplificados por PCR,
de insertos electroeluídos de geles de agarosa, o bien de insertos in
cluídos en taquitos de agarosa de bajo punto de fusión.

Las muestras fueron desnaturalizadas a 95-100°C, por 2-5
min y sumergidas de inmediato en hielo.

De acuerdo al deoxinucleótido radiactivo utilizado, dCTP
[aP32] 3000 Ci/mmol, o dATP [aP32] 3000 Ci/mmol, se emplearon distin
tos kits en las siguientes condiciones:

Reactivos RPN 1600 RPN 1601

Deoxinucleótido radiactivo dATPaP32 (Sul) dCTPaP32 (5pl)
Buffer de reacción/dNTP mix - 5/10 pl
Buffer de reacción 2,5/5 pl 
dCTP —dGTP - dTTP frios 2/4 pl c/u 
Randomhexamers/BSA 2,5/5pl 2,5/5pl
H20 csp 25/50 pl x ul x pl
dNTPaP32 10 pCi/pl 2,5/5p1 2,5/5ul
Klenow 1 U/ul 2 ul 2 pl

Los componentes se mezclaron por spin down y la reacción se dejó
no menos de 5 hs a temperatura ambiente. Concluida la reacción de mar
cado se agregó 5 pl de ADNcarrier, un vol de 4MAcoNH4pH: 4.5 y 4
vol de Etanol absoluto. Se dejó 15 minutos a —70°C.Se calentó el tubo
a 37°Cpor 2 min, para resuspender los nucleótidos libres que pudieron
haber precipitado.

La muestra se centrifugó a 12000 rpm en microcentrífuga durante
15 min. El pellet se lavó en 0,5 ml de una solución de 0,67 M AcONHq,
67 %de etanol, a temp. amb., por centrifugación. Se secó al vacío, se
estimó la marca con contador Geiger. La sonda se resuspendió en 100
200 pl de buffer TE y se desnaturalizó a 95-100°C por 5 min, inmedia
tamente antes de ser usada.

En los casos de sondas preparadas a partir de agarosa de bajo
punto de fusión, se tomó el taco de agarosa, con aprox. 250 ng del
fragmento a marcar, el cual fue transferido a un tubo Eppendorf. Se
agregó 3ml H20 por gramo de agarosa.
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Se hirvió durante 7 min para fundir la agarosa y desnaturalizar
el ADN.La muestra fue alicuotada en fracciones de 25 ul, con 25-50 ng
de ADNpor fracción que se conservó a -20°C. Cada fracción fue descon
gelada una sola vez; fue calentada a 100°Cpor 1 min, transferida a
un baño de 37°C por 10 min y marcada según el procedimiento recién
descripto.

II.2.8. RASTREOINMUNOLOGICODE LAS BIBLIOTECAS EN thll.

II.2.8.1. Preparación de bacterias E. coli RY1090para infección conthll.
Se inoculó una colonia aislada de E.coli RY 1090 en 100 ml de

LB, 50 pg/ml ampicilina, 0,2% maltosa v se incubó durante la no
che a 37°C con agitación. Las bacterias se cosecharon por centri
fugación a 4000 rpm durante 5 min a 4°C, y se resuspendieron en
0,4 vol de MgSO410 mMestéril y helado.

Las bacterias preparadas se conservaron a 4°C por no más de
15 días.

II.2.8.2 Plaqueo de la biblioteca de lgtll en E. coli RY1090)

Aproximadamente 4.104 ufp en 100 pl de SMse mezclaron con
600 pl de bacterias competentes (ver paso anterior) y se incuba
ron durante 20 min a 37°C. A continuación se mezclaron con 3,5 ml
de LB-top-agarosa fundido a 48°C, se homogeneizaron y vertieron
sobre cajas de Petri conteniendo LB-ampicilina previamente mante
nidas a 42°C.

Se incubó a 42°C hasta que las playas de lisis fueron clara
mente visibles (alrededor de 3 hs).

II.2.8.3. Transferencia de las proteínas de fusión producidas por los
fagos recombinantes a nitrocelulosa

Se colocó sobre las placas líticas un disco de nitrocelulosa
(Schleicher and Schuell BASS) o Hybond C (Amersham), previamente
embebido en una solución de IPTG 10 mM y secado sobre papel de
filtro (se puso en contacto con los fagos la cara del disco que
no estuvo en contacto con el papel).

La posición del filtro de nitrocelulosa se marcó con una aguja
o alfiler embebidoen tinta china, atravesando el filtro y el
agar. Se hicieron tres marcas asimétricas de uno, dos y tres pun
tos.

Las cajas de Petri con la nitrocelulosa se incubaron inverti
das durante 2 hs a 37°C.*

A continuación se retiraron los discos de nitrocelulosa cuida
dosamente, y se los lavó durante 10 min con TBS. En el caso de
requerir una réplica, se volvió a colocar un nuevo filtro con
IPTG y se incubó durante otras 3 hs a 37°C.
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x El IPTGactúa por desrepresión de la transcripción a partir del pro
motor P Lac de lgtll al unirse al represor lac, por consiguiente se
produce la síntesis de las proteínas de fusión B-galactosidasa-ADNCde
T.cruzi. Las proteínas de fusión liberadas por la lisis bacteriana son
adsorbidas a la nitrocelulosa.

II.2.8.4. Detección de las proteínas con anticuerpos.

Las proteínas transferidas a nitrocelulosa se detectaron, en
todos los casos, siguiendo las indicaciones de los fabricantes
del kit Vecta Stain ABC(Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA).

II.2.8.4.1 Bloqueo e incubación con el suero

Para evitar la unión inespecífica de los anticuerpos a la ni
trocelulosa, el filtro se colocó en solución de bloqueo (SB: 2%
glicina, 4%leche descremada (Molico), en TBS), durante 20 min
como mínimo (1).

Se retiró la solución anterior y se incubó con el suero, pre
viamente diluido 1:1000 - 1:2000, en SB conteniendo 0,05% de
Tween20, 5%de lisado de E.coli RY1089lisogénica para thll wt,
0,05% Tween 20, l mMPMSF,0,01% azida.

La incubación se realizó a temp. amb. con agitación, por 3 hs
o durante la noche, o a 4°C, durante la noche cuando se requirió
recuperar la dilución del suero.

Los anticuerpos no unidos se eliminaron con 3 lavados de 5 min
en TBS-Tw.

Se agregó el segundo anticuerpo (anti-IgG humanatotal, bioti
nilado, preparado en cabra (kit ABCVecta Stain, Vector Labo
ratories, Burlingame, CA, USA)), diluido 1:200 en SB-TWy se in
cubó por 45 min.

Luego de 3 lavados de 5 min en TES-TW, se colocó el complejo
avidina-biotina-peroxidasa, (preparado 30 min antes comosugieren
los fabricantes: 2 gotas de A (avidina DH) + 2 gotas de B (pero
xidasa biotinilada) en 10 ml de TBS) y se incubó por 45 min más.
El exceso de complejo se eliminó con 3 lavados de 3 min en TBS.
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II.2.8.4.2. Revelado inmunoenzimáticode la unión proteína de fusión
IgGde suero-anti IgGbiotinilada-avidina-peroxidasa biotinilada.

Para el revelado, se agregaron 15 mg de 4-cloro-1-naftol
(Merck, Darmstadt, Germany) disueltos en 5 ml de metanol frío y
8 ul de H202 30 % a 20 m1 de 50 mMTris-HCl pH: 6.8. Esta solu
ción se volcó inmediatamente sobre el filtro y se incubó en la
oscuridad hasta la aparición de las señales (5 a 15 min).

La reacción se detuvo lavando el filtro con H20.
Para la detección de proteinas utilizando anticuerpos inmuno

purificados (II.2.9.4.), se siguió el protocolo descripto sin di
luir la solución de anticuerpos.

(1) Todas las incubaciones y lavados se efectuaron a temperatura am
biente y con agitación, adaptando los volúmenes de cada reactivo al
número y tamaño de los filtros, de modode mantenerlos siempre cubier
tos y sin superponerse entre sí.

II.2.8.5 Purificación de un clon positivo.
II.2.8.5.1. Extracción de fagos con señal positiva.

Siguiendo las marcas del filtro, se ubicó la zona correspon
diente al fago con señal positiva en el rastreo inmunológico. Es
útil hacer un calco del filtro en papel transparente para luego,
sobre un transiluminador ubicar las playas de lisis de la zona
correspondiente a la señal positiva que se pueda extraer con una
pipeta Pasteur de diámetro grueso, o con una pipeta automática
cuyo cono se ha cortado para que tenga un diámetro mayor, El
fragmento de agar con las placas de lisis, se aspira y se resue
pende en 1 ml de SMcon 30 ul de cloroformo, y se deja eluyendo
por lo menosuna noche antes del rastreo siguiente.

II.2.8.5.2. Rastreos sucesivos: purificación de fagos con señal posi
tiva.

Para purificar el fago recombinantepositivo, se repite el
rastreo inmunológico con los fagos extraídos de la zona corres
pondiente a la señal positiva, a una densidad de ufp por caja de
Petri menor. Los fagos que a su vez produzcan una señal positiva,
se vuelven a rastrear, y el procedimiento se repite respetando
las cantidades de ufp por caja de Petri que se indican a conti
nuación. Cuandoen dos rastreos sucesivos (generalmente el cuarto
y el quinto), todos los fagos producen una señal positiva, se
considera purificado, el fago puede ser amplificado para su posterior caracterización.
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Placa grande Placa chica
15 cm 9 cm

1° rastreo 40000 ufp 15000 ufp
2° rastreo 1500 ufp
3° rastreo 150 ufp
4° rastreo 20 ufp

II.2.8.5.3 Amplificación de los fagos:

Para obtener una suspensión de fagos de aproximadamente 1010
ufp/ml, se infectaron 200 pl de bacterias E. coli Y1090prepa-ra
das comose detalla más adelante (2.18.1) con 10 pl de la dilu
ción de fagos del último rastreo (aprox. 106 ufp/ml). Luego de 20
min a 37°C se mezclaron con 3 ml de top-agarosa (previamente fun
dida y mantenida a 50°C ) y se sembraron en una placa de Petri
(96 mm) de LB-agar-amp. Esta se colocó a 42°C- A1 cabo de 4 hs se
observó el crecimiento a confluencia de los fagos. Se agregaron 5
ml de SMpor placa y se incubó durante toda la noche a 4°C- Al
día siguiente se pasó la suspensión de fagos a un tubo de poli
propileno. Los fagos remanentes se colectaron en 2 ml de SM que
se agregaron a la preparación anterior. Se agregó cloroformo (3%
final) y se dejó agitando suavemente durante 15 min a temp. amb..
Las bacterias no infectadas y los restos celulares se separaron
por centrifugación a 3000g x 10 min a 4°C. Se colectó el sobre
nadante, se agregó cloroformo (0,3% final) y se mantuvo a 4°C.

El titulo del sobrenadante obtenido fue de aproximadamente
1010-1012 ufp/ml.

II.2.9 ANALISIS INMUNOLOGICODE FAGOS RECOHBINANTES

II.2.9.1 Lisogenización de E.coli Y1089con fagos thll:

En el presente trabajo se prepararon bacterias lisógenas para el fago
thll salvaje y los fagos recombinantes 823, CH3y JL52.

Se inoculó una colonia aislada de E. coli Y1089 (crecida en LB
agar-amp) en 3 m1 de LB-amp conteniendo 0,2% de maltosa y se dejó cre
cer durante toda la noche a 37°Ccon agitación. Este cultivo saturado
se diluyó 100 veces en 50 ml de LB-amp-lO mM MgSO4y se incubó con
agitación a 37°C hasta una DOsoo= 0,25. Se infectaron 100 ul de bac
terias (aprox. 2 x 107 células) con un volumen igual de fagos (108 ufp
en SM), durante 30 min a 300C(1). La mezcla se diluyó sucesivamente
hasta 1:105 y 100 ul de esta dilución final se rastrilló sobre una
placa de LB-agar-amp. Luego de incubar la placa toda la noche a 30°C,
se obtuvieron colonias aisladas cuya lisogenia se ensayó tomando cada
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una con un escarbadiente y marcando una cruz sobre dos placas de LB
agar-amp (esto se repitió para 25 colonias aisladas), cuidando de re
producir el esquema de siembra en ambas. Una de ellas se incubó a 30°C
y la otra a 42°C durante toda la noche. Se consideraron lisógenas
aquellas bacterias que crecieron a 30°C y no a 42°C (a esta tem
peratura se induce el ciclo litico del fago debido a la inactivación
del represor cI. La falta de supresión de la mutación SamlOO provoca
una acumulaciónde particulas fágicas dentro de la bacteria, inhibien
do su crecimiento. La frecuencia de lisógenas obtenidas en las dife
rentes experiencias varió entre 10 y 50%.Para conservarlas, se es
triaron separadamente sobre LB-agar-ampy luego de incubarlas toda la
noche a 30°C, se las guardó a 4°C. A partir de algunas colonias ais
ladas se prepararon cultivos saturados (a 30°C) en LB-amp, se mezcla
ron con glicerol en volúmenes iguales'y se mantuvieron a -7OOC‘

(1) La relación fagos/bacterias debe ser aprox‘ 5/1.
II.2.9.2 Inducción de la expresión de las proteínas de fusión:

Para obtener altos niveles de expresión de las proteinas de fu
sión a partir de bacterias lisógenas, se emplearon las condiciones de
incubación propuestas por Hall y col. (1984), en las cuales la repli
cación del fago se produce por inactivación del represor cI a 42 °C y
la síntesis de la proteína de fusión se induce por el agregado de IPTG
al sistema. Los cambios de temperatura indicados se realizaron utili
zando tres baños agitadores diferentes, calibrados a 30, 37 y 42°C.

Se inocularon 3 ml de LB-ampcon 30 pl de bacterias lisógenas
(cultivo liquido mantenido en glicerol a -70 °C) y se incubó durante
toda la noche a 30 °C. Este cultivo saturado se diluyó 1:100 en LB
ampi (1) y se dejó crecer a 30°C hasta una DOsoo = 0,4. (En estas con
diciones, el represor cI del fago permanece activo, manteniendo el es
tado de lisogenia).
La inducción de la replicación del fago se produjo incubando a 42°C
durante 30 min. (A esta temperatura el represor cI se inactiva, permi
tiendo la replicación del fago. Este se acumulaen el interior de la
célula debido a la incapacidad de la cepa E. coli Y1089de suprimir la
mutación SamlOO,involucrada en la lisis de la membranabacteriana).

Luego se agregó IPTG (Sigma, St. Louis, MO, USA) (5 mMIPTG fi
nal, a partir de una solución madre 100 mM)y se incubó a 37°C por 2
hs más. (El IPTGdesplaza al represor del operón lac, permitiendo la
transcripción a partir del promotor del gen de la B-galactosidasa y
dando comoresultado una gran producción de proteina de fusión).
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11.2.9 3 Preparación de lisado de E. coli Y1089lisógnea para thll

II.

(1)

salvaje:
El lisado de bacterias E. coli Y1089lisógenas para thll sal

vaje utilizado para competir la reactividad inespecífica de los
sueros, se preparó a partir de 1 l de cultivo inducido según
II.2.9.3. Las bacterias se centrifugaron a 1.500g x 10 min a
temp. amb , se resuspendieron en 50 ml de TBSy se lisaron por 3
ciclos de congelamiento-descongelamiento (nitrógeno líquido-agua
corriente). El homogenatofinal se guardó a -20°C.

.9.4 Inmunopurificación de anticuerpos anti-proteinas de fusión:

Los anticuerpos contra las proteinas de fusión fueron inmuno
seleccionados a partir de sueros chagásicos siguiendo el método
descripto por Hall y col.(1984). Este se basa en la elución ácida
de los anticuerpos unidos a las proteínas de fusión previamente
inmovilizadas sobre filtros de nitrocelulosa.

La proteina de fusión se inmovilizó sobre nitrocelulosa incu
bando un filtro de Hybond-C (Amersham, Buckinghamshire, England)
de 5 cmZcon 3 ml de proteína recombinante purificada (II.2.9.2),
durante 2 h(1). Se lavó 10 min con TBSpara eliminar el exceso de
proteína, se bloqueó durante 20 min (ver II.2.8.4.1) y se incubó
durante toda la noche a 4°C con 5 ml de suero, diluido 1:10 en
solución de bloqueo conteniendo 30%de lisado de E. coli Y1089
lisógena para lgtll salvaje(2). Los anticuerpos no unidos se re
movieron con 3 lavados de 10 min en TBS-Twy 2 lavados de 5 min.
en 0,15 M NaCl-Tw (0,15 M NaCl conteniendo 0,05% de Tween 20). La
elución ácida se llevó a cabo incubando el filtro durante 30 min
con 5 ml de tampón E (0,2 M glicina, 0,15 M NaCl, 10 ug/ml BSA, 1
mMPMSF (Sigma, St. Louis, M0, USA), 0,05% Tween 20, pH:2,8). El
material eluído se pasó a un tubo plástico y, manteniéndolo en
hielo, se neutralizó rápidamente con 5 ml de 1 MTris-HCl pH: 8,0
y 2 m1 de solución de bloqueo. Esta preparación de anticuerpos se
alicuotó en tubos eppendorf y se guardó a -20°C.

Salvo en los casos en que se indica lo contrario, todas las incu
baciones se realizaron a temperatura ambiente y con agitación.

(2) Para eliminar la reactividad inespecifica de los sueros se empleó,
alternativamente y con igual rendimiento, una preincubación durante 1
h de los 5 ml de suero con un filtro de nitrocelulosa conteniendo li
sado de E. coli Y1089lisógena para thll salvaje, diluido 1:3 en TBS
e inmovilizado comose indicó para las proteinas de fusión.
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II.2.9.5. Reactividad de los sueros con fagos recombinantes:

II.

II.

(1) En nuestro laboratorio obtuvimos idénticos resultados sin

.9.5.2.

dife
método

Para determinar la reactividad de los sueros contra los
rentes fagos recombinantes se utilizó, básicamente, el
descripto por Mesri (1990).

.9.5.1. Preparación de las bacterias para 1a infección:

Se inocularon 50 ml de LB-ampcon una colonia aislada de E.
coli Y1090y se dejó crecer durante toda la noche a 37°C con agi
tación. Apartir de este cultivo saturado, las bacterias se cose
charon por centrifugación a 1.500g x 10 min a 4°C, se resuspen
dieron en 8 ml de 10 mMMgSO4(frío y estéril) y se conservaron a
4°C durante 15 dias como máximo.

Crecimiento, inducción de los fagos recombinantes y
transferencia de las proteínas a filtros de nitrocelulosa:

Para la formación del césped bacteriano, se mezclaron 500 ul
de bacterias con 3 ml de "top”-agarosa (previamente fundida y
mantenida a 50°C), se sembraron sobre una placa (96 mm) de LB
agar-amp y se dejaron crecer a 37°C. Luego de 30 min se retiró la
caja y se dejó secar abierta, cerca del mechero, durante 10 min.
Se depositaron asimétricamente y en orden, 2 ul de cada prepara
ción de fagos amplificados (aprox. 1010 ufp/ml) y luego de dejar

la placa se incubó a 42°C por 40 min (al final de
bacteria

secar 10 min,
esta etapa puede ya observarse el comienzode la lisis
na). Por otro lado, se recortó un filtro de nitrocelulosa (Hy
bond-C, Amersham, Buckinghamshire, England), se lo marcó en un
extremo, se lo sumergió en 10 mMIPTG (1), y se lo dejó secar so
bre papel WhatmanBMM.El filtro asi preparado se apoyó sobre los
fagos sembrados (haciendo coincidir, por ej., la marca del filtro
con la ubicación del fago salvaje) y se incubó la placa a 37°C
(durante esta etapa se produce la inducción de la expresión de la
proteina de fusión, que junto con las proteinas bacterianas y del
fago quedan inmovilizadas sobre el filtro). Luegode 2 h se reti
ró el filtro (puede observarse lisis confluente en los sitios de
siembra de los fagos), se colocó directamente en solución de blo
queo y se siguió exactamente el protocolo descripto en II.2.8. 4.

necesi
dad de embeber el filtro en IPTG. Probablemente el nivel basal de pro
ducción de la proteína de fusión resulte suficiente para su detección
por este método.
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II.2.10. DETERMINACION DE LA LONGITUD DE LOS INSERTOS DE LOS FAGOS
RECOMBINANTES.

Para determinar la longitud de los insertos correspondientes a
los clones aislados de las bibliotecas construidas en los fagos thlO
y thll, se usaron dos estrategias metodológicas:

Aislamiento del ADNde los fagos amplificados. Corte con
EcoRlpara liberar los insertos. Rellenado de los extre
mos EcoRl por reacción de Fill-in con dATPaP32. Visuali
zación de la longitud de los insertos en geles nativos de
poliacrilamida.
Amplificación por PCRdel ADNdel inserto directamente a
partir de fagos thll, utilizando primers complementarios
a las regiones flanqueantes al sitio EcoRl de clonado.

II.2.10.1. Reacción de fill-in de extremos EcoRl:

Corte de ADNde lambda con EcoRl.

El ADNde fago X purificado (II.2.1.2) fue digerido con la en
zima Eco R1, para liberar los insertos correspondientes.

25 pg de ADNse digerió con 3-5 unidades de Enzima Eco R1
con buffer de alta sal 1x ( Buffer High 10 x: 100 mMTris.HCl, Mg
Clz 50 mM, NaCl 500 mM, pH 7,5) en un volumen total para lle-var
el ADNa una concentración final de 100 ng/ul.

Se incubó la reacción a 37°C durante 2 a 4 horas.
La comprobación del corte se hizo sembrando una alícuota en un

minigel de agarosa 0.4%, por visualización de los brazos del vec
tor.

Reacciónde fill-in

Generalmente se procesaron varios clones simultáneamente por
lo cual se preparó un "cóctel" de reactivos.

Para 10 muestras — H20 88 ul
— buffer M 10x 20 ul
- dATP[aP32]3000 Ci/mmol 2 ul
- fragmento Klenow(10 U) 10 ul

Luego se agregaron 12 ul del cóctel a Sul de ADNde X digerido
(z 800 ng). Se incubó 30 min a temp. amb. y se detuvo la reacción
con 3 pl de loading buffer.

Se corrieron los productos de Fïll in en un gel nativo de po
liacrilamida 4%a 6%, incluyendo en la corrida marcadores de PM
radioactivos.
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Preparación de marcadores de PMde ADNradioactivos:

PAT/Hinfl o Lambda/HindIII-EcoRl 1 pg 5 pl)
Buffer 10x (M) 2 pl
H20 11 pl
dATPaP32 (ZuCi/pl) 1 pl
Klenow (1 U/pl) 1 pl
Volumen Total 20 pl

Se incubó a temp.amb. por 20 min. Se sacó una alícuota y se le
agregó buffer de siembra (BPB6x).

Para corridas en geles de agarosa alcalinos se agregó buffer
de siembraalcalino (II.2.3.1.2).

II.2.10.2 Determinación del tamaño de los insertos por PCR:

Este procedimiento fue utilizado para determinar la longitud
de los insertos clonados en thll.

Se utilizó el Kit GENEAMPde la firma Perkin-Elmer Cetus.
Cada reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de

100 ul.
Una alícuota de fagos amplificados (z 1010 pfp/ml medio SM)

fue centrifugada por 5 min en microcentrífuga para bajar el de
bris. Se tomaron 2 - 10pl de la parte superior del sobrenadante,
se pasó a un tubo Eppendorff llevando a 50pl con H20.

Se calentó durante 5 min a 100°C.
Se agregó luego en el siguiente orden:

buffer de reacción 10 pl
MgClz 25 mM 10 pl
dATP 10 mM 2 ul
dCTP 10 mM 2 pl
dGTP 10 mM 2 pl
dTTP 10 mM 2 ul
primer 1218 thll (forward) 25 pM 10 ul
primer 1222 thll (reverse) 25 HM 10 pl
AmpliTaq ADNPolimerasa 1U 1 ul
Aceite mineral SIGMA 50 pl

Secuencia de los primers:

1218 5'd(GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG)3'12pb upstream sitio EcoRl.
1222 5'd(TTGACACCAGACCACCTGGTAATG)3'20pb downstream sitio EcoRl.

Estos primers son complementarios a la porción de la B-galatosidasa
del vector lgtll.

La reacción se llevó a cabo en un aparato programable de la
marca HYBAIDmodelo IHBlOl. '
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Se utilizó el siguiente programade amplificación:

CICLO PASO TEMP TIEMPO LOOP

1 1.01 92°C 7' 1
1.02 50°C 2'

2 2.01 72°C 1' 40
2.02 92°C 1'
2.03 50°C 0.40

3 3.01 72°C 7' 1

Una vez concluido el programa de amplificación (z 5 hs) se
agregó a cada tubo de reacción 100 ul de cloroformo para extraer el
aceite mineral. Se recuperó la fase acuosa conteniendo el producto de
amplificación. Para determinar el PMdel producto de PCR, se corrió
una alícuota de 10 ul en un minigel de 2%de agarosa con Br.Et., in
cluyendo marcadores de PM, Phi X 174/HaeIII.

II.2.10.3. Análisis de insertos clonados en plásmidos por mapeo derestricción:

Los fragmentos genómicos clonados en el vector PBlueScribe,
fueron caracterizados por mapeode restricción, con el objeto de
diseñar el subclonado y secuenciación. Se utilizaron los crite
rios de corte indicados en II.1.4.1.

II.2.11 SUBCLONADOEN EL FAGO VECTOR M13.

II.2.11.1. Preparación del vector:
El ADNdcde la forma replicativa (RF) del fago M13 fue emplea

do para subclonar los insertos derivados de clones PBlueScribe,
thlO/gtll recombinantes. Se utilizaron vectores comerciales:

M13RF mp18, M13RF mp19, M13 mp18/EcoR1 fosfataseado
(Pharmacia)
M13 mp10/Sma1 fosfataseado (Amersham).

En algunas experiencias de subclonado se utilizó el sitio Pstl del po
lilinker de M13. Para esto se cortó 1 pg de ADNRFde M13mp18con Pstl
y se fosfatasearon los extremos EcoRl con fosfatasa alcalina de intes
tino de ternero (II.2.4 2.2.2.).
II.2.11.2. Preparación del inserto:

84



Materiales y Métodos

Comofuente de inserto se utilizó:

Fragmentos purificados de geles de agarosa, provenientes
de digestiones de los insertos clonados en thlO/gtll o
PBlueScribe, o de productos amplificados por PCRa partir
de fagos thll recombinantes.
Productos del corte EcoRl de ADNde thll recombinantes,
sin purificar el inserto (los brazos de X ligados al fago
M13no son capaces de formar un recombinante viable, por
lo tanto no es indispensable separarlos del inserto). Es
ta estrategia fue elegida para experiencias de subclonado
de insertos de tamaño < 400 pb, ya que debido a la rela
ción de masa entre el fago thll (43,70 Kb) y los inser
tos (150-400 pb), para eluir 100 ng de inserto de un gel
de agarosa es necesario cortar al menos 10 ug de ADN de
X
Productos de amplificación por PCRclonados a partir de
ARNde T.cruzi.

II.2.11.3. Reacciones de Ligado:

Las experiencias de ligado a ADNde M13 se llevaron a cabo
con:

buffer ligasa T4 ATP DTT H20
1x 1 mM lOmM csp 10pl

Se utilizaron diferentes condiciones de acuerdo al tipo de ex
tremos a ligar:

Extremos relación molar
vectorzinserto Vector Ligasa Temp Tiempo

Cohesivos 111/125/1110 10 ng 1 U 14-16’0 12-18 hs

Ramos 1:5/1:10 50 ng 2 U 22°C 12-18 hs

Comocontrol de ligación se incluyó una reacción de ligado con
vector sin inserto (este control permite estimar el backgroundde
vector no linealizado + vector linealizado no fosfataseado (pla
cas azules) y vector fosfataseado y delecionado capaz de autoli
garse (1) (placas blancas, falsos positivos).

Parte de los productos de ligación fueron utilizados para en
sayos de transformación de una cepa de E.coli F+ (que le confiere
un fenotipo portador de pili), JM101o DHSaF', llevadas a estado
de competencia (II.2.11.3).

85



Materiales y Métodos

(1) La defosforilación con Fosfatasa alcalina suele ser un paso poco
reproducible que puede dar lugar a deleciones de los extremos del vec
tor linealizado. Si eventualmente, estos vectores se autoligan, dan
lugar a placas blancas no recombinantes (falsos positivos).

II.2.11.4 PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES PARA TRANSFORMACION.

II.2.11.4.1. Métododel Cloruro de Calcio:

—Se inoculó una colonia aislada de E. coli JM101seleccionada en
medio minimo (selección F') en 2 ml de medio 2TY.

- Se incubó 0.N. a 37°C con agitación.
- Una parte del cultivo saturado obtenido se diluyó 1:5 en 2TY

(5 ml) e incubó a 37°C a saturación para utilizarlo como cés
ped bacteriano; otra parte, fue diluida 1:100 en 50 ml de 2TY,
e incubada a 37°C hasta D.O. 0,2-0,4.

—El cultivo en fase exponencial fue cosechado por centrifugación
por 10 min a 3000 rpm.

—Se resuspendió suavemente en 0,5 vol (25 m1) de CaClz 50 mM
téril frio. Se Dejó 1 h en hielo.

- Se centrifugó a 3000 rpm por 10 min a 4°C. Se resuspendió el
pellet en 1/10 del volumen original (5 m1).

Las células se guardaron a 4°C hasta su empleo

es

En general, las bacterias fueron transformadas unas horas después de
preparadas, dado que la eficiencia de transformación se incrementa de
4 a 6 veces si se dejan en frío durante las primeras 12-24 horas en
estado de competencia (Saambrook y col., 1989).

II.2.11.4.2. Métodode transformación de alta eficiencia (Hanahan,
1985).

Se partió de colonias frescas (DH5ay DH5aF’:ver II.1.6.1) cre
cidas a 37°C la noche anterior a la preparación de las células
competentes.

Se picarún ¡mas 4-5 colonias V 86 int-mulárcm a 1 ml de medio SOB
en un tubo Eppendorf. Se crecieron 1 hora a 37°C.

El inóculo se pasó a 50 ml de SOBen un erlenmeyer de 500 m1.
Se incubó con agitación aireada a 37°C hasta D0550: 0.45-0.55 (z

8.107 células/m1).
Se pasó el cultivo a dos tubos Corex de 30 ml. Se centrifugó a

4000 rpm por 10 min a 4°C

86



Se

Se
Se

Se

centrifugó a 4000 rpm

Materiales y Métodos

resuspendió en 1/3 vol de TFB. Se incubó 15 min en hielo.

TFB = KCl 1000 mM
MnClz 45 mM
CaClz 10 mM
HaCoCla 3 mM
K-Mes 10 mM

Mes = 0.5 M Mes pH 6.5 (equilibrado con KOH).

por 20min a 4°C.
resuspendió en 1/12 de volumen de TFB.
agregó DnD3.5% final.
mezcló e incubó en hielo por 10 min.

DnD DTT 1 M
DMSO 90%
AcoK 10 mM

Se agregó DnD7% final.
Finalmente se incubó por otros 20 min en hielo.
Las células competentes fueron guardadas a 4°C hasta el momentode la
transformación.
Este método permitió obtener una eficiencia de transformación de 5.107
ufp/pg de ADN RF de M13 wt.

II.2.11.4 Transformación de los productos de ligación.

Se mezcló 0,3 - 0,5 vol de cada reacción de ligación con 200 pl
de bacterias competentes.
dejó durante 30 min en hielo.
incubaron las bacterias 2 min a 42°C (shock térmico).
pasó inmediatamente a hielo por 5 min.
agregó 200 pl de un cultivo saturado de JM101 (cesped), 40 pl
de 2% X-Gal, 20 pl de IPTG 100 mM.
transfirió a LB-agarosa blanda y mantenida a 48°C.
plaqueó sobre LB-agar.
incubó toda la noche a 37°C.
cada experiencia de transformación se incluyó un control sin
ADN,un control de transformación con vector solo autoligado,
y un control de eficiencia con ADNRF de fago M13wt (0,1-1
ng).
analizó la eficiencia de subclonado teniendo en cuenta que las
placas de retardo de crecimiento azules corresponden a los fa
gos no recombinantes (M13wt lac Z+) y las blancas correspon
den a posibles M13recombinantes (lac Z-).

Generalmente se tomaron directamente las placas blancas para pre
parar ADNde simple cadena En algunos casos se decidió
leccionar los subclones positivos por hibridización.

59"
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II.2.12. SECUENCIACIONDE ADN

II.2.12.1. Prueba de complementaridad de ADNscsubclonados en M13.

Este procedimiento fue utilizado para determinar la orienta
ción de los insertos subclonados en el fago M13. Consiste en ve
rificar el retardo de la migración en geles de agarosa de un hi
brido parcial formado por complementaridad de secuencias de dos
insertos de ADNscsubclonados en orientaciones opuestas en el fa
go M13. De esta manera se seleccionaron para secuenciar ADNsc en
ambasorientaciones.

Se partió de minipreparaciones de ADNsimple cadena (II.2.1.4.
2), que se incubaron de a pares:

5 pl ADNsc A (100-200 ng)
5 pl ADNsc B (100-200 ng)
1 pl NaCl 2.5 M

Se desnaturalizó por 30'a 60°C.
Se dejó enfriar lentamente en baño seco a 60°C hasta temp.
amb..
Se agregó 2 ul de loading buffer.
Se corrió la mezcla en un minigel de agarosa 0.7%.
Se identificaron los subclones complementarios por retraso en
la corrida respecto a controles de ADNscsin aparear.

II.2.12.2 Secuenciación de ADNde doble cadena: apareamiento templado
primer:

Este procedimiento se empleó para secuenciar insertos clonados
en el plásmido pBS. El ADNplasmídico fue preparado por el método
descripto en II.2.1.3.1.

Se resuspendió 1 ug de ADNen 8 ul de buffer TE. Se agregó 2
ul de NaOH2My se incubó a temp. amb. por 5 min para desnatura
lizar el ADN.

Se agregaron 7 ul de primer (2 pmol/pl) y se mezcló suavemen
te. Se neutralizó con 3 ul AcONa3M, pH 4,5, se volvió a mezclar.
Se concentró con 75 pl de etanol absoluto frío. Se mezcló bien y
se dejó en hielo seco por 20 min. Se microcentrifugó durante 10
min a temp. amb.. Se removió el sobrenadante, se enjuagó con 70%
de etanol. Se secó el ADNal vacío. Se resuspendió en 7 pl de H20
y se procedió a partir del paso (2) de marcado en el procedimien
to de secuenciación por el métodode terminación (II.2.12.3).
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II.2.12.3. Reacción de secuenciación de ADNpor el método de termina
ción de cadena con dideoxinucleótidos (Sanger y col, 1977).

Las reacciones de secuenciación por Sanger se llevaron a cabo con
el kit Sequenase (version 2.0 de U.S.B). Sequenase es la denominación
comercial de la ADNpolimerasa de T7 modificada in vitro para una alta
procesividad.
Reactivos:

"primer" - 40 de M13: 5' -GTTTTCCCAGTCACGAC-3' (5 ng/ul)

"primers" específicos (ver 11.1.10)

Buffer Sequenase 5X: 200 mMTris-HCl pH=7.5
100 mM MgClz
250 mM NaCl

Mezcla de marcación(dGTP) 5X: 7.5 uM dGTP
7.5 uM dCTP
7.5 uM dTTP

ddG Mezcla de terminación(dGTP)=80 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM dCTP,
80 uM dTTP, 8 uM ddGTP, 50 mM NaCl.

ddA Mezcla de terminación(dGTP)=80 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM dCTP,
80 uM dTTP, 8 uM ddATP, 50 mM NaCl

ddT Mezcla de terminación(dGTP)=80 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM dCTP
80 un dTTP, 8 uM ddTTP, 50 mM NaCl.

ddC Mezcla de terminación(dGTP)=80 uM dGTP, 80 uM dATP, 80 uM dCTP
80 uM dTTP, 8 uM ddCTP, 50 mM NaCl.

Buffer de dilución de la Enzima=10 mMTris-HCl pH=7.5
5.0 mM DTT
0.5 mg/ml BSA.

Buffer Mn: 0.15 Misocitrato de sodio
0.1 M MnClz.

Solución stop : 95% formamida
20 mM EDTA
0.05% azul de bromofenol
0.05%xilen cianol
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Procedimiento de secuenciación:

1) Mezcla de apareamiento:

ADNsc 7 pl(0,5- 1 pg)
buffer sequenasa 2 ul
primer 1 ul
Total 10 ul

Se calentó la mezcla a 65°C por 2 min en un baño seco y se
dejó enfriar lentamente hasta una temperatura menor a 35°C
Mientras se dejaba enfriar se prepararon 4 tubos conteniendo c/u
2.5 ul de la mezcla de terminación con el dideoxinucleótido co
rrespondiente (ddA, ddC, ddG, ddT). Se precalentaron en un baño
de agua a 37°C.

Se diluyó la mezcla de marcación 1:5 en H20.
Se diluyó la Sequenasa en el buffer de dilución 1:8.

2) Reacción de marcado:

A la mezcla de apareamiento se agregó:

DTT 0.1M 1 ul
mezcla de marcación 1:5 2 ul
dATP[S35] 0.5 ul
Sequenasa 1:8 2 ul

Se mezcló e incubó a temp.amb. durante 3-5 min.

Para leer cerca de la zona del primer se utilizó Buffer de
Magnaneso, agregado en la reacción de marcado (1 ul).

3) Reacción de terminación:

Se transfirió 3,5 ul de la reacción de marcado a cada tubo
de terminación (ddA, ddC, ddG, ddT) y se incubó a 37°C por 5'.

Se detuvo la reacción por agregado de 4 pl de solución de
stop .

II.2.12.4 Armadoy corrida de geles de poliacrilamida para secuen
ciación de ADN.

Preparación del gel:
Se utilizaron geles desnaturalizantes de 6 a 8 % de
poliacrilamida (38:2) en TBE1X preparada a partir de una
solución stock de acrilamida 40%:

Acrilamida 380 g
N,N'-metilenbisacrilamida 20 g
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H20 para 100 ml

Se disolvió a 37°C y se filtró. Se conservó la solución madre por
no más de un mes a 4°C. Para los geles de secuencia de 30 x 40 cm
se prepararon 100 ml de solución de acrilamida-urea de la si
guiente forma:

42 g urea (7 M final)
15 ml de acrilamida 40 % (6 % final)
TBE 1X hasta 100 ml

Se disolvió la urea. Se dejó en hielo. Inmediatamente antes de
volcar la solución se agregó:

100 ul TEMED
280 ul persulfato de amonio 10 %.

Se utilizaron vidrios de cuarzo de 20 x 35 cm 0 de 30 X 40 cm.
Los vidrios se limpiaron bien y luego se siliconaron con un al
godón embebidoen silic-glass.
Se usaron espaciadores de 0.4 mmy se sellaron los vidrios con
cinta aislante de alto voltaje. Luegose volcó la solución de
acrilamida-urea a un flujo constante evitando la formación de
burbujas de aire.
Se utilizaron peines de diente de tiburón (sharp) y espaciadores
de 0,3 - 0,4 mm.

Se dejó polimerizar el gel durante al menosdos horas, antes de
largar la corrida.
Sembrado del gel:

El gel fue precorrido a 60 Watts durante 30 min
Las muestras fueron incubadas a 75°C por 2 min antes de cargar
las en el gel. Se sembraron 3 ul de cada tubo por depósito en el
orden A, C, G, T de izquierda a derecha. Generalmente el segundo
depósito se sembró 30 min después de que el BPB del primer
depósito saliera del gel. La corrida se detuvo al llegar el BPB
del segundo depósito al fondo del gel.

Las electroforesis se llevgaron a cabo aplicando una potencia
constante de 35 W para geles de 20 x 35 cm y de 60 Wpara geles
grandes de 30 x 40 cm.

Concluida la migración el gel se desmontó de la cuba y se separó
un vidrio cuidadosamente. Se fijó durante 15 min en una mezcla 10
% etanol + 10 % ácido acético. Se lavó con abundante agua. Luego
se colocó sobre el gel una hoja de papel Whatman 3 MMde manera
de pasar el gel al papel. Se cubrió con Saran-Wrap y se secó
durante 2 hs a 80 °C en un aparato de secado al vacío Hoeffer
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modelo SE 1160. Se quitó el Saran-WTapque cubría el gel, y éste
se expusó directamente sobre película autoradiográfica sin
pantalla intensificadora a temp. amb. por 48-72 hs.
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Resultados
III.1. PLANTEOGENERAL

La táctica empleadapara iniciar la caracterización molecu
lar de la familia de antígenos ribosomales P de lggcugi, fue
seleccionar y clasificar una bateria de fagos recombinantes
lgtll, que habian sido purificados por rastreo con sueros de
pacientes chagásicos crónicos, de una biblioteca de ADNcde e
pimastigotes (cepa Tul 2)(Mesri, 1990) y de una biblioteca de
ADNc de tripomastigotes sanguíneos (cepa RA) (Levy Yeyati,
1992).

III.l.1. IDENTIFICACION Y CLASIFICACION DE FAGOS QUE EXPRESAN

ANTIGENOS RIBOSOMALES P.

La clasificación de la batería de fagos disponibles se basó
en dos tipos de análisis:

Análisis de identidad inmunológica.

Reactividad diferencial de los fagos recombinantes frente a
sueros de pacientes chagásicos: selección de fagos que reac
cionen diferencialmente con sueros de pacientes chagásicos
crónicos, con cardiopatía (Mesri, 1990; Levitus, 1991).
Reactividad inmunológica de los fagos recombinantes con anti
cuerpos anti-JL5 y anti-JL52 (Int., 1.4.1).

Análisis de identidad genética.

Homología de ADN entre los fagos inmunoseleccionados, deter
minada por Dot blot (M&M,II.2.6.1).
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III.1.2. IDENTIFICACION INMUNOLOGICA.

III.1.2.1. Reactividad diferencial de los fagos recombinantes
frente a sueros chagásicos.

Se ensayó la reactividad de fagos recombinantes frente a
sueros de pacientes chagásicos por el ensayo de placas de lisis
(M&M,II.2.9.5). Un ejemplo de este ensayo se muestra en la Fi
gura R-1.

III.1.2.2. Ensayode placas de lisis con anticuerpos anti-JL5 y
anti-JL52.

Teniendo en cuenta los datos de la Fig R-l, se planteó una
segunda experiencia, utilizando comoinmunosondas, anticuerpos
monoespecificos anti-JL5 y anti-JL52 (M&M,II.2.9.4). El resul
tado de este ensayo se observa en la Figura R-2. Los anticuer
pos anti-JL5 reaccionaron con los fagos G13, L6 y 823. Los an
ticuerpos anti-JL52 reaccionaron solo con el fago CHB. Esta
experiencia permitió agrupar los fagos en dos grupos:

grupo anti-JL5 positivo: JL5, 823, 816, 818, L6 y 613.
grupo anti-JL52 positivo: JL52 y CHB.

En todos los casos la reactividad de los fagos 823, L6 y
G13 fue similar a la de JL5. En cambio, la reactividad de JL52
fue semejante a la de JL5 en la mayoria de los casos, pero con
llamativas excepciones (suero A.S. en Figura R-l). Los fagos
CH3y 31 reaccionaron de manera similar a JL52. El fago JL7 fue
empleado comomarcador de infección por T.cruzi (Mesri, Tesis
doctoral, 1990).

Estos ensayos permitieron identificar fagos con propiedades
antigénicas similares a JL5, por un lado, y a JL52, por otro.
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G13 JLS JL7 wt

lod L6 M.9.7

M96 Maa L5 6d

CH2 uv M81

CHa JLS JLSZ JL7 wi

31523 7d 9d

CH JLS JL52

JGa

Figura R-l
Reactividad inmunológica de fagos thll recombinantes con sueros

de pacientes chagásicos con y sin cardiopatía (dil 1:500). Se
indica la disposición de los fagos en los filtros de nitrocelu
losa. Se utilizó el procedimiento detallado en M&M(II.2.9.5).
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[o 5]
B anh-JLS?

Figura R-Z

Ensayo de placas de lisis de fagos thll con anticuerpos inmuno
seleccionados de sueros de pacientes chagásioos(M&M,II.2.9.4).
Los fagos se sembraron sobre un césped de 5,0011 Y1090. Antes
de la formación de las placas de lisis se cubrieron con un
filtro de nitrooelulosa para transferir las proteínas de fu
sión expresadas por los fagos reoombinantes(M&M,II.2.9.5.2).
(A) anti-JL5, (B) anti-JL52. La disposición de los fagos en
los filtros de nitrocelulosa se indica en el panel C.
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III.1.3. IDENTIFICACION POR HOHOLOGIADE SECUENCIAS DE ADN.

III.1.3.1. Ensayode placas de lisis con sondas radioactivas.

Los fagos mencionados en las experiencias anteriores fueron
analizados por la técnica de Dot blot (M&M,II.2.6.1).

Los insertos de los fagos CH3, G13, L6 y 823 fueron utili
zados para preparar sondas radioactivas (M&M,II.2.7). Las
autoradiografías correspondientes se muestran en la Fig R-3. La
sonda CH3hibridizó únicamente con ADNde los fagos CH3 y JL52,
en coincidencia con la reactividad con anticuerpos anti-JL52
(ver Figura R-2). La sonda 823 hibridizó con JL5, 816 y 818
pero no hibridizó con L6 ni con G13. La sonda G13 solo hibridi
zó con el ADNde G13 y la sonda L6 lo hizo solo con ADNdel fa
go L6.

El análisis de los ensayos de placas de lisis con sueros,
inmunosondasy sondas radioactivas permitió clasificar los
fagos en cuatro grupos según se indica en la Tabla R-T1.

GRUPOS Fago tamaño(pb)* Biblioteca de origen

P-JL5: JL5 200 ADNcde epimastigotes
816 200 ADNcde epimastigotes
818 200 ADNcde epimastigotes
823 400 ADNcde tripomastigotes

P-G13: G13 220 ADNcde tripomastigotes

P-L6: L6 200 ADNcde tripomastigotes

P-JLSZ: JL52 400 ADNcde epimastigotes
CHB 1100 ADNcde tripomastigotes

* tamaño de insertos estimado a partir de amplificación por PCR (M&M,
II.2.10.2)

La caracterización de cada grupo de fagos recombinantes
se expone en los capítulos siguientes.
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Sondas

A2523

BICH 3

DIG13

E :Disposicion de ‘ S16 S18 JL5o oC)

M52CH3 L6 G13
O O O O

los fagos

Figura R-3

Hibridización de ADNde los fagos lgtll recombinantes por Dot
v BJot con las sondas A) 523, B) CH3, C) L6 y D) G13, marcadas

por randompriming (II.2.8.1). La disposición de los fagos en
los filtros de nitrocelulosa se indica en el panel E.
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III.2.: PROTEINARIBOSOMALTc P-JL5

III.2.1. CARACTERIZACIONDE LOS FAGOS DEL GRUPOP-JL5.

El origen del ADNcJL5 fue descrito en la Introducción
(1.4.1). Su secuencia codificaba los 35 aminoácidos carboxiter
minales de una proteina ribosomal P de T.cruzi (ver Int., Figu
ra I.7). Esta porción de la proteina P-JL5 incluía las regiones
de la bisagra, rica en alaninas y prolinas, la región rica en
aminoácidos ácidos y el heptapéptido C-terminal conservado en
las proteínas P de eucariontes.

III.2.1.1. Caracterización de los fagos 816 y 818.

El tamaño de los insertos de estos fagos fue semejante al
del ADNcJL5. La secuencia de ambos fue idéntica a JL5, indi
cando que se trataba de un mismoclon, aislado de la misma bi
blioteca amplificada, o bien de una contaminación del fago JL5
en los stocks utilizados para los ensayos de placas de lisis.

III.2.1.2. Caracterización del fago 523.

El fago 523 fue aislado de la biblioteca de ADNcde tri
pomastigotes sanguíneos (cepa RA)y clasificado dentro del gru
po P-JL5 (Tabla RT-l).

En Northern blots de ARNtotal de epimastigotes de T.cruai
(Tul 2), la sonda 823 hibridizó con bandas de longitud similar
a las especies de ARNmdetectadas con la sonda del fago JL5
original (Levin y col, 1989) (Fig R-4).
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Figura R-4

Análisis de Northern Blot de ARN total de epimastigotes de
T.cruzi (Tul 2). Se sembraron 20 pg de ARNen un gel de 1,5 %
agarosa-formaldehído (M&M,II.2.3.3). Se muestran las especies
a (1,7 kb) Y B (2 kb) del ARNr 24 S y el ARNr 18 S (2,5 kb) de
T.cruzi, utilizados como referencia de PM (Castro y col,
1981). El gel fue procesado según se indica en M&M(II.2.8.4)
y fue hibridizado con sonda 823 marcada por random priming
(M&M,II.2.7). Las condiciones de hibridización y lavados a
alta rigurosidad se indican en M&MII.2.6.5.1.

101



Resultados

El inserto 523 fue subclonado en el vector M13mp18EcoRl/BAP y secuen
ciado (M&M,11.2.11; 11.2.12). La secuencia nucleotidica y aminoacidica
deducida, se presenta en la Figura R-5.

10 20 30 40 50
* >I< * >k 2k

GAA TTC CCC GCT TAC GCT CT GTT GGC TTA TCT GGG GGG ACC CCC TCG AAG TCT GCC
e f p A Y A L V G L S G G T P S K S A

60 70 80 90 100 110
* ‘k ‘K >k* l * .

GTT GAG GCC GTA TTG AAG GCT GCC GGC GTT CCT GTT GAT CCT TCT CGC GTG GAT GCA
V E A V L K A A G V P V D P S R V D A

120 130 140 150 180 170
‘k * ¡K * '. * *

CTT TTT GCC GAG TTT GCA GGC AAG GAC TTT GAT ACG GTA TGC GCT GAA GGC AAA TCG
L F A E F A G K D F D T V C A E G K S

[‘J190 200 210 20 230
. . * i

AAG CTT GTA GGA GGG GTT GCA CGT CCC AAT GCT GCC ACC GCT TCT GCA CCC ACT GCC
K L V G G V A R P N A A T A S A P T A

240 250 260 270 280 290
* ** * * JK

GCT GCC GCC GCC TCT GGT GGT GCC GCC GCG CCT GCT GCA GCT GCG GAA GAG GAG GAG
A A A A S G G A A A P A A A A E E E E

300 310 320 330 340 350
‘k ‘k2k * r * . *

GAT GAC GAC ATG GGA TTT GGT CTT TTT GAC TAA AGAC AAATGCTTAT TTTATTTTAT TTTT'DDDMGFGLFDIK
360 370 380 390 400 410
* x * x xx

GATTTT GTTTGTGTGC TGTCCATGAA GAGGCGCTAG AGTCCTGTGA ATAAAAAAAA GGAATTC

Figura R-5

Secuencia nucleotidica y aminoacidica deducida del ADNc823. La traducción
de la secuencia nucleotidica se realizó con el sistema:PUSTELL Sequence
Analysis Software (International Biotechnologies, Inc (IBI) N.H.).
Se indican en itálica los sitios EcoRl de clonado.
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III.2.1.3. Descripción de la secuencia del ADNc823.

partir de un transcripto poliadenilado,
noácidos en fase de lectura con la B-galactosidasa;

La secuencia del inserto 823 evidenció un ADNc,originado a
que codificaba 102 ami

los 35 co
dones carboxiterminales resultaron idénticos a los de JL5.

neadas en toda su extensión,
Las secuencias nucleotídicas de 823 y JL5 pudieron ser ali

sin embargo el extremo 3'no codan
te de 823 presentó 14 pb adicionales 5'adyacentes a la cola de
poli A. Esto indicó que el ARNm823, se poliadeniló 14 b río
abajo que el correspondiente a JL5.

El alineamiento de las regiones 3'no codantes de ambas se
cuencias permitió detectar dos sustituciones nucleotídicas.

Comparación de las secuencias 3'no codantes de los ADNcJL5 y 823

JL5

823

JL5

823

nes en 823 y JL5 resultaron idénticas;
minal aportada
equivalentes de las
3).

TAA AGACAAATGC TTATTTTATT TTATTTTTGA TTTTGTTTCT GTGTTGTCCA

3k

TAA AGACAAATGC TTATTTTATT TTATTTTTGA TTTTGTTTGT GTGCTGTCCA

TGAAGAGGCG CT(A)n

TGAAGAGGCG CTAGAGTCCTGTGAAT(A)n

Las secuencias nucleotídicas de las regiones codantes comu
la región más aminoter

por 823 presentó homología con las regiones
proteinas P1 y P2 eucarióticas (Int., Cap

Sin embargo, no era completa: no se encontró la metionina
N-terminal.
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III.2.2. CLONADODEL ARNm P-JL5 DE TAMAÑOCOMPLETO.

III.2.2.1. Rastreo de un fago conteniendo la secuencia amino
terminal de P-JL5.

Para conocer 1a secuencia completa de la proteina P-JL5, se
rastreó la biblioteca de ADNcde epimastigotes (Tul 2). Se uti
lizó como sonda radioactiva un fragmento Eco Rl-Hind III co
rrespondiente a la región más 5'del ADNC823 (sonda 5'P-JL5),
para descartar el aislamiento de fagos conteniendo solo porcio
nes carboxiterminales de P-JLS (ver esquemaa continuación).

Uno de los fagos aislados (N-823, 330 pb) permitió comple
tar la secuencia de la región N-terminal de la proteina riboso
mal P-JLS: el ADNcpresentó en su extremo 5'las 17 pb de la
porción 3'del miniexón (Milhausen y col, 1984), seguida de una
secuencia de 12 pb hasta el primer codón ATG.

Así, la secuencia nucleotídica del ARNmP-JL5 de tamaño
completo fue construida por superposición de las secuencias de
los ADNcN-823 y JL5, como se indica en el esquema:

TQí-‘s

434.- t 415
JLS í ! (¿finl

43 HindI I I X
S ! l 5 = sm}

l . ¡_, ., . r. J l l.. sonas .2: f-—Jl_:n

N-SÉE-l l I l
i ' i ¿es

Se indican las posiciones de los extremos de los tres ADNc
clonados, tomando como 1, el extremo 5' del ANDcN-SZS. Se in
dica en negrita el segmento EcoRl-Hind III, utilizado como
sonda 5'(Hind III) P-JL5 radioactiva.
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La secuencia aminoacídica completa de P-JL5 consta de 107
residuos (PM= 10,510), en concordancia con el PMestimado en
Néstern blots de ribosomas de T.cruzi con anticuerpos anti-JL5
(14-15 kDa; Int, I.4.3). Asimismo, el tamaño del ARNmPJLS, de
ducido por superposición de secuencias N-SZBy JL5, coincide
con el de la banda de aprox. 600 b revelada por Northern blot
(Figura R-4; Levin y col., 1989).

La secuencia nucleotidica completa del ARNmP-JL5 de
T.cruzi (Tul 2) y la secuencia aminoacidica deducida se mues
tran en la Figura R-6.



Resultados

10 20 30 40 50
* * * * *

GIIIQIGIAQIAIAIIG TTG TCT TGT CAG ATG AAG TAC CTT GCC GCT TAC GCT CTT GTT
m i n i e x ó n M K Y L A A Y A L V

5' N-523 L 5'523

60 70 80 90 100 110
* ** * * *

GGC CTC TCA GGA GGG ACC CCC TCA AAG TCT GCA GTT GAG GCC GTA TTG AAG GCT GCC
G L S G G T P S K S A V E A V L K A A

120 130 140 150 160 170
* ** >l< >|< *

GGC GTT CCT GTC GAT CCT TCT CGC GTG GAT GCA CTT TTT GCC GAG TTT GCA GGC AAG
G V P V D P S R V D A L F A E F A G K

180 190 200 210 220
* * * >I< *

GAC TTT GAT ACG GTA TGC ACT GAA GGC AAA TCG AAG CTT GTA GGA GGG GTT ACA CGT
D F D T V C T E G K S K L V G G V T R

230 240 250 260 270 280
* ik * * ik 2k

CCC AAT GCT GCC ACC GCT TCT GCA CCC ACT GCC GCT GCC GCC GCC TCT AGT GGT GCC

P N A A T LA S A P T A A A A A S S G A5'JL5

290 300 310 320 330 340
“k 1K ik

GCC GCG CCT GCT GCA GCT GCG GAA GAG GAG GAG GAC GAT GAC ATG GGA TTT GGT CTT
A A P A A A A E E E E D D D M G F G L

3'N-SQ3 J

350 360 370 380 390
>I< >k * * *

TTT GAC TAA AGA CAA ATG CTT ATT TTA TTT TAT TTT TGA TTT TGT TTC TGT GTT GTC
F D 

400 410 420 430
x * * *
CAT GAA GAG GCG CTA AAA AAA AAA AAA AAA AAA

3'JL5 J

Figura R-6

Secuencia nucleotídica y aminoacidica deducida del transcripta P-JLS. La
secuencia del ARNmP-JL5 fue depositada en el banco de datos EMBLcon
el n°de acceso: X 52323 / P-JL5, 1990. Se indican las posiciones de
los extremos de los fragmentos superpuestos N-SZS, 823 y JL5.



Resultados
nucleotidicas de las

2) y 823 (RA),
tres de ellos

La comparación de las secuencias
regiones comunes en N-823 (Tul evidenció la e
xistencia de diez cambios nucleotidiccs, dando
lugar a sustituciones aminoacidicas: dos cambios de Thr por Ala
(residuos 55 y 66) y uno de Ser por Gly (residuo 84) en 523 y
N-SZS, respectivamente:

P-JL5 (N-SZS) MKYLAAYALVGLSGGTPSKS AVEAVLKAAG VPVDPSRVDA LFAEFAGKDF

823

P-JL5

823
JL5

AYALV GLSGGTPSKS AVEAVLKAAG VPVDPSRVDA LFAEFAGKDF

DTVCAEGKSK LVGGVARPNA ATASAPTAAA AASGGAAAPA AAAEEEEDDD MGFGLFD

ATASAPTAAA AASSGAAAPA AAAEEEEDDD MGFGLFD

ATASAPTAAA AASSGAAAPA AAAEEEEDDD MGFGLFD

DTVCTEGKSK LVGGVTRPNA

ADNc823 y N-823 provienen de dos
variación en las secuencias

A pesar de que los cepas
diferentes de T.cruzi, la sugirió
que podria existir más de un gen que exprese P-JL5. Asimismo,

se
bi

el cambio de Gly por Ser ocurría también con respecto a la
cuencia del fago JL5 original, que fue aislado de la misma
blioteca que N-823.

inAnálisis de Southern blot genómico de T.cru31 (Tul Z)
dicó la existencia de al menos 4 loci para P-JL5 (ver este Cap;
II.2.3.1,
tricción indicaba que la proteína ribosomal P-JL5 estaría codi

Figura R-8). El perfil genómico de fragmentos de res

ficada por una familia multigénica; entonces se decidió inves
tigar la existencia de transcriptos distintos en una mismacepa
y estadío parasitario.

107



Resultados

Para analizar esta hipótesis se construyó una nueva biblio
teca de ADNc de epimastigotes de T.crusi (Tul 2), enriquecida
en moléculas de ARNmP-JL5.

III.2.3. Clonadode la familia de transcriptos P-JL5:

III.2 3.1. Construcción de una biblioteca de ADNcenriquecida.

La construcción de la biblioteca se basó en el uso de un
oligonucleótido complementario a la secuencia codante del octa
péptido carboxiterminal DMGFGLFDde P-JLS, como cebador espe
cífico para la reacción de transcripción reversa, a partir de
ARNpoli A+ del parásito (M&M,II.2.4.1; Figura M&M-1). Los
ADNcsintetizados fueron clonados en el vector Agtll (M&M;
II.2.4.1.4). Del rastreo de 10000 fagos (90%recombinantes) con
una sonda radioactiva N-SZS, se seleccionaron unos 50 clones
positivos, de los cuales 15 fueron purificados tras tres rondas
de rastreo y amplificados a un titulo de 1010-1011 ufp/ml (M&M,
II.2.6.1.1; II.2.8.5.3).

Con el objetivo de subclonar y secuenciar aquellos ADNcque
presentan secuencias codantes completas de P-JL5, se selec
cionaron siete fagos que presentaron insertos de al menos 35D
pb (Tabla R-T2). El tamaño de los insertos se determinó por am
plificación por PCR a partir de los fagos amplificados (M&M,
II.2.10.2) y/o por F111 in de ADNdigerido con Eco R1 (M&M,
II.2.10.1).

108



Resultados

Fagos Tamañode insertos
(PCR) (Eco R1)

PA 250 ND
PB 250 ND
PC 220 ND
PE 400 350

#PF 1000 350 + 600
PJ 280 ND
PM 300 ND

*PO 650 350 + 250
PQ 220 ND
PR 320 ND
P123 400 350
P12 400 350
3D 280 ND

*5D 1000 420 + 570
9D 400 350

TABLA RT-2

* En algunos casos (PF, P0 y 5d) se observó divergencia entre el
tamaño del producto de amplificación por PCRy el de los in
sertos liberados con Eco R1 por digestión del ADNdel fago.

III.2.3.2. Subclonado y secuenciación de los ADNcP-JL5:

Los insertos de los 7 fagos seleccionados, fueron subclona
dos en el vector M13mp18. Los ADNccuyos tamaños determinados
por PCRy por corte con Eco R1 coincidían, fueron subclonados
a partir del inserto amplificado por PCR.Aquellos con longi
tud divergente (Tabla R-TZ) fueron subclonados por purifica
ción de los fragmentos Eco R1 de un gel de agarosa y subclona
do independiente de cada fragmento (M&M,II.2.11.2). Los sub
clones obtenidos fueron procesados para su secuenciación (M&M.
11.2.12).
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III.2.3.3. Identificación de transcriptos que codifican para

isoformas de 1a proteína P-JL5.

La secuenciación de los 7 ADNcP-JL5 permitió clasificarlos
en 4 subgrupos de acuerdo a sustituciones nucleotidicas carac
teristicas:

Subgrupos Clones de ADNc

P-JL5 A : 5d

P-JL5 B : 9d, PO

P-JL5 C : P127, PF

P-JL5 D : PE

Las secuencias nucleotidicas de los ADNcde los cuatro sub
grupos P-JL5 se muestran en la Figura R7-A. Se encontraron
sustituciones en 14 posiciones de la región codante.

En el extremo 5'las 7 moléculas de ADNc seleccionadas
presentaron porciones del miniexón de longitud variable (4 a 22
pb). Los ADNccorrespondientes a los subgrupos P-JL5 B, C y D
presentaron una región 5’no codante de 12 pb, como en el caso
del ADNcN-SZB (ver Fig R-6). En cambio, el ADNcP-JLS A, pre
sentó una región 5' no codante de 62 pb (ver Eig R7-A)
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Resultados

AIAQAGIIIQÏGIACIAÏAITQATAATTTCAGGATCCGGCCAGCTGCCCGGAG

AGIIIQIGIAQIAIAIIQ
-AIIQ

GATTATTCTGCTTTATAAGTTGTCTTGTCAG AIGAAGTACCT

GCCTCTCAGG
GCCTCTCAGG
GCITATCIGG
GCCTCTCAGG

TTCCTGTCGA
TTCCTGTCGA
TTCCTGTIGA
TTCCTGTCGA

ATACGGTATG
ATACGGTATG
ATACGGTATG
ATACGGTATG

CCACCGCTTC
CCACCGCTTC
CCACCGCTTC
CCACCGCTTC

CAGCTGCGGA
CAGCTGCGGA
CAGCTGCGGA
QAGQIQCGGA
PvuII

GGGGACCCCC
AGGGACCCCC
GGGGACCCCC
AGGGACCCCC

TCCTTCTCGC
TCCTTCTCGC
TCCTTCTCGC
TCCTTCTCGC

CACTGAAGGC
CACTGAAGGC
CGCTGAAGGC
CACTGAAGGC

TGCACCCACT
TGCACCCACT
TGCACCCACT
TGCACCCACT

AGAGGAGGAG
AGAGGAGGAG
AGAGGAGGAG
AGAGGAGGAG

TCAAAGTCTG
TCAAAGTCTG
TCGAAGTCTG
TCAAAGTQIG

TTGTCTTGTCAG AIQAAGTACCT
TTGTCTTGTCAG AÏQAAGTACCT
TTGTCTTGTCAG AIQAAGTACCT

CAGTTGAGGC
CAGTTGAGGC
CQGTTGAGGC
QAQTTGAGGCPstl

GTGGATGCAC
GTGGATGCAC
GTGGATGCAC
GTGGATGCAC

AAATCGAAGC
AAATCGAAGC
AAATCGAAGC
AAATCGAAQQ

TTTTTGCCGA
TTTTTGCCGA
TTTTTGCCGA
TTTTTGCCGA

TTGTAGGAGG
TTGTAGGAGG
TTGTAGGAGG
ÏIGTAGGAGG

HindIII
GCCGCTGCCG
GCCGCTGCCG
GCCGCTGCCG
GCCGCTGCCG

GACGATGACA
GACGATGACA
GACGATGACA
GACGATGAQA

CCGCCTCTAG
CCGCCTCTAG
CCGCCTCTGG
CCGCCTCTAG

TGGGATTTGG
TGGGATTTGG
TGGGATTTGG

TGCCGCTTAT
TGCCGCTTAC
TGCCGCTTAC
TGCCGCTTAC

CGTATTGAAG
CGTATTGAAG
CGTATTGAAG
CGTATTGAAG

GTTTGCAGGC
GTTTGCAGGC
GTTTGCAGGC
GTTTICAGGC

GGCTACACGT
GGTTACACGT
GGTTGCACGT
GGTTACACGT

TGGTGCCGCC
TGGTGCCGCC
TGGTGCCGCC
TGGTGCCGCC

TCTTTTTGAC
TCTTTTTGAC
TCTTTTTGAC

IQGQAIIIQG
región del oligonucleótido

GCTCTTGTTG
GCTCTTGTTG
GCTCTTGTTG
GCTCTTGTTG

GCTGCCGGCG
GCTGCCGGCG
GCTGCCGGCG
GCTGCCGGCG

AAGGACQITG
AAGGACTTTG
AAGGACTTTG
AAGGACITTG

CCCAATGCTG
CCCAATGCTG
CCCAATGCTG
CCCAATGCTG

GCGCCTGCTG
GCGCCTGCTG
GCGCCTGCTG
GCGCCTGQIQPstl

Figura R7-A

P-JL5.
cuatro

secuencias nucleotídicas de transcriptos
de 6 ADNcfueron agrupadas en

tipos de transcriptos P-JL5, según las sustituciones de bases mar
cadas en negrita. Se indican: en el extremo 5'las secuencias par
ciales del miniexón (los puntos indican variabilidad en la longitud
del miniexón en los ADNc de un mismo tipo); en el extremo 3'la
secuencia complementariaa la del oligonucleótido utilizado para la
síntesis del ADNc(M&M,II.2.4.1). Se subrayan el codón de in
iciación y los sitios de restricción Hind III, Pst 1, y Pvu II.

Alineamiento de las
Las secuencias nucleotídicas



Resultados
El alineamiento de las secuencias aminoacídicas deducidas de los

ADNc, R7-B),
distinguibles por mutaciones varia

permitió identificar 4 isoformas de P-JL5 (Figura
puntuales. Se encontraron

ciones en 6 codones:

(P-JL5-D)
(P-JL5-A)
(P-JL5-C)
(P-JL5-A)
(P-JLS-C)
(P-JL5-C)

Ala
Phe
Thr
Val
Thr
Ser

(P-JL5
(P-JL5
(P-JL5
(P-JL5
(P-JLS
(P-JL5

A-B-C)
B-C-D)
A-B-D)
B-C-D)
A-B-D)
A-B-D).

Ser por
Leu
Ala
Ala
Ala
Gly

por
por
por
por
por

1

UOCUCD

UOUJD>

MKYLAAYALV

MKYLAAYALV

MKYLAAYALV

MKYLAAYALV

51

DTVCTEGKSK

DTVCTEGKSK

DTVCAEGKSK

DTVCTEGKSK

GLSGGTPSKS

GLSGGTPSKS

GLSGGTPSKS

GLSGGTPSKS

LVGGATRPNA

LVGGVTRPNA

LVGGVARPNA

LVGGVTRPNA

AVEAVLKAAG

AVEAVLKAAG

AVEAVLKAAG

AVEAVLKAAG

ATASAPTAAA

ATASAPTAAA

ATASAPTAAA

ATASAPTAAA

VPVDPSRVDA

VPVDPSRVDA

VPVDPSRVDA

VPVDPSRVDA

AASSGAAAPA

AASSGAAAPA

AASGGAAAPA

AASSGAAAPA

LFAEFAGKDL

LFAEFAGKDF

LFAEFAGKDF

LFAEFSGKDF

AAAEEEEDDD MGFGLFD

AAAEEEEDDD MGFGLFD

AAAEEEEDDD MGFGLFD

AAAEEEEDDD MGFGLFD

Figura R7-B

Traducción de
cambios

Alineamiento de las secuencias aminoacídicas P-JL5.
las secuencias de la Figura R7-A. Se subrayan los
aminoacídicos entre las isoformas P-JL5.



Resultados
III.2.4. ORGANIZACIONGENOMICADE P-JLS.

III.2.4.1. Caracterización genómicade P-JL5.

El inserto JL5 fue utilizado comosonda radioactiva para
identificar fragmentos genómicos homólogos por Southern Blot
(M&M,II.2.6.3). El ADNde epimastigotes (Tul 2) digerido con
Bam H1, Eco R1, Hind III y Kpn 1, originó 4 fragmentos genómi
cos hibridizantes diferentes (Figura R8-A)

Bam H1: 1 kb; 2,2 kb; 4,5 kb; 8,9 kb.
Eco R1: 1 kb; 5,6 kb; 7,5 kb; 11 kb.
Hind III: 1,3 kb; 1,5 kb; 1,8 kb; 6,4 kb.
Kpn 1: 5,5 kb, 6 kb, 8,8 kb y 10 kb

Teniendo en cuenta que el inserto JL5 no presenta sitios de
corte para ninguna de estas enzimas, se asumió que la proteina
ribosomal P-JL5 estaría codificada por al menos 4 genes ubica
dos en entornos genómicosdistintos. De estos cuatro sitios de
restricción analizados, solo el sitio Hind III se halla en to
dos los ADNcP-JL5 (ver Figura R 7-A). Por lo tanto, los frag
mentos Hind III revelados con la sonda JL5, corresponden a las
porciones 3' de los genes P-JL5. Teniendo en cuenta la existen
cia en T.cruzi de familias de genes organizados en tandem, se
analizó este tipo de organización para el sistema P-JL5, por
digestiones parciales con Hind III. Estas no revelaron el per
fil en escalera esperado para casos de copias en tandem.

Southern blots de ADNdigerido con BamH1 y Eco R1, hibri
dizados con sonda N—823reveló el mismo perfil de fragmentos
que el obtenido con la sonda JL5, indicando que los fragmentos
genómicos EcoRl y Bam H1 deberían contener las regiones
codantes completas de las copias genómicas P-JL5 (Fig R8-B).

Una sonda 5'P-JL5 (ver Fig R8-C), permitió identificar:
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Resultados

4 fragmentos genómicos Hind III: de 8 kb, 12kB, >12 kb no re
velados por la sonda JL5, más uno de 6,4 kb, tamaño semejante
a uno de los fragmentos HindIII detectados por JL5 (ver Figura
RB-A). Los 3 fragmentos Hind III de mayor PMcorresponden a
las porciones 5' adyacentes al sitio Hind III interno de los
genes P-JL5. Este también podría ser el caso del fragmento de
6,4 kb, pero no puede descartarse de que se trate de un único
fragmento Hind III de 6,4 kb, polimórfico para el sitio
HindIII interno de la región codante P-JL5.
un solo fragmento Eco R1 + HindIII de 400 pb, sugiriendo que
las 200 pb 5'adyacentes al codón de iniciación eran similares
en las distintas copias P-JL5 (Figura R8-C y esquema).

JL5*
E ATG H ===x (E) (H) (H)

l i _ _ _ _ _ L L
(H)

ADN genómico g L
*__——

5'PUL5*

Se indican en negrita las extensiones de las sondas 5'P-JL5 y JL5
(ver esquema en Res., 11.2.1) E: Eco R1; ATG: codón de inicia
ción P-JL5; H:Hind III; Pv:Pvu II; Ps: Pstl. Las líneas dis
continuas y los sitios de corte entre paréntesis simbolizan
fragmentos genómicos ubicados en loci distintos, deducidos de
las experiencias de Southern Blot.
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Figura R-B
Southern blot de ADNgenómioo de epimastigotes de la cepa Tul 2 de

T.cruzi. El ADNgenómico fue digerido con las Enzimas de Restric
ción indicadas en la Figura: B: Bam H1, E: Eco R1, H: Hind III, K:
Kpn I; E + H: Eco R1 + Hind III (M&M,11.1.4).
A) Sonda JL5 ; izquierda: gel de agarosa 1% con 8 pg de ADNpor ca
rril; derecha: gel de agarosa 0,8% con 3 pg de ADNpor carril
B) Sonda N-SZB; gel de agarosa 1% con 8 pg de ADNpor carril.
C) Sonda 5'P-JL5; gel de agarosa 1%con 3 pg de ADNpor carril. Las
flechas indican las bandas HindIII y la banda EcoRl-Hind III de 0,4
kb. La transferencia de los geles se realizó a filtros Hybond N
según M&M,II.2.6.3. Las sondas fueron preparadas por raüdom prim
ing (M&M,II.2.7) y las hibridizaciones fueron realizadas a alta
rigurosidad según (M&M,II.2.6.5).
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Resultados
Para analizar las regiones 3'flanqueantes de los genes P

JL5, el ADNgenómico se digirió con Pstl, con Pvu II, con Pstl
+ PvuII, Pstl + Eco R1 y Pstl + HindIII. Comosonda radioactiva
3' PJL5, se usó un fragmento 3' Pstl-EcoRl obtenido por corte
del ADNc823 con Pstl (Fig R-9).

El perfil de hibridización de ADNdigerido con Pvu II mos
tró una banda intensa de 300 pb y una débil de 700 pb (Fig R9
A). El perfil Pstl mostró tres bandas (750 pb, 900 pb y 1100
pb) (Fig R9-B, carril 1). Dado que el número de fragmentos
genómicos Pst1(3) y PvuII(2) fue menor al número de loci P-JL5
detectados (4), se infirió que:

tres de los cuatro loci compartirian secuencias similares en
la región definida por el sitio PvuII, a aprox. 240 pb 3' del
codón TAA( ver esquema ) mientras el cuarto presentaría poli
morfismopara este sitio.
dos de los cuatro loci presentarian secuencias similares de

750 pb, 900 pb o 1100 pb, definidas por alguno de los sitios
Pstl en común.

El perfil de hibridización de las digestiones dobles (Fig
R9wB)sugirió que:

los fragmentos Pstl presentan fragmentos internos PvuII-PvuII
de 300 pb (carril 2) correspondientes al detectado por corte
simple(Fig R9-A) No se observó el fragmento PvuII de 700 pb.
el fragmento Pstl de 1100 pb posee un sitio Eco R1 (carril 3).
los fragmentos genómicos 3'HindIII contienen los fragmentos
Pstl (carril 4).

HindIII Pstl
l l (A)n

L sonda 3'P-JL5 J
(0 [‘J (JJ

Se indica en negrita el fragmento Pstl 3’del ADNc523 utilizado
como sonda 3'JL5 (140 pb).



Resultados

kb

-07
«a -03

m igura R-9

Southern blot de digestiones de ADNgenómico de epimastigotes de
la cepa Tul 2 de T.erusi hibridizado con senda S'JLB marcada
por random priming.

A)Gel 1%de agarosa con 5 pg de ADNpor carril digerido con: 1)
Pstl, 2) Pstl + Pvu II, 3) Pst 1 + EcoRl, 4) Pstl + Hind III.

B)Gel 1%de agarosa con 8 ug de ADNdigerido con PvuII. Las Enzi
mas de Restricción indicadas en la Figura: B: BamH1, E: Eco
R1, H: Hind III, K: Kpn l; E + H: Eco El + Hind III (M&P,II.1.4).

Las condiciones experimentales fueron similares a las indicadas
en la Figura R-8. Marcadores de PM: de izq a der: pBRBZZ/Mspl
- Phi X174/Hae III —XHindIII.
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Resultados
III.2 5. CLONADODE GENES P-JL5

Se decidió construir bibliotecas enriquecidas en los frag
mentos genómicos Eco R1 de 1 kb y 5,6 kb, conteniendo secuen
cias codantes completas, y en los fragmentos genómicos HindIII
de 1,3 kb, 1,5 kb, 1,8 kb y 6,4 kb, conteniendo las regiones
3'de los diferentes genes P-JL5 (M&M.II.2.4.2).

III 11.5.1. Bibliotecas enriquecidas en fragmentos Eco R1.

Fragmentos genómicos Eco R1 de 1 y 5,6 kb fueron clonados
en el vector th10 comose indica en M&M,II.24.2.2.1.

Se plaquearon 50000 fagos independientes (75 y 50 % de re
combinantes en las biblioteca de 1 y 5,6 kb, respectivamente),
se transfirió a filtros de nitrocelulosa (filtro original y ré
plica) y se hibridizó en condiciones de alta rigurosidad con
una sonda N-823 radioactiva ( M&M,II.2.6.1.1). Se obtuvieron
clones positivos solo de la biblioteca EcoRl 1 kb (3 fagos in
dependientes). Estos fueron amplificados y se preparó ADN de
dos de los mismos para obtener los insertos genómicos de 1 kb.
Se subclonarcn en el vector M13mp18/EccR1 BAPy se secuencia
ron. La secuencia de ambos fragmentos EcoRl secuenciados fue
idéntica (Figura R-10).

Para poder secuenciar 1 kb se utilizaron 2 oligonucleótidos
sintéticos que se indican en la Figura R-10.
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Resultados

GAAIÏQTATATATTGAATGAGAATAAAAGATTGAGGCAATTAACTAAAGAACCTTTIIIQCTAACTTG
Eco R1
TTTGGIIIQCATAGATAATTTCAGGAICCGGCCAGCTGCCCGGAGGATTATTCTGCTTTATAAGTTG

Bam 1
l

TCTTGTCAG ATG AAG TAC CTT GCC GCT TAT GCT CTT GTT GGC CTC TCA GGG
Y L A A Y A L V G L S G

GGG ACC CCC TCA AAG TCT GCA SII GAG GQQ QÏA IIS AAG ESI GCC GGC
G T P S K S A V E A V L K A A G

GTT CCT GTC GAT CCT TCT CGC GTG GAT GCA CTT TTT GCC GAG TTT GCA
V P V D P S R V D A L F A E F A

GGC AAG GAC CTT GAT ACG GTA TGC ACT GAA GGC AAA TCG AAG CTT GTA
G K D L D T V C T E G K S K L V

GGA GGG GCT ACA CGT CCC AAT GCT GCC ACC GCT TCT GCA CCC ACT GCC
G G A T R P N A A T A S A P T A

GCT GCC GCC GCC TCT AGT GGT GCC GCC GCG CCT GCT GCA.GCT GCG GAA
A A A A S S G A A A P A A A

GAG GAG GAG GAC GAT GAG AIG GGA III SGI QII III GAG TAA AGACAAAT
E E E D D D M G F G L F D x

GCTTATTTTATTTTATTTTTGATTTTGTTTCTCTGTTTTCCATGAAGAGGCGCCGGAGTCCTGTGAA
TAAAATGCGAGAGAGTAAATAAAAGTAGGATCAGTAACTGCTGCACTCAAACGCATGGCAAAAAAGG
GTACGCCATTGGGTTGGCCTTTTTTTTAGGAGCTTGTGAAAAGAATGATCACGGGAGAGCTGGCTAA
CTTAATTAATGTATGTGTATATCCTGATAAATGAATGCATTCTTTATGATACTTTCTACCGTATGAA
TCTTTTGGGAAGAACGCGACTTTGTAGGGGCGGGAACCGATAGAGGCCGGATAATATTTTTAATTTT
ATTTTGCCATCCCACCCACCCCCTTGATTCCCACCACGCGGCGGGGTCTTGTGGTTGGAGGACCCCA
AAGTCTGCCACTTCGTAAGTAATAATATTTCAAATCCTAACTGAGGACAAAGGACCATGCTAATGGT
CCACAGAAIÏQ

Figura R-10

Secuencia nucleotídica del fragmento Eco R1 1 kb, conteniendo la
secuencia codante completa del gen P-JL5-A de T.cruzi. Esta se
cuencia fue archivada en el banco de datos EMBLcon el n°de ac
ceso: X57841\ T.cru51 P-JL5 A gene (1991). Se subrayan las regio
nes de los oligonucleótidos internos utilizados para la secuen
ciación y los sitios Eco R1 y BamH1. Se indican en negrita seña
les consenso de trans-splicing (Int, Cap 2).
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Resultados
III.2.5.1.1. Descripción de la secuencia del fragmento EcoRl lkb.

Las secuencias nucleotídica y aminoacidica deducida del gen
P-JL5, contenido en el fragmento Eco R1 de lkb, resultó idénti
ca a la del ADNcP-JL5 A (Figura R7). Se lo denominó entonces
gen P-JL5 A.

La región 5'no codante del gen P-JL5 A se extendió 146 pb
rio arriba del codón de iniciación ATGy la secuencia 3'flan
queante se extendió 489 pb río abajo del codón de terminación
TAA.

III.2.5.2. Bibliotecas enriquecidas en fragmentos Hind III:

Fragmentos genómicos Hind III de 1,2 a 2 kb y de 5-7 kb
fueron purificados de un gel de agarosa (M&M,II.2.4.2) y li
gados al vector pBlueScribe SK+—HindIII (M&M,II.2.(4)2.2.2).
Las bibliotecas pBS-Hind III se obtuvieron por transformación
de la cepa de 5.0011 DH5a F'con las reacciones de ligación
(M&M,II.2.11.3.2).

La biblioteca pBS-HindIII enriquecida en fragmentos P-JL5
de 1,3, 1,5 y 1,8 kb contó con 60 % de recombinantes. La cons
trucción de la biblioteca enriquecida en fragmentos HindIII de
6,4 kb no resultó. Se obtuvo una cantidad insuficiente de colo
nias recombinantes (ver M&M.II.2.4.2.1).

Las bibliotecas se rastrearon con la sonda JL5 (M&M,
II.2.6.2). Apartir de las colonias positivas aisladas, se hi
cieron minipreparaciones de plásmidos, que se analizaron por
digestión con Hind III seguida de Southern blot con sonda JL5
(Fig R11-A). Las colonias fueron clasificadas como H13, HI5 y
H18. Los insertos Hind III purificados (M&M,II.2.3.5.2) hibri
dizaron con una sonda 3'PJL5 y no hibridizaron con una sonda
5'P-JL5, en concordancia con los perfiles Hind III de los
Southern genómicos (Res, III.2.4.1.) (Fig Rll-B).
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Resultados

Figura R-ll

A)Gel de agarosa y Southern blot de ADNde plásmidos obtenidos de
las colonias recombinantes H13, HI5 y H18 y digeridos con Hind
III. Se hibridizó con sonda JL5 marcada por random priming.

B)Gel de agarosa y Southezwblots de los insertos HIII purifica
dos, a partir de digestiones de los plásmidos reoombinantes
H13, HI5 y H18. El mismo filtro (Hybond N) fue hibridizado con
una sonda 5'P-JL5 (Res, II.2.1.), y relavado para una nueva
hibridización con una sonda 3'P-JL5 (Fig R-9).



III

H18

H15

H1

Eso

Resultados
.2.5.3. Mapade restricción de los plásmidos pBS-HindIII:

H13, H15 y H18.

Los plásmidos H13, HI5 y H18 fueron mapeados con enzimas de
restricción. Se realizaron digestiones simples con Bam H1(B),
EcoR1(E), Pvu II(Pv), Pst1(P), Sal 1, Kpn 1 y Sac 1; y dobles
por agregado de HindIII a alícuotas de cada una de las diges
tiones simples (M&M,II.2.10.3). Los mapas se indican en el
esquema de La Figura R-12.

0,7 kb
EV }v

ll ll; l l
M» ¡ké 1B #1

l-————————1,1 kb———————J

300pb
EV 12v

Il l l l
¿115 ' ïx

L————0,8 kb-————J

Opr1
1'55 tv

3 ¿2: + ' si
L————0,8 kb-————J

ala: [ — ] = 50 pb

No se encontraron sitios Kpn 1, Sal 1 ni Sac 1 en ninguno
de los plásmidos. El inserto genómico H18presentó un sitio
Pstl de 1,1 kb; coincidente con el tamaño un fragmento Pstl
revelado por Southern blots genómicos (Fig. R-9). Asimismo,
presentó un sitio Eco R1 y un sitio BamH1, a aproximadamente
600 pb río abajo del sitio Hind III interno P-JL5. Dado que la
secuencia del fragmento EcoRl de lkb reveló la presencia de un
sitio BamHlen el extremo 5'no codante de P-JL5 (ver Figura R
10) se infirió que la porción del gen P-Jl5 del fragmento HIS,
estaria contenida en los fragmentos BamHlde lkb y EcoRl de 1
kb, detectados en los Southern genómicos (Fig R8-A-B).
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Los insertos H13
800 pb, de tamaño similar al de aprox.
Southern blots genómicos (Fig R-9).
genómico Pstl de 900 pb detectado

y H15 presentaron
Resultados

de
750 pb detectado en los

Por lo tanto,

fragmentos internos Pstl

el fragmento
en los Southern genómicos

correspondería a otro gen P-JL5, probablemente al contenido en
el fragmento Hind III de 6,4 kb.

III.2.5.4.

III.2.5.4.1.

Para identificar

y H18,
secuenciado parcialmente,

Secuenciación de los fragmentos HindIII:

Secuenciación de las regiones codantes:
Identificación de las porciones C-terminales de tres
isoformas P-JL5.

las porciones carboxiterminales de las
formas P-JL5 codificadas por los fragmentos genómicos HI3, H15

el ADN doble cadena de cada plásmido recombinante fue
utilizando el primer universal —20

primer complementario al octapéptido carde M13, y el
boxiterminal de P-JL5 (Fig R-12).

HI3
H15
H18

H13
HI5
H18

HI3
Hl5
H18

Secuencias nucleotídicas obtenidas

Hd.III
AAQQII GTAGGAGG GGTTGCACGT CCCAATGCTG CCACCGCTTC
AAGQII GTAGGAGG GGTTACACGT CCCAATGCTG CCACCGCTTC
AAGQII GTAGGAGG GGQTACACGT CCCAATGCTG CCACCGCTTC

TGCACCCACT
TGCACCCACT
TGCACCCACT

CAGCTGCGGA
CAGCTGCGGA
CAGCTGCGGA

GCCGCTGCCG
GCCGCTGCCG
GCCGCTGCCG

AGAGGAGGAG
AGAGGAGGAG
AGAGGAGGAG

CCGCCTCTGG TGGTGCCGCC GCGCCTGCTG
CCGCCTCTAG TGGTGCCGCC GCGCCTGCTG
CCGCCTCTAG TGGTGCCGCC GCGCCTGCTG

Figura R-13
por el método de terminación

de cadena con dideoxinucleótidos a partir de minipreparaciones
de ADNdc de los plásmidos respectivos (M&M,II.2.(12)2).



Resultados
El análisis de las secuencias parciales H13, H15 y H18 re

veló que:

cada uno de los fragmentos genómicos codificaba el extremo
carboxiterminal de una forma P-JL5 distinta.
cada fragmento presentaba secuencias idénticas a la de a1
guno de los transcriptos clonados.
las secuencias compartidas por HIS y el fragmento genómico
EcoRl de lkb resultaron idénticas.

De esta forma pudo identificarse la región 3' de los genes
que codifican por lo menos tres de las isoformas P-JL5:

GEN P-JL5 CLON GENOMICO CLON DE ADNc

Gen P-JL5 A H18 5d

Gen P-JL5 B HI5 9d, N-SZB, P0

Gen P-JL5 C HI3 JL5, PF, P127

III.2.5.4.2. Secuenciación de los extremos 3'no codantes de los
genes P-JL5 B y C.

Los plásmidos pBS H13 y pBS HI5 fueron digeridos con Pstl.
Los insertos Pstl-Pstl (800 pb) fueron purificados por elec
troelución (II.2.3.5.1) y subclonados en un vector M13mp18/Pst1
dp. para su secuenciación (Figura R-14)
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361
421
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661
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781
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61
121
181
241
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A. Subclon H13 Pstl-Pstl (784

CTGCAGCTGC GGAAGAGGAG
AAATGCTTAT
AGTCCTGTGA
AACGCATGGC
TTAATTTTTG
TGACGCTCTC
CGCGAGAGTT
TGCCAAACAA
ATCTGTTTGC
AGCAAGAAGG
CGCTGTTTCG
ATTTGAGGAT
AGCCAACCGA
GCAG

CTGCAGCTGC
AAATGCTTAT
AGTCCTGTGA
AACGCATGGC
TTTTGCTCTT
TCTCGTCGTT
GTTCTGGACA
CAACGTCGAC
TGCCCTGCCT
AGGACTTCCT
TCGGAGTTCT
GATGTTGACC
GAGCTTCATA

TTTATTTTAT
ATAAAATGCG
AAAAAAGGGT
CTCTTATGAC
GTCGTTAGTT
CTGGACAATC
CGTCGACAAG
CCTGACTCGA
ACTTCCTTAG
GAGTTCTCAA
GTTGACCCGA
GCTTCATAAA

GAGGACGATG
TTTTGATTTT
AGAGAGTAAA
ACGCCATTGG
CCTTCAGACA
GCACTGTGCG
AAAGCCGCGC
AGGACTGCGA
AGGATATCGA
ATGGATTACC
GAGTTCTTTT
AAACTGGCTT
AAGGTACTTA

ACATGGGATT
GTTTCTGTGT
TAAAAGTAGG
GTTGGCCTTT
CGTAGAGAGA
CGGCTTGTTC
ACCAAAAGAT
ACTTTGCGAA
ACGTTTTGAG
CACGGTTCAG
TTCACTCGCG
GAAAAAAAGT
GTGGTGGATC

B. Subclon HI5 Pstl-Pstl (77

GGAAGAGGAG
TTTATTTTAT
ATAAAATGCG
AAAAAAGGGT
ATGACCCTTC
AGTTGCGCTG
ATCAAAGCCG
AAGACCACTG
CGAAGGATAT
TAGATGGATT
CAAGAGTTCT
CGAAAAGTGG
AAAAGGTACT

A) Secuencia nucleotídica
inserto H13 (P-JL5 C).

GAGGACGATG
TTTTGATTTT
AGAGAGTAAA
ACGCCATTGG
AGACACGTAG
TCGCGATTGT
CGCACCAAAA
TGAACTTTGC
CGAACGTTTT
ACCCACGGTT
TTTTTCACTT
CTTGAAAAAA
TAGTGGTGGA

ACATGGGATT
GTTTCTGTGT
TAAAAGTAGG
GTTGGCCTTT
AGACAAGTAC
TCGAGGCTTT
GATGGAAAaT
GAACGTTACT
GAGGCTTTGG
CAGCAGATGT
GCGCACAAGC
AGTGAGGAAG
TCAATAGATC

Figura R-14
del fragmento Pstl de

B) Secuencia nucleotídica del fragmento Pstl de

Se
inserto H15
indican en

genes P-JL5.

(P-JL5 B).
negrita las regiones codantes

pb)

TGGTCTTTTT
TGTCCATGAA
AACAGTAACT
TTTTTTCTTT
CAAGTACGAT
GAGCTTTTGT
GGAAAATCAG
CGTTACTGCC
GCTTTGGGAT
TAGATGTCTA
CACAAGCCTA
GAGGAAGGTG
TCAATAGATC

pb)

TGGTCTTTTT
TGTCCATGAA
AACAGTAACT
TTTTTTTTCC
GATGACAAGT
TGTTTGGAAG
CAGTTTGCGC
GCCATCGGGT
GATATAAGGA
CTAGGTGCGA
CTAGTAAGGT
GTGGTGATGG

Resultados

GACIAAAGAC
GAGGCGCTGG
GCTGCACTCA
TTTTTCCCTT
ACAAGCCAGC
TTGGAAGGAC
TTTGCGCGGT
ATCGAGTTTC
ATAAGGAGGT
GGTGCGAGAA
GTAAGGTGGC
GTGATGGTGA
ACGCCATCCT

GACÏAAAGAC
GAGGCGCTAG
GCTGCACTCA
CCCTTTCAAG
CAGCTGACGC
GACCGCGAGA
GGTTGCCAA
TTCATCTGTT
GGTAGCACGA
GAACGCTGTT
GGCATTTGAA
TGAGCCAACC

ACGCCATCQI_GQAQ

784 pb contenido en el

774 pb contenido en el

C-terminales de ambos
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Resultados
III.2.5.4.3. Comparaciónde las secuencias 3'f1anqueantes de los

genes P-JL5 A, P-JL5 B y P-JL5 C.

P-JL5
P-JL5

Sin embar

Las regiones 3'flanqueantes de las copias genómicas
A, B, y C fueron alineadas (Figura R-15). Las secuencias
B y P-JL5 C pudieron alinearse en toda su extensión.
go, la secuencia del gen P-JL5 A diverge de las otras dos inme
diatamente después de un motivo de poli T,

R-15).
las secuencias P-JL5 B y P-JL5 C po

a partir de la posi
ción 170 (ver Figura Másallá del punto de divergencia
con la secuencia P-JLS A,

la posición 242 (ver Figura R-15)seen un sitio Pvu II en au
sente en P-JL5 A. Este corresponde a la región 3'de1 fragmento
PvuII-PvuII de 300 pb detectado en los Southern blots genómicos
(Fig R-9).
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Figura R-15

flanqueantes de los genes P-JL5 A, P
a la primera base río abajo

Alineamiento de las secuencias 3'
JL5 B y P-JL5 C. Se considera posición 1,
del codón de terminación TAA.



p Resultados
III.2.6. Análisis preliminar de polimorfismode restricción de 1a

família de genes P-JL5 en cepas de T.cruzi:

El inserto JL5 fue empleado como sonda radioactiva para
analizar el perfil genómicode restricción de la familia P-JLS
en las cepas de laboratorio CLe Y (cepas polares, Int., Cap
2) (Fig.R-16), de la cepa Gamma(G) de T.cruzi (Figura R-17) y
de Trypancsoma equiperdum (Figura R—18).

Figura R-16

Southern blot de ADNgenómico de epimaetigctes de las cepas Y y
CL de T.oruzi digerido con enzimas de restricción. 1) Bam H1,
2) Hind III y 3) Eco R1. Se sembraron 3 pg de ADNen un gel de
agarosa 1% (Foto derecha). Marcadores de PMX\Hind III +
pBRBZZ/Mspl.El filtro fue hibridizado con una sonda JL5 en
las mismas condiciones de la Figura R-B)
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Figura R—17

Southern blot genómico de la cepa Gammade T.cruzi hibridizado
con sonda JL5, a partir de un gel de agarosa 0,8 %.

Carriles 1 a 6: 3 pg de ADNgenómico de epimastigotes de T.0ruzi,
cepa Gamma,digerido con las siguientes Enzimas: 1) Pstl, 2)
Kpnl, 3) Hind III, 4) Eco R1, 5) Bgl 2, 6) Bam H1.

Carriles 8 a 10: 3 ug de ADN genómico de epimastigotes de
T.cruzj, cepa Tul 2 digerido con: 8) Pstl, 9) Kpn 1, 10) Hind
III. Las condiciones de hibridización fueron las mismas que
en la Figura R-B.



Resultados

Figura R-18

Carriles 1 a 5: Southern blot genómico de T. equiperdum, digerido
con: 1) Hind III, 2) Kpn I, 3) Pvu II, 4) Pet 1, 5) Bam H1 e
hibridizado con sonda JL5.

Carriles 6 y 7: Sauthern blot genómicode T.0rusi(Tul 2) digerido
con: 6) Kpn 1, 7) Hind III e hibridizado con la sonda JL5.
Se hibridizó a 37°C en presencia de 50%de formamida durante

la noche y se lavó a 37°C en 0.2x SSC y 0.2% SDS.
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III.2.7. Localización cromosómicade genes P-JL5 en T.crusi

(Tul 2).

Se ensayó la separación de cromosomasde T.cruzi por elec
troforesis en gradiente de campos pulsados (PFGE) (M&M,
II.2.3.2). La hibridización con una sonda JL5 reveló tres
bandas cromosómioas de PMmayor a 1000 kpb; y señal en la zona
de compresión de cromosomas.

Figura B-19

Southern Blot de cromosomas de T. crusi (Tul 2) separados por
PFGE(CHEF), hibridizado con sonda JLS. Los procedimientos de
preparación de tacos de agarosa con parásitos se prepararon
según se indica en M&M‘II.2.3.2.2. Las condiciones elec
troforéticas fueron: pulsos de 5 min, durante 72 hs, a 100 mA.
Las condiciones de hibridización fueron a 65°C en 6x SSC, Den-7
hardt's 5x, 0,5% SDS, 100 pg/ml y los lavados a 65°C en 0,2 x
SSC y 0,1 % SDS.
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111.3. PROTEINAS RIBOSOMALESTc P-G13 y Tc P-L6.

Los fagos G13 y L6 fueron aislados de una biblioteca de
tripomastigotes sanguíneos de T.cruzi (cepa RA)por rastreo inmu
nológico. Estos recombinantes antigénicos reaccionaron con anti
cuerpos anti-JLS inmunopurificados (ver Figura R-Z, Res, III.1.2.
2). Las experiencias de Dot blot con sondas radioactivas JL5, G13
y L6, indicaron que los ADNcG13 y L6 presentaban secuencias nu
cleotídicas que codificaban antígenos ribosomales P diferentes a
P-JL5: denominados P-G13 y P-L6.

III.3.1. PROTEINARIBOSOMALP-G13.

III.3.1.1. Caracterización del fago G-13.

El ADNc G13 fue subclonado en el vector M13mp18/Eco R1 y
secuenciado. La secuencia del ADNcG13 posee 229 pb; presentó un
marco de lectura abierto para 16 aminoácidos en fase con el de la
B-galactosidasa, seguidos de un región 3'no codante de 163 pb,
más un extremo de 14 adeninas (Figura R-20-A).

La secuencia de aminoácidos permitió explicar su reac
tividad con anticuerpos anti-JLS, ya que G-13 presentó el extremo
carboxiterminal característico de las proteínas ribosomales P.
Los 14 residuos C-terminales de G-13 fueron idénticos a los de P
JL5, divergiendo hacia la región N-terminal (AAen P-JL5, KE en
P-G13); las secuencias nucleotídicas correspondientes al hepta
péptido identificatorio de las proteinas ribosomales P presenta
ron sustituciones (Figura R-20-B).
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1 AG AAG GAA GAA GAG GAG GAG GAC GAT GAC ATG GGC TTT GGT CTG TTT GAC

K E E E E E D D D M G F G L F D

51 TAAGTGCAGC GGCATGCAAC GTGCCGGAGC AGAAAGGGAC TGCGTCACTG CTCTAGAACA

3k

111 AGGAAGAACA TACTGGCCGC CGTATTTGGG GTGTGCAAGA CTGGAAGGCA TCTTGCAGTT

171 CGGCAACTTT TTTTGATTCT GTTTTTTCTA TTTATGAATG AATTTAAAAA AAAAAAAAA

GCT GCG GAA GAG GAG GAG GAI GAQ GAC ATG GGA TTT GGT CTI TTT GAC

JL5 A A E E E E D D D M G F G L F D

* * * * * * * * * * * * * *

G13 K E E E E E D D D M G F G L F D

AAG GAA GAA GAG GAG GAG GAQ GAI GAC ATG GGQ TTT GGT CTG TTT GAC

Figura R-20

A: Secuencia nucleotidica y aminoacídica deducida del ADNcG13.
BzAlineamiento de los 16 residuos Carboxiterminales de P-JL5 y
P-G13. Se subrayan las bases diferentes en las secuencias.

III.3.1.2. Aislamiento y caracterización del fago MAT-1:

Con el objeto de conocer la secuencia de la región amino
terminal de P-G13, se utilizó el inserto G-13 como sonda
radioactiva para rastrear las bibliotecas de ADNcdisponibles
en el laboratorio. Se rastrearon 30000fagos de la biblioteca
de ADNcde epimastigotes Y 20000 de una fracción de la biblio
teca de tripomastigotes sanguíneos (M&M,II.2.6.1.1.).
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De estos rastreos se obtuvo un único fago positivo, MAT-1,

de la biblioteca de tripomastigotes. El inserto fue amplifi
cado por PCR, subclonado blunt en el vector M13mp10/SmaI
(11.2.11 3) y secuenciado (11.2.12).

MAT-1presentó una secuencia de 307 pb constituida por una
región codante de 36 residuos, correspondientes a la región
carboxiterminal de P-G13, y un extremo 3'no codante de 164 pb
seguido de una cola de 31 adeninas. La extensión aminoterminal
de MAT-1 permitió identificar la región bisagra de P-G13
(Figura R21-A).

Las secuencias nucleotídicas correspondientes a los 16
residuos C-terminales compartidos por G-13 y MAT-1 resultaron
idénticas. Sin embargo, las regiones 3'no codantes presentaron
algunas diferencias (Figura R21-B).

A.
1 GAATTCCTGCA GCC GCT CCT GCT GCT GCT GCT GGC GGT GCC GCC GCC CCT

A A A PA A A P A A A A G G
51 GCC GCC GCT GAC GCC AAG AAG GAA GAA GAG GAG GAG GAC GAT GAC ATG

A A A D A K K E E E E E D
1a00 GGC TTT GGT CTG TTT GAC TAA GTGCAGCGGCATGCAACGTGCCGGAGCAGAAAGGGA

G F G L F D *
160 CTGCGTCACTGCGCACTTGAACAAGGAAAAACATACTGGCCGCCGTATTTGGGGTGTGCATGAC
225 TGGAAGGCATCTTGCAGTTCGGCAACTTTTTTTTGATTCTGTTTTTTCTATTTATGAATGAATT
294 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGAATTC

B.
G13 FMA GTGCAGCGGCATGCAACGTGCCGGAGCAGAAAGGGACTGCGTCACTGCTC--TAGAACA* ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: ::::::
MATl TEA GTGCAGCGGCATGCAACGTGCCGGAGCAGAAAGGGACTGCGTCACTGCGCACTTGAACA

G13 AGGAAGAACATACTGGCCGCCGTATTTGGGGTGTGCAAGACTGGAAGGCATCTTGCAGTT

MAT1 AééAAAAAóAiAóiééóóéóóé¿AiiiééééíéiéóAiéAéiééÁÁéééÁééáéééÁéáá

G13 CGGCAACTTTTTTT-GAIIQTGTTTTTTCTATTTATGAATGAATTT(A)n

MATI óééóAAóiiiiiiiTgiiggié¿iiiiióiáíiiAiéAAiéÁÁÉÉ-(A>nln

Figura R-21

A.Secuencia nucleotídica del inserto MAT-1y traducción de la región
codante. B) Comparación de las secuencias 3'no codantes de los ADNc
G13 y MAT-1.Las identidades nucleotídicas se indican con [z]. Se
subraya el sitio de restricción Hinf 1.

134



Resultados
III-3.1.3. Caracterización del ARNmP-Gl3

Northern blots de ARNtotal de epimastigotes (Tul 2) hibri
dizados con una sonda G13radioactiva permitieron identificar
un ARNmde aproximadamente 600 b, tamaño similar a la banda ma
yoritaria de ARNmP-JL5 (Figura R-ZZ). El tamaño de la banda en
el Northern sugirió que P-G13correspondería a una proteina ri
bosomal P de bajo PM, semejante a P-JL5, y equivalente a las
proteínas P1 o P2 de otros eucariontes.

Fïgura R—22

Northern Blot de 25 pg de ARNtotal de epimastigotes de T.cruzi
(Tul 2) con sonda G-13 marcada por random priming. Se indica la
posición de migración de las especies de ARN ribosomal de
T.cruzi. Las condiciones de electroforesis, hibridización y la
vados fueron similares a las de la Fig.R-4.
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III.3.1.4 Organización genómica de P-G13:

III.3.1.4.1. Southern blots:

Southerns de ADNde epimastigotes de T.cru21 digerido con
enzimas de restricción que no cortan dentro de las secuencias G13
ni MAT-1,fueron hibridizados con la sonda MAT-1.Se obtuvieron
dos fragmentos genómicos Bam H1 (7 kb y 2,7 kb) y Eco R1 (10 kb
y 2,5 kb) (Figura R-22, carriles 1 y 3 respectivamente).

El perfil de restricción sugirió la existencia de al menos
dos copias genómicas para P-G13 ubicadas en entornos diferentes.

La digestión doble BamHl+ Eco R1 (Fig R-22, carril 2), dió
lugar a dos fragmentos, un fragmento BamHl-EcoRlde 2,2 kb y otro
BamHl-BamHlde 2,7 kb, también detectado por digestión simple con
BamHl(carril 1). Por lo tanto, el fragmento BamHl-BamHlde 2,7
kb estaría contenido en el fragmento EcoRl-EcoRl de 10 kb, ya que
el otro fragmento Eco R1 es de menor tamaño (2,5 kb; carril 3).
De esta manera, se identificaron los fragmentos BamH1 y Eco R1
correspondientes a cada locus P-G13 (individualizados con flecha
negra o blanca en Figura R-22).
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kb 12345 kb MA123ÁMb5

“.43 10

2,7 89-:..- K 2,5

0,8

0,4

Figura B-23
Caracterización genómíca de P-Gl3

A:Soutbern blot genómico de T.cruzi (Tul 2) a partir 10 pg de ADN
digerido con: 1) Bam H1, 2) Eco R1 + BamHl, 3) Eco R1, 4) Eco
R1 + Hinf 1, 5) Hinf 1, corridos en un gel de agarosa 0,9%.
Marcadores de PM = Ma: XHindIII; Mb: 1 kb Ladder. El gel fue
transferido a filtro HybondN+e hibridizado con la sonda MAT
1 empleando el Kit de hibridización rápida (M&M,II.2.6.5.2.)
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III.3.1.4.2. Construcciónde bibliotecas enriquecidas en

fragmentos genómicos P-G13:

La digestión doble Hinfl + EcoRl, y la digestión simple
Hinf 1, originaron dos fragmentos Hinfl-Hinfl de 400 pb y 800
pb (carriles 4 y 5 de Fig R-23). Teniendo en cuenta que:

el ARNmde P-G13 es similar en tamaño al de P-JL5 (Fig.R-22)
el sitio Hinfl 3'se localiza en las regiones 3’no codantes
de los ADNc G13 y MAT-1 (Fig R-Zl-B)

es esperable que el fragmento Hinfl-Hinfl de 800 pb conten
ga la secuencia codante completa de una copia P-G13, más regio
nes 5'f1anqueantes; y que el sitio Hinf 1 5'del fragmento de
400 pb se localice al inicio de la región codante de la otra
copia P-G13. Ambosfragmentos están contenidos en los fragmen
tos Eco R1.

Con el objeto de clonar un gen P-G13, se construyó una bi
blioteca enriquecida en una población de fragmentos genómicos
Eco R1 de alrededor 2,5 kb en el fago thlO (M&M,II.2.4.2). La
biblioteca lgth/P-GIS resultó con 80%de fagos recombinantes y
se rastrea actualmente.
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III.3.2 PROTEINARIBOSOHALP-L6:

III.3.2.1. Caracterización del fago L6:

El ADNc L6 fue subclonado en M13mp18\EcoR1y secuenciado
(Figura R-24-A). El inserto presentó 201 pb, un marco de lectu
ra abierto de 18 aminoácidos en fase con la B-galactosidasa y
un extremo 3'no codante de 119 pb, más una cola de 26 adeninas.

La secuencia de aminoácidos deducida presentó el motivo C
terminal de las proteínas ribosomales P, explicando su reacti
vidad con anticuerpos anti-JL5 (Figura R-2, Res, III.1.2.2). Al
alinear la secuencia de L6 con la de MAT-1,se observaron 7
sustituciones silenciosas, una en el codón de terminación, cua
tro en el dominio de residuos acídicos y dos en la región de la
bisagra. Sin embargo, en la región que codifica el heptapéptido
C-terminal P, fueron idénticas (Figura R-24-B).

L6 presentó en la región de residuos cargados dos lisinas,
conservadas en P-G13 y ausentes en P-JLS. La secuencia 3'no co
dante de L6 no pudo alinearse con las de MATlni G13, indicando
que P-L6 y P-G13 son transcriptos de genes ribosomales P dife
rentes, en concordancia con los resultados iniciales de Dot
blot (Figura R-3, Res, III.1.3).
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A.

1 CCGCG AAG AAG GAA GAG GAA GAG GAA GAC GAC GAT ATG GGC TTT GGT CTG
A K K D D D M G F G LE E E E

51 TTT GAC TAG GCGCAGAAGCC CCTTTCTTGA AGGATTTACA CACAAGTGGC ATGGTTTT
F D.*

109 GTTTTTTGTG TTTTGTTTTC TCAAATATTT ATTCACTCAA CAAAAAATGA GTATATATAT
169 AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAA

B.

MATI AC GCC AAG AAG GAA GAA GAG GAG GAG GAC GAT GAC ATG GGC TTT
A K K E E E E E D D D M G F

L6 CC GCG AAG AAG GAA GAG GAA GAG GAA GAC GAC GAT ATG GGC TTT

MATl GGT CTG TTT GAC TAA
G L F D *

L6 GGT CTG TTT GAC TAG

Figura R-24

A. Secuencia nucleotidica y aminoacídica deducida del ADNcL6.
B. Alineamiento de L6 con MAT-1.Se indican las diferencias nucleotí

dicas entre ambas secuencias.

III.3.2.2. Análisis por Northern y Southern blot de P-L6.

El Northern blot de ARNtotal de epimastigotes (cepa RA)
hibridizado con una sonda L6 radioactiva, permitió identificar
una banda de aproximadamente 700 pb, compatible con una proteína
ribosomal P de bajo PM, es decir tipo P1 o P2 (Figura R-25-A). El
Southern Blot genómico (Tul 2) identificó fragmentos únicos para
las digestiones con BamHl (7,2 kb), Eco R1 (7,2 kb) y Hind III
(6,4 kb) (Figura R-25-B).
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Figura R—25

A) Northern blot de 25 pg de ARNtotal de epimastigotes de T.
cruzi (cepa RA), hibridizado con una sonda L6 marcada por ran—
dompriming. Las condiciones experimentales fueron similares a
la de la Figura R-4.

B) Southern Blot de 10 pg de ADN genómico de epimastigotes de
T.cruzi (Tul 2) digerido con H) Hind III, E) Eco R1 y B) Bam H1
e hibridizado con sonda L6. Las condiciones experimentales
fueron similares a las de la Figura R-23.
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III.4. PROTEINARIBOSOMALTc P-JL52

III.4.1. Caracterización del fago JL52.

El aislamiento del fago JL52 fue descripto en Int., (1.4).

III.4.1.1. Caracterización inmunológica:

En Western blots de preparaciones de ribosomas de T.crusi,
anticuerpos anti-JL52 inmunopurificados (M&M,II.2.9.4) reaccio
naron predominantemente con una proteína de 38 kDa; sin embargo
sueros lúpicos anti-P positivos no reconocieron la proteína P38
(Int., I.4.3; Fig 1.8).

La reactividad del antígeno recombinante JL52 fue evaluada
contra sueros lúpicos mediante un ensayo de placas de lisis
(M&M,II.2.9.5)(Figura R-26). Los sueros LESanti-P positivos
reaccionaron con los fagos JL5 y A1, pero no lo hicieron con
JL52 (Fig. R-26; A1 codifica los 15 aminoácidos C-terminales de
P-JL5, Levin y col, 1990). Los 3 fagos reaccionaron con sueros
de individuos chagásicos crónicos.
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c 1

C2

c3
C4 h
Sl

52

S3

Figura R-26
Ensayo de placas de lisis del fago JL52 (PO) con sueros de in
dividuos chagásicos y lúpicos.
Las muestras Cl a C4 pertenecen a pacientes con cardiopatía
chagásica crónica (diluciones 1: 500). Las muestras séricas Sl
a 83 a pacientes LESanti-P positivos (diluciones Sl y 82 =
1:200; SB = 1:500). La disposición de los fagos en la tira de
nitrocelulosa se indica en el borde superior de la Figura: 7)
recombinante JL7 (Levin y col, 1989); 1) A1 (Levin y col,
1990); 5) JL5; PO) JL52; W) thll salvaje. En los ensayos
correspondientes a los sueros Sl y 82 el fago JL5 está corrido
levemente hacia la derecha.
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III.4.1.2. Caracterización genética:

Experiencias de Northern Eflot de ARNpoli A+ de epimastigo
tes (Tul 2) con una sonda radioactiva JL52 revelaron una espe
cie de aproximadamente 1100 b (Figura R-27—A),de longitud se
mejante al tamaño del ARNmdescripto para las proteinas riboso
males P0 de eucariontes (Rich & Steitz, 1987).

Experiencias de Southern blot de ADNgenómico (Tul 2) hi
bridizado con la sonda JL52 revelaron un fragmento Pstl de 600
pb y dos fragmentos Bam H1 de 6,5 kb y 12 kb (Figura R-27-B).

A B

kb kb
B Ps

12 Had.

Q5|d>cn

0.6——.

Figura R-27
A.Nortbern blot de 20 ug de ARNtotal de epimastigotes de T.cruai (Tul

2) hibridizado con 1) sonda JL5 marcada por random priming: 2) son
da JL52 marcada por random primingu Condiciones experimentales de
Figura R-4.

B.Southern blot de 10 pg de ADNgenómico de T.cruzi (Tul 2) con sonda
JL52. Condiciones experimentales de Figura R-23.
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Resultados

III.4.1.3. Secuenciación del ADNcJL52.

El producto de amplificación por PCR(400 pb) a partir del
fago lgtll recombinante, fue subclonado blunt en el vector
MlB/Smal (M&M,II.2.11.3 y secuenciado (M&M,11.2.12) (Figura
R-28-A).

La secuencia del inserto JL52 (335 pb) presentó un marco de
lectura abierto de 78 aa. en fase con el de B-galactosidasa,
seguido de un extremo 3'no codante de 101 pb, más una cola poli
A+. La traducción de JL52 permitió identificar la porción C
terminal de un polipéptido con características de proteína ri
bosomal P:

una región rica en alaninas.
una región C-terminal acídica compuesta por residuos glu
támicos y aspárticos.

Sin embargo, el heptapéptido característico de las
proteínas P de eucariontes, MG F G L F D se encontraba modi
ficado en P-JL52: _E;Q_ü_G_A_LL1;_Enel extremo N-terminal se
identificaron residuos His, Ile, Lys, Leu y Tyr, en posiciones
conservadas respecto a las porciones C-terminales de proteínas
ribosomales P0 de otros eucariontes, residuos ausentes en las
regiones equivalentes de las proteínas P de bajo PM (Int,
I.3.2) (Fig R-ZB-B).
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A.

Resultados

CAT ATG ATC ATG GAC GCG TTC AAG ACC CTT CTT GGC GCC TCC GTT GCC
SD A F K T L L G AH M I M V A

ACC GAA TAC GAG TTC GAT GAG TTT GAT GGC AAG AAC CTG CGC AAG GCC
T

GCT CTG GAG GGC AAC CTC GGT
A L E G N L G

GCC GAC ACC GGC GCT GCT GCC
A D T

GAG GAG GAT GAT GAT GAC GAC
E

E Y E F D E F D G K N L R K A
GGA GGT GTG GCT GAC GCT GCT GCC GTT

G G V A D A A A V
GCT CCT GCC GCT GCC GCT GAA TCC GAA

G A A A A P A A A A E S E
TTT GGC ATG GGG GCG CTG TTC TAAGCTA

E D D D D F G M G A L F *
CGCAATGGAGAACTGCAGTTTTATTTTGATTTTTTTTTTTTTGTGTGTGTGTTTTGTTTTATT
TGAGCCTGCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Tc

Hs

Tc

Hs

C-PO 1 H-MIMDAFKTLLGASVATEYEF-D-EFDGKNLRKAALEGN--—LGGG
L10e *T+*N+-+*D**+VAI*A5*H+P+IX-xL-VD*IENP*-+———++++
P0 *S+*NG—+*A+*+L**E*+*T*PLA*---*V——**F*-++PSA++++

C-PO 42 —-VADAAAVADTGAAAA-PAAAAESEEEDD-DDDFGMGALF
L10e AP---**TS*A+*—D**-**EE*A+***++S***+*+*—**D
Po AP**-**TT*A—P****A**K+EAK**s++s*+*+*+*—xxD

Figura R-28

Secuencia nucleotídica y aminoacidica del ADNcJL52 de T.orusi. El
asterisco indica el codón de finalización de la traducción. La se
cuencia fue depositada en el banco EMBL,número de acceso X 62144.

de aminoácidos de P-JL52 y las por
ciones C-terminales de L10e de S. cerevisiae, desde el residuo 237
hasta el residuo C-terminal (Newton y col, 1990), y P0 humana,
desde el residuo 239 hasta el residuo C-terminal (Rich y Steitz,
1987). Los asteriscos indican aminoácidos idénticos entre P-JL52 y
las otras proteínas P0. Las cruces indican sustituciones conserva
tivas de aminoácidos ( T-S, D-E, R-K-Q-N, A-S, A-G, F-L-M-I-V, y F
Y fueron considerados grupos homólogos, Ramirez y col, 1989).

Comparación de las secuencias
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Resultados

III.4.2. Caracterización del fago 033:

El fago CH3fue aislado de una biblioteca de tripomasti
gotes sanguíneos (cepa RA). Fue clasificado dentro del grupo P
JL52, de acuerdo a los siguientes criterios:

La proteina de fusión B-gal-CHSpresentó una reactividad
similar a la de JL52 frente a sueros chagásicos crónicos,
(ver Figura R-l)
reaccionó con anticuerpos anti-JL52 (ver Figura R-2).
una sonda CH3radiactiva hibridizó con ADNdel fago JL52
(ver Figura R-3).

III.4.2.1 Subclonado y secuenciación del fago CH3.

El tamaño del inserto CH3, amplificado por PCR, fue de al
rededor 1000 pb. El fragmento digerido con Eco R1 a partir del
producto de amplificación fue subclonado en el vector M13mp18.
La secuencia del ADNcCH3se muestra en la Figura R-29.

La secuencia de CH3 (993 pb) permitió identificar un ADNc
con un marco de lectura de 290 aa en fase con el de la B-galac
tosidasa, seguido de una secuencia 3'no codante de 103 pb, con
su extremo poliadenilado.
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1 GAAIIQQATA
61 GGTGAACTTG

121 GACAAGAAGG
181 TTGTGCGGCA
241 CTGGACAAGC
301 GTCCCCGCTG
361 ATTGCGACGA
421 GCTGGTGATC
481 TTCTACTACC
541 GACCTTTCCA

GTGGTTTCGC
MCAAGA
GGCAAGAACC
GCTGCCGCTA
GAGGATGATG
AAGTTTTCGG
AAAAAAAAAA

661
72
781
841
901
961

ethVRSQQV
LCGNTALIFT

IATKIAKGTV

DLSITDDVVE

GKNLRKAALE

H

61

121

181
241

A) Secuencia nucleotidica del
emplearonpb se

oligonucleótido
posiciones 313

ACGTCCGCTC
TGATGGGCAA
CCAGCGCGTA
ACACCGCCCT
ACCGCGTACA
CD h]

AGATTGCAAA
GTGTGGACAA
AGGTGGAGGT
TCACCGACGA
TGGGTGCTGG
CCCTTCTTGG
TGCGCAAGGC
CCGACACCGG
ACGACGACTT
AACTTATTTT
AAAAAAAAAA

GCAGCAGGTG
GAAGACGCTC
CGACAAGTTG
CATCTTTACG
GGCCCCCGCC
QAIQGAGQQQ
GGGTACAGTC
CTCGACGGCC
GCAGTCCGTG
CGTTGTGGAG
CATCCCGACG
CGCCTCCGTT
CGCTCTGGAG
CGCTGCTGCC
TGGCATGGGG
ATTTTGTTTT
AAAAAAGQAA

CATGACGTTC
CAGAAGAAGA
CTTTACAACA
AACGAGGAGA
CGTGTGGGCG
AAGGCGACAT
GAAATTGTGA
ACGCTGCTGC
TGGGACCGTG
AAATACCTTC
GCAGCGACCT
GCCACCGAAT
GGCAACCTTG
GCTCCTGCCG
GCGCTGTTCT
TTGTTTTTTA
ÏI'_'I'_Q

Dominio de unión al ARNr

HDVÉRDLRGL GELVMGKKTL QKKIGÉRRAE

NEEIPVITAV

EIVSDKKVLS

KYLLEGISNV

GNLGGGAADA

1,
— 330;

posiciones 646 —665,
B) Secuencia aminoacídica

minúsculas los aminoácidos

LDKHRVQAPA

AGDRVDNSTA

VVSLGAGIPT

AAATDTGAAA

RVGASPCDVI

TLLQKLDISP

AATLPHMIMD

APAAAAEPEE

Figura R-29

oligonucleótidos
correspondiente

complementario a
ambas regiones se subrayan en la Figura.

inserto CH3.
correspondientes a la fusión con la

y 2,

deducida

inserto CH3/EcoR1.
internos

secuencia codante
la secuencia

a la

del

galactosidasa en el fago lgtll recombinante.
motivos conservados en proteínas P0 de otros organismos.
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GTCGCGACCT
TTGTGGAGAG
CGTGCATCGA
TCCCAGTCAT
CATCGCCATG
CCTTCTTCCA
GTGACAAGAA
AGAAGCTGGA
GTATGCTGTT
TGGAAGGTAT
TGCCA
ACGAGTTCGA
GTGGAGGTGC
CTGCCGCTGA
AACCTACAAG
TTTCTCATAT

DKKASAYDKL

VPAGNTGMEP

FYYQVEVQSV

AFKTLLGASV

EDDDDDFGHG

Se

Se indican

Para secuenciar
como

CCGTGGTTTG
GCGCGCGGAG
AAAGAAGCTG
CACGGCCGTG
CGACGTCATT
GGCACTGAAC
GGTACTGAGC
TATCTCCCCG
TCTTCGCGAG
CAGCAACGTT
GAÏQAIQQAQ
TGAGTTTGAT
GGCTGACGCT
GCCCGAAGAG
GTAGAGAAGA
TTAAAAAAAA

LYNTCIEKKL

KATSFFQALN

WDRGMLFLRE

ATEYEFDEFD

ALF
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primers:

entre
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B

en negrita
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Resultados

Los 78 aminoácidos C-terminales de CH3resultaron 95 %
homólogosa los de JL52. Se identificaron 4 sustituciones
aminoacídicas en la región bisagra y el dominio acidico. El
heptapéptido C-terminal resultó idéntico (Figura R-30-A).

Las secuencias nucleotidicas de los extremos 3'no codantes
presentaron un 63%de homologia (3 gaps)(Figura R-30-B)

A.

PJL52 H M I M D A F K T L L G A S V A T E Y F D E F D G K N L R******************************
CH3 H M I M D A F K T L L G A S V A T E Y E F E F D G K N L R

PJL52 K A L E G N L G G G A D A A A V A D T G A A A A P A A A*********** ***** ***********
CH3 K A A L E G N L G G G A A D A A A A T D T G A A A A P A A A

PJL52 E S E E E D D D D D E Q M Q A L E** ***************
CH3 E P E E E D D D D D E G M G A L E

B.

JL52 GCTACGCAATGGAGAACTGC—AGTTTTATTTT--GATTTTTTTTTTTTTGT—GTGTGTGT

CH3 CÓTÁG--ÁÁGGTÁGÁGAAGAAÁGTTTTCGGAACTTÁTTTTATTTTGiiiii1Gi1i1i1A

JL52 TTTGTTTTATTTGAGCCTGCG(A)n

CH3 TTTCTCATÁTTT(A)n

Figura R-30

A. Alineamiento de la secuencia aminoacídica deducida del ADNc JL52
(aa. 1 a 78) con la porción C-terminal deducida del ADNcCH3 (aa.
213 a 290). Los asteriscos indican aminoácidos idénticos. Se con
sideraron sustituciones conservativas T-S, D-E, R-K-Q-N,A-S, A-G,
F-L-M-I-V, y F-Y (Ramirez y col, 1989).

B. Alineamiento de los extremos 3'no codantes de los ADNcJL52 y CH3.
Los nucleótidos idénticos se indican con el simbolo (:).
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Resultados
P-CH3se extendió 212 residuos hacia el extremo N-terminal

de la proteína, pero su secuencia no llegó a la metionina ini
cial.

La comparación de la secuencia aminoacídica P-CH3 con la de
las proteínas ribosomales P de otros organismos eucariontes
confirmó que correspondía a la proteína ribosomal P0 de T.
cruzi (Int., 1.3.2.2). En particular, en la región aminotermi
nal de P-CH3se identificó un motivo distintivo de las protei
nas ribosomales P0, que es homólogo al dominio de interacción
de la proteína ribosomal L10 de E.coli con el ARNr23 S (Egeb
jerg y col, 1990)(ver Figura R-29-B).

III.4.3. Identificación de la secuencia completa de TcPO.

III.4.3.1 Clonado y secuenciación del extremo 5'del ARNmTcPO.

Para clonar el extremo aminoterminal de la proteína P0 de
T.cruzi, se empleó la metodologia de RNA-PCRa partir de ARN
total de epimastigotes de la cepa RAde T.cru31 (M&M,11.2.5).
La reacción de retrotranscripción se realizó por cebado al a
zar y la amplificación se llevó a cabo utilizando comocebador
3', un oligonucleótido complementario al segmento delimitado
por las posiciones 62-84 del ADNcCH3(que codifica parte del
dominio conservado de interacción con el ARNr245). Comoceba
dor 5'se utilizó el segmentocorrespondiente a las primeras 20
b del miniexón de T.crusi (Milhausen y col, 1984).

Se amplificó un único fragmento, N-PO, de alrededor de 230
pb (Figura R-31-A).

El fragmento N-PO radioactivo detectó dos fragmentos
genómicos de 12 kb y de 6,5 (Figura R-31-B), similares a los
fragmentos BamHl homólogos a la sonda JL52 (Fig R-27-B). Dado
que las secuencias de N-PO, JL52 y CHBno poseen un sitio Bam
H1 interno, se infirió que T.cruzi (Tul 2) posee al menos dos
copias génicas para la proteína PO.
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Clonado del extremo 5'
11.2.5) Gel de agarosa
HincII; 3) Producto de
de ARN; 4) Control sin

Resultados

BH1

Figura R-Bl

del transcripto TCPOpor ARN*PCR
2%: 1) Phi X174/Hae III; 2) Phi
amplificación por PCRa partir de 2
ARN.

(M&M,
X174/

Hg

Southerm genómico de T.cruzi (Tul 2) digerido con BamH1 e hi
bridizado con el amplicón N-POmarcado por random priming.
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Resultados
III.4.3.2. Secuenciación del fragmento N-PO:

N-POfue ligado blunt en el vector M13mp10/Smal. Dadas las
diferencias entre las secuencias JL52 y CH3, se secuenciaron
nueve clones M13independientes. Las secuencias (227 pb) re
sultaron idénticas entre sí (Figura R-32.

El fragmento N-POpermitió identificar la secuencia N-ter
minal de la proteína ribosomal TcPO.

En su extremo 5'presentó la secuencia completa del mini
exón, seguida de 27 pb no codantes, hasta el codón de inicia
ción. Los 77 nucleótidos 3' correspondían a los 5'del ADNcCH3
(ver Figura R-29)

_m i n i e x o n

¿KEEÉIAIÏA_IÏGAIAGAGI_TTCTGTACTA TATTéAATCC GGGACTCAAGTATCTTTTTA

TTATGCCGTC TGTCTCCGAG GCCAAGCGGG AGTACGAGGA GCGTTTCAAT GGCTGCCTCA

CCAAGTACGG CGCGTGCTCT TGTGCTGATG ATAACGTCCG CTCGCAGCAG GTGCATGACG

TTCGTCGCGA CCTCCGTGGT TTGGGIEAAQ_IIGIGAIGGG_QAAGAAG

Figura R-32

Secuencia nucleotídica de N-PO. Se indican el miniexón y el codón
de iniciación de la proteína TcPO. Los segmentos correspon
dientes a los primers utilizados para la reacción de PCRestán
subrayados.

La secuencia del ARNmTCPOde tamaño completo fue construida por
superposición de los fragmentos N-POy CH3 (Figura R-33). Consta
de 1131 pb, en concordancia con el tamaño del ARNmdetectado por
Northern blot (ver Figura R-27-A), codifica para 321 aa, (PMcal
culado = 34756.800), en concordancia con los datos de Western
blot (Int.,I.4.3) y el punto isoeléctrico es de 5,66.



Resultados
10 20 30 40 50

* * * >k *

A_ACG_QIA_IIA_IIG_AIA_QAG_III_QIG_IAQ_IAI_AII_GAA TCC GGG ACT CAA GTA TCT TTT
m i n i e x ó n

60 70 80 90 100 110
*>k * * * *

ATT ATG CCG TCT GTC TCC GAG GCC AAG CGG GAG TAC_GAG GAG CGT TTC AAT GGC TGC
M P S V S E A K R E Y E E R F N G C

120 130 140 150 160 170
* * * *>|< *

CTC ACC AAG TAC GGC CGC GTG CTC TTC TGC CTG ATG GAT AAC GTC CGC TCG CAG CAG
L T K Y G R V L F C L M D N V R S Q Q

180 190 200 210 220
* * * * *

GTG CAT GAC GTT CGT CGC GAC CTC CGT GGT TTG GGT GAA CTT GTG ATG GGC AAG AAG
V H D V R R D L R G L G E L V M G K K

230 240 250 260 270 280
* * ** * *
ACG CTC CAG AAG AAG ATT GTG GAG AGG CGC GCG GAG GAC AAG AAG GCC AGC GCG TAC

T L Q K K I V E R R A E D K K A S A Y

290 300 310 320 330 340
* 2k * * * 3k

GAC AAG TTG CTT TAC AAC ACG TGC ATC GAA AAG AAG CTG TTG TGC GGC AAC ACC GCC
D K L L Y N T C I E K K L L C G N T A

350 360 370 380 390 400
3k * * ** *

CTC ATC TTT ACG AAC GAG GAG ATC CCA GTC ATC ACG GCC GTG CTG GAC AAG CAC CGC
L I F T N E E I P V I T A V L D K H R

410 420 430 440 450
* >k * >k *

GTA CAG GCC CCC GCC CGT GTG GGC GCA TCG CCA TGC GAC GTC ATT GTC CCC GCT GGT
V Q A P A R V G A S P C D V I V P A G

460 470 480 490 500 510
>|< * * * * *

AAC ACC GGC ATG GAG CCC AAG GCG ACA TCC TTC TTC CAG GCA CTG AAC ATT GCG ACG
N T G M E P K A T S F F Q A L N I A T

520 530 540 550 560 570
3k * * * * *

AAG ATT GCA AAG GGT ACA GTC GAA ATT GTG AGT GAC AAG AAG GTA CTG AGC GCT GGT
K I A K G T V E I V S D K K V L S A G
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580 590 600
* >k *

GAT CGT GTG GAC AAC TCG ACG GCC ACG CTG
D R V D N S T A T L

640630 650
** *

TAC TAC CAG GTG GAG GTG CAG TCC GTG TGG
Y Y Q V E V Q S V W

690 700 710
* * *

GAC CTT TCC ATC ACC GAC GAC GTT GTG GAG
D L S I T D D V V E

750 760 770
* * >l<

GGT GCT GGC ATC CCGGTT GTG GTT TCG CTG
V V V S L G A G I P

800 810 820
* * *
ATG GAC GCG TTC AAG ACC CTT CTT GGC GCC

M D A F K T L L G A

860 870 880
* * *

GAG TTT GAT GGC AAG AAC CTG CGC AAG GCC
E F D G K N L R K A

920 930 940
* * *

GCG GCT GAC GCT GCT GCC GCT ACC GAC ACC
A A D A A A A T D T

980 990 1000
* * *

GCT GAG CCC GAA GAG GAG GAT GAT GAC GAC
A E P E E E D D D D

10401030 1050
x* *

CCT ACA AGG TAG AGA AGA AAG TTT TCG GAA

1090 1100 1110
x* *

ATT TCT CAT ATT TAA AAA AAA AAA AAA AAA

Resultados
610 820

* x
QIG GAG AAG CTG GAT ATC TCC CCG TTC

L Q K L D I S P F

660 670 680
* * *

GAC CGT GGT ATG CTG TTT CTT CGC GAG
D R G M L F L R E

720 730 740
* * *

AAA TAC CTT CTG GAA GGT ATC AGC AAC
K Y L L E G I S N

780 790
* *

ACG GCA GCG ACC TTG CCA CAT ATG ATC
T A A T L P H M I

830 840 850
* * *
TCC GTT GCC ACC GAA TAC GAG TTC GAT

S V A T E Y E F D

890 900 910
* * *

GCT CTG GAG GGC AAC CTT GGT GGA GGT
A L E G N L G G G

950 980 970
* X >I<

GGC GCT GCT GCC GCT CCT GCC GCT GCC
G A A A A P A A A

1010 1020
* *

GAC TTT GGC ATG GGG GCG CTG TTC TAA
D F G M G A L F x

1060 1070 1080
* * *

CTT ATT TTA TTT TGT TTT TTG TTT TTT

1120 1130
* *

AAA AAA AAA AAA AAA AA

Figura R-33
Secuencia del ARNmcompleto de la proteína ribosomal TcP0.Esta secuencia

archivada en el banco de datos EMBLcon el número de acceso X65066.
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Resultados
III.4.4. Localización cromosómica de los genes TcPO:

Se realizaron experiencias de PFGE(CHEF)para identificar los loci
P0 en bandas cromosómicas de T.cru2i (M&M,II.2.3.2). Dado que expe
riencias iniciales con parásitos (Tul 2) revelaron que el ADNCJL52
hibridizaba en la zona de compresión de bandas cromosómicas de alto PM
(ver M&M,II.2.3.2.1) se ensayaron condiciones electroforéticas que
permitieran resolver la separación en esa zona. En estas experiencias
se incluyeron parásitos de la cepa G (Tabla RT-4 y Figura R-34).

Experiencia A (80 V, 150 mA) Experiencia B (80 V, 150 mA)
Agarosa Fast Lane (FMC-Bioproducts)

Tpo Pulso Tpo Corrida Tpo Pulso Tpo Corrida

1 90 seg 18 hs 1. 100 seg 26 hs
2 200 seg 20 hs 2. 150 seg 15 hs
3. 350 seg 22 hs 3. 200 seg 12 hs
4 500 seg 24 hs 4. 250 seg 12 hs

5. 350 seg 12 hs
6. 500 seg 20 hs

Tiempo Total: 84 hs 97 hs

YflBLA RT-4.

Descripción del perfil de 1a experiencia A:(Figura R-34-A):

La cepa Tul 2 presentó dos bandas cromosómicas hibridizantes y
una banda más débil cercana al origen de siembra de los bloques
de parásitos, señaladas con flechas en la Figura R 33 A-II. En el
gel de agarosa correspondiente (Fig 33 A-I) puede observarse que
estas bandas hibridizantes coinciden con tres bandas cromosómicas
de alto PM, la intermedia (indicada con Flecha (2)) migra comoel
cromosoma mayor de S.cerevisiae AB1380 (IV: 3,2 Mb), la más
pesada está muy próxima al origen de siembra de los bloques de
parásitos.
La cepa G, cuyo cariotipo difiere del de Tul 2, presentó una sola
banda hibridizante débil de aprox. 1 Mb(carril G).

Descripción del perfil de la experiencia B:(Figura R-34-B):
El Southern blot a partir del gel de agarosa Fast Lane coincidió
en la detección de las bandas cromosómicas (2) y (3) de la expe
riencia A para Tul 2. El cariotipo molecular de la cepa G reveló
una única banda de 1 Mb.
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Resultados

Figura R-34
Localización cromosómica de loci TcPO

AzCondiciones de electroforesis de la experiencia A de la Tabla RT-4.
Gel de agarosa (I) y Southern (II) con muestras de T.cruzi(cepa G,
Tul 2).

BzCondiciones de electroforesis de la experiencia B de la Tabla RT-4.
Gel de agarosa (I), de agarosa Fast Lane (I.FL) y Southern blot a
partir de I.FL (II), con muestras de T.crusi(cepas G y Tul 2).

Cromosomas marcadores de PMde S.cerevisiae AB1380: IV: 3,2 Mb; XV,
XVII: 2,2 Mb; II = 1 Mb (Galindo y Ramirez Ochoa, 1989).
Los filtros fueron hibridizados con la sonda CH3marcada con random
priming, usando el Kit de hibridización rápida en condiciones de
alta rigurosidad (M&M,II.2.6.5.2.)
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Discusión
IV.I. PROTEINA RIBOSOHALTc P-JL5.

I.1 Análisis de la secuencia aminoacidica:

ION GLOBULAR:Determinación de la identidad P2.

la
archaebac

La

aración permitió determinar que P-JL5 es una proteina de
2,
asgos de la secuencia:

de Tc P-JL5 fue alineada con
y L12e de

comunicación personal)(Figura D1).

La secuencia aminoacidica
e las proteinas P1 y P2 de eucariontes,
eria (Andreassen , com

tipo
identidad que puede apreciarse al analizar los siguientes

Los 7 aminoácidos N-terminales MKYLAAYde P-JL5 son idénticos
a los de las P2 de S.cerevisiae y Sc.pombe.

La región globular de P-JL5 presenta una serie de aminoácidos
conservados en la mayoria de las proteínas de tipo P2:

iduo Posición de alineamiento

31

44

61

38

61

62

72
75

Glu (E:
compartidos por la mayoria de las

Sin embargo, no se conservan los residuos Val (V243),
45), Leu (L:59), Ile (1:69),
P2 del alineamiento.
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posee el triptofano (posición 51 en Fig

las P1. No
presente en las

La proteína P-JL5 no
se identificó

P1 de otros
alineamiento);

D1) característico de obstante,
KAAGVPVDP ,

(posiciones 41-50
TcP-JL5 presente

valentes de las P1 de G.ga11us,

un
motivo, eucariontes

en el es notable que éste
motivo en mayor homología con los equi

R.norvagicus y H.sapjens, que
con el de eucariontes inferiores (Figura D1).

Se determinó la homologia entre TcP-JL5 y las dos proteínas
L12e de S.cerevisiae: L12 eIA y L12 eIB (nomenclatura de Newton
y col, 1990) que corresponden a las YPZBy YPZa, en la nomen
clatura de Wooly col (1991). En el cálculo se consideraron so
lo las regiones globulares de las proteínas (posiciones 1 a 76
del alineamiento de la Figura D1), criterio empleado para
estudios evolutivos de proteínas ribosomales P de otros orga
nismos (Newtony col, 1989) (ver Int.. 1.3.2.1). TcP-JL5 pre
senta mayor homología con Sc L12eIA, de ahí su denominación de
TcP2A (Tabla DTl).

Cabe destacar que TcP2Apresenta la serina N-19, conservada
en Sc eIA y no en SceIB, en posición equivalente a la serina

fosforilable en levaduras (Naranda y Ballesta, 1991).

H Proteínas "Long.(1) Aa.idénticos Homología Espacios”

IP-JL5/SceIA s1 23 38 % 2 H

"P-JL5/SceIB H 60 19 32% 2 H
7 H Tabla DTI

Homología entre TcP-JL5 (TcP2a) y las P2 de S.cerevisiae.
(1) L = R - E/2, donde R es el número de residuos dentro de la región

de comparación (posiciones 14 a 76) y E es el número de residuos no
comparables
responden a las posiciones de los espacios (gaps).

dentro de la región de alineamiento, ya que cor
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Discusión

Leyenda de Figura D1:

Alineamiento de Secuencias de proteinas ribosomales L12e, P1 y P2 de
archaebacteria y eucariontes.

Hs H sapiens Rich y Steitz, 1987
Rn R norvagicus Wool y col, 1990
Gg G. gallus Ferro y Reinach., 1988
Dm D melanogaster Wigboldus, 1987; Qian y col, 1987
As A.sa1ina Amons y col., 1982
Sc S.cerevisiae Remachay col., 1988; Mitsui y

Tsurugi, 1988; Newton y col., 1990
Sp Sc.pombe Beltrame y Bianchi., 1990
Pp P. penicillatus Andreassen., comunicación personal
Dd D. discoideum Prieto y col., 1991
Tc T. cruzi Schijman y col., 1990; Vazquez y

col., 1992
BV B. bovis Andreassen, comunicación personal
Tt T. thermophila Hansen y col, 1991
MV M. vannielii Strobel y col, 1988
Sa S. acidocaldarius Matheson y col, 1988
Ss S. solfataricus Ramirez y col, 1989
Hh H. halobjum Itoh, 1988
Hc H. cutirubrum Ramirez y col, 1989
Hm H. marjsmortui Arndt y Weigel, 1990

Las secuencias fueron alineadas usando el programa TREEALIGN(Hein,
1990) y el alineamiento resultante fue ajustado a manopara obtener
máxima homologia (Andreassen, Laboratorio de Biologia Molecular de
Odense, Dinamarca, comunicación personal)
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A partir del alineamiento de la Figura D-l se construyó un
árbol filogenético (Figura D2). En este dendrograma, las
ramificaciones obtenidas a partir de las secuencias P muestran
que el linaje que conduce a TcPZa surge de un antepasado común
con el que conduce a Dictyostelium discoideum. Es llamativo
que la línea filética de T.cruzi sea posterior a la del ciliado
T.thermophila, dado que estudios filogenéticos realizados en
base a secuencias de ARN ribosomal indican que los
tripanosomátidos provienen de una ramificación anterior a la
que dió origen a los ciliados (Sogin y 001,1986).

Hm “h
MV SSS

fi

Mt

Sclmsfiú\
SCHB

TC TC b TC 0

Dd

R"569 Sc lA

TtF SCIBTtW
.Dd 93W

Dm As Rs, As

P Dmp

Figura DE

Se utilizó el programa PROTPARSde la serie PHYLIP (Felsenstein,
1990)(Andreassen, comunicación personal)
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IV.I.2 Caracterización de las isoformas de TcP2a en la cepa Tul 2
de T.cruzi .

IV.I.2.1. Análisis de las regiones codantes de los 4 transcriptos
TcP2a

El alineamiento de las regiones codantes para las cuatro
isoformas TcP2a (Tul 2) clonadas permitió detectar sustituciones
nucleotídicas, que se detallan en la Tabla DTZ(ver Res, Figura
R.7-B).

CODON P-JL5 A P-JL5 B P-JL5 C P-JL5 D

7 TAT Tyr TAC Tyr TAC Tyr TAC Tyr
12 CTC Leu CTC Leu ITA_Leu CTC Leu
13 TCA Ser TCA Ser TCT Ser TCA Ser
14 GGG Gly GGA Gly GGG Gly GGA Gly
18 TCA Ser TCA Ser TCG Ser TCA Ser
21 GCA Ala GCA Ala GCC Ala GCA Ala
33 GTT Val GTT Val GTC Val GTT Val

46 GCA Ala GCA Ala GCA Ala TCA Ser
50 CTT Leu TTT Phe TTT Phe TTT Phe
55 ACT Thr ACT Thr GC Ala ACT Thr
65 GCT Ala GTT Val GTT Val GTT Val
66 ACA Thr ACA Thr GCA Ala ACA Thr
84 AGT Ser AGT Ser GGT Gly AGT Ser

Tabla DT2.

Se observa que en la región aminoterminal (Codones 1-33)
todas las sustituciones son silenciosas; incluso el codón N-12
de P-JL5 C presenta dos sustituciones nucleotídicas respecto a
las otras isoformas que conservan la leucina; notablemente es
tas sustituciones CTCpor TTAocurren en contra de la tendencia
en el uso de codones de las proteínas P de T.crusi (Apéndice,
V1.1). Esto sugiere un rol para la región aminoterminal de P
JL5 que requeriría una secuencia aminoacidica muy conservada.
Se ha propuesto que esta región de las P seria la responsable
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de interactuar con el ribosoma (Remacha y col, comunicación
personal; Matheson y col, 1991). En cambio, en la región cen
tral y en la bisagra todas las sustituciones nucleotídicas
determinan cambios en los aminoácidos, A-S, F-L, T-A, V-A, T-A
y S-G (posiciones 46-84 en Tabla DT2).

Las secuencias nucleotídicas de los extremos carboxiter
minales son idénticas en las cuatro isoformas.

Es interesante notar que para cada posición variable los
cambios se producen en una sola de las cuatro formas. La forma
P-JL5 B lleva los codones que son mayoritarios en cada una de
las posiciones variables (ver Res; Figura R7-B, pág. 112). Asi,
es posible especular que el gen P-JL5 B puede ser la copia
original a partir de la cual surgieron las otras copias por
duplicación génica.

IV.I.2.2. Señales de trans-splicing en los transcriptos P-JL5:

En los extremos 5'de todos los transcriptos derivados de
los genes P-JL5 B, C y D, el miniexón se adicionó a 12 bases
del codón de iniciación. Sin embargo en el ADNc P-JL5 A el
sitio de adición ocurrió a 62 b río arriba del ATG(ver Res,
Fig. 7-A, pág. 111).

En el extremo 5'no codante (transon) del fragmento genómico
Eco R1 1 kb se buscaron señales de trans-splicing 5': TTTCPy y
3': AG(Laird y col., 1987). Se encontraron dos motivos TTTCCa
[-68/-72] y [-85/-89] pb río arriba del codón de iniciación de
la traducción; también se identificaron 6 dinucleótidos AG,rio
abajo de los motivos TTTCC(Figura D3)‘ De estos 8 AG, los
únicos sitios aceptores en los ARNmsecuenciados (ver Figuras
R-6 y R7-A) corresponden a los dinucleotidos AGen posiciones —
63 y —13en el fragmento genómico (ver Figura D-3); ubicados a
20/3 pb y 67/50 pb río abajo de ambas señales TTTCC, respec
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tivamente. La distancia entre los sitios de trans-splicing en
el transon aceptor están en el rango descrito para genes de
otros tripanosomátidos (Int; Fig 1.3; pág. 12) (Laird, 1990).

Transcripto primario P-JL5 A

—83
.....UHHHQQUAACHHGHHHGGEDHQQAHAGAUAAUUUCAGGAUCCGGCCAGCUGCCCGGAG

GAHHAHHQHQHHHAHAAGUUGUCUUGUCAGAUG.....
-13

Transcriptos P-JL5 maduros
P-JL5 A

— 3

5'AAQGQflADHAflDEAEAQAGDHDQDGHAQDADAEDGAUAAUUUCAGGAUCCGG. . . . . . . . ..3'
m i n i e x ó n

P-JL5 B, C Y D

—13
5'AAQGQDADDAHEGADAQAGDDDQDGDAQHADADHGUUGUCUUGUCAGAHG. . . . . . ..3'

Figura D3

Layden y Eisen (1988) han propuesto que la elección de un
sitio 3' AGdeterminado está determinada en parte por la com
posición nucleotidica de su entorno.En particular las 15 bases
5'adyacentes al sitio elegido en varios transcriptos de T.
brucei y en los de ubiquitina de T.cruzi, presentaron un con
tenido en Pirimidinas mayor del 65%. Efectivamente, los sitios
AG-13 y —63utilizados en los ARNmmaduros P-JL5, son los que
presentan mayorproporción de pirimidinas respecto al resto de
los sitios AGpresentes en el transon (ver Tabla DT3).
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Sitio AGS Py(n°) Py(%)

—1 9 60

—13 11 73

53

60

60

73

33

20

27

53

Tabla DT3

Py(n°) = cantidad de pirimidinas en las 15 bases adyacentes al
sitio AG.

* Los sitios AGen posiciones -96 a —124están localizados río
arriba de las señales TTTCC.
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IV.I.3. Organización genómica de TcP-JLS.

Los Southern blots genómicos en la cepa Tul 2 revelaron que
P-JL5 es codificada por una familia multigénica con al menos
cuatro loci independientes (Res, III.2.4. pag 113). Experien
cias de PFGEdetectaron hibridización en 3 especies cromosómi
cas y en la zona de compresión del gel (sugiriendo que podrían
existir más loci en cromosomasno resueltos en las condicones
ensayadas).

Dadoque existen evidencias de diploidía en T.cruzi ( ver
Int,I.2.2.4, pág.17) es necesario analizar si las copias genó
micas P-JL5 identificadas y parcialmente caracterizadas, co
rresponden a genes duplicados o a formas alélicas de un mismo
gen. El polimorfismo de restricción y la secuenciación parcial
de distintas copias genómicas de TcP-JL5 (Res.,III.2.5) son in
dicativos de loci independientes (por ejemplo, en el caso del
par de alelos descrito para el gen del antígeno 2 de T.cruzi ,
Henriksson y col., 1990, las regiones flanqueantes a las unida
des repetitivas codificadas por este gen resultaron idénticas
para más de 20 sitios de restricción en una región cromosómica
abarcando 20 kb). Cabe la discusión sobre la forma P-JL5 D, que
posee una única-sustitución respecto a la forma P-JL5 B (Ser
por Ala, respectivamente). Hasta el momento se ha aislado un
único fago thll con ésta característica; no se ha identificado
la secuencia genómica correspondiente. Por lo tanto, no es
posible determinar si P-JL5 D deriva de un cuarto gen P-JL5, o
es un alelo del gen P-JL5 B; tampoco se puede descartar que se
trate del producto de un error de la retrotranscriptasa durante
1a síntesis de ADNc.
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IV.I.3.1. Comparaciónde las regiones 3' flanqueantes de los
genes P-JL5 clonados:

Del alineamiento de las secuencias 3' flanqueantes de los
genes P-JL5 A, B y C se observó que:

Los fragmentos de 800 pb definidos por los sitios Pstl comu
nes en los genes P-JL5 B y C pudieron alinearse, incorporando
dos gaps (Fig R-15, págs 116-117).
La secuencia 3' no codante del gen P-JL5 A pudo alinearse con
las otras dos únicamente a lo largo de una región de 170 bases
rio abajo del codón stop de P-JL5, a partir de la cual diverge
totalmente. El punto de divergencia ocurre después de un trac
to de timinas. Cuatro nucleótidos rio abajo del punto de di
vergencia en P-JL5 A se identificó un motivo GCTTGTG:

PJL5 Á AACGCATGGCAAAAAAGGGTACGCCATTGGGTTGGCCTTTTTTTTaggaIGCTTGTGIaaaa
PJL5 C AACGCATGGCAAAAAAGGGTACGCCATTGGGTTGGCCTTTTTTTthttttttttc cctt
PJLS B AACGCATGGCAAAAAAGGGTACGCCATTGGGTTGGCCTTTTTTTTtt- —- —--Ccc cctt

Este motivo es idéntico al hallado en la región intergénica
que separa los dos marcos de lectura de las GAPDHglicosomales de
T.cruzi y de T.bruoei: GCTTGTGG(Kendall y col, 1990), y que además
se localiza próximo al punto en el cual divergen las regiones 3'
flanqueantes de estos genes. Estos motivos son homólogos a las
secuencias CHI de E.coli que promueven la recombinación cuando esta
secuencia es reconocida por la recombinasa Rec BCD( Stahl y col.,
1975; revisión en Thaler y Stahl, 1988); estos motivos estarían
asociados al mecanismo de conversión génica, encargado de mantener
la identidad nucleotidica entre copias de genes duplicados en
tripanosomátidos (Marchand y col., 1988; Le Blancq y col., 1988).
Es relevante, pues, la presencia de este motivo en la proximidad
del punto de divergencia 3' del gen P-Jl5 A respecto a los otros
dos genes caracterizados.
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IV.I.3.2. Marcosde lectura abiertos en regiones 3'de genes P-JL5.

La secuencia 3'flanqueante del gen P-JL5 A en el fragmento Eco
R1 es de 476 pb. En esta región existe un marco de lectura abierto
de 33 residuos. La región 5' adyacente a este marco presenta varias
señales potenciales de trans-splicing} y la región 3' flanqueante
presenta un motivo ATTTTATTTTrepetido en las regiones 3'flanquean
tes de los genes P-JLS. Este motivo ha sido detectado en regiones
equivalentes de los otros genes ribosomales P de T.cruzi (ver
Apéndice). El sitio Eco R1 3' interrumpe otro marco de lectura que
comienza siete codones antes (Figura D4).

También se han encontrado marcos de lectura abiertos en las
regiones 3' de los genes P-JL5 B y C.

La comparación de estas secuencias con un banco de datos (GENE
BANK- EMBLdata base) no reveló homologías.

AGACAAATGCTTATTTTATTTTATTTTTGATTTTGTTTCTCTGIIIIQQATGAAGAGGCGCCGGAGTCCT
GTGAATAAAATGCGAGAGAGTAAATAAAAGTAGGATCAGTAACTGCTGCACTCAAACGCATGGCAAAAAA
GGGTACGCCATTGGGTTGGCCTTTTTTTTAGGAGCTTGTGAAAAGAATGATCACGGGAGAGCTGGCTAAC
TTAATTAATG TAT GTG TAT ATC CTG ATA AAT GAA TGC ATT CTT TAT GAT ACT TTC

H V Y I L I N E C I L Y D T F
TAC CGT ATG AAT CTT TTG GGA AGA ACG CGA CTT TGT AGG GGC GGG AAC CGATAG

M N L L G R T R L C R G G N R *
GAGGCCGGATAATATTTTTAATTTTATTTTGCCATCCCACCCACCCCCTTGATTCCCACCACGCGGCGGG
GTCTTGTGGTTGGAGGACCCCAAAGTCTGCCACTTCGTAAGTAATAATATTTCAAATCCTAACTGAGGAC
AAAGGACC ATG CTA ATG GTC CAC AGA_AII_Q

M L M V H R I

IV.I.4. Caracterización de genes Tc P-JL5 en otras cepas de
T.cruzi .

El ADNc823 de la biblioteca de tripomastigotes sanguíneos
de la cepa RA(secuencia en Fig.R-5, pág. 102), presentó los
aminoácidos característicos de la isoforma PJL5-C (Tul 2),
difiriendo en dos sustituciones nucleotidicas silenciosas.
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Es interesante notar que el extremo del ARNmpoliadenilado

823 se extendió unas 14 bases río abajo respecto a JL5 (Figura
D5). La secuenciación del clon genómico HI3 (Tul 2) permitió
identificar la secuencia adicional de 823, sugiriendo que el
transcripto 823 proviene del gen equivalente a P-JL5 C en la
cepa RA(P-JL5 C-RA)que se poliadeniló en un sitio diferente.
Esto podría estar relacionado con la sustitución G por A que
ocurre precisamente en el primer sitio de poliadenilación (ver
esquema)

Extremos 3' en transcriptos P-JL5 C de las cepas Tul 2 y RA.

ADNC Tul AGACAAATGC TTATTTTATT TTATTTTTGA TTTTGTTTCT GTGTTGTCCA
. . s s . u u n u u a u n - g u - s n . - - n . . s u - . .

Gen Tul AGACAAATGCTTATTTTATTTTATTTTTGAiiiáéiiióá ¿TéÍÍéÍÓÓÁ

ADNcRA AGACAAATGCiiAiiiiAii iiAiiiiiéA TÏTÍÓÍÍTGT 'cieéieióóA

ADNc Tul TGAAGAGGCGCT(A)n

Gen Tul TGAAGAGGCG ÓÏGGAGTCCTGTGAATAAAATG

ADNc RA TGAAGAGGCGóTAéÁéíóóTéÍéÁÁÏ(A)n

Figura D5

Los Southern blots de las cepas CL e Y revelaron también un
sistema multigénico para P-JL5, sin embargo la cepa G solo pre
sentó un solo fragmento genómico hibridizante en la mayoría de
las digestiones realizadas (Res; Figura R-17; pág 129). Sería
muyinteresante identificar entonces, que isoformas P-JL5 se
conservan en esta cepa, aislada de Marsupiales (Franco da Sil
veira, comunicaciónpersonal).
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IV.2. PROTEINAS RIBOSOMALESP-G13 Y P-L6:

El clonado de los ADNCG13 y L6 permitió identificar en
T.cruzi dos proteínas ribosomales P distintas a P-JL5 y P0. Los
análisis por Northern blot sugerían que se trataba de proteinas
ribosomales P de bajo PM. Esto fue demostrado con el clonado de
los ADNcde tamaño completo correspondientes a ambas proteinas
(Vazquez, M., Schijman,A., Levin, M.(1992). Nucleic. Acids Res.
20: 2599 y Vazquez, M.; Schijman,A.; Panebra, A.; Levin, M.;
(1992) Nucleic. Acids Res. 20: 2894.

IV.2.1 Proteina ribosomal P-G13 " TcP2b "

La secuencia completa de P-G13, obtenida por M. Vazquez
(comunicación personal) presentó 114 residuos. La comparación
con otras secuencias aminoacídicas P reveló que es una proteina
de tipo P2, por lo que se denominó TcP2b.

El extremo aminoterminal de TcP2b deducido de 1a secuencia
nucleotídica presenta dos metioninas, separadas por una serina.
El dipéptido N-terminal MS es característico de las proteinas
de tipo P1. A partir de la segunda metionina el motivo MK Y L
A A Y A L (posiciones de alineamiento 3 a 11) es idéntico al
extremo aminoterminal de Tc P-JL5. Si bien la microsecuencia
ción del extremo amino terminal de la proteína permitirá iden
tificar la secuencia de la proteína TcP2b, la secuencia
nucleotidica de la zona 5'adyacente a la primera metionina
coincide con la secuencia consenso de Kozak, indicativa de la
metionina N-terminal (Kozak, 1984). La secuencia aminoacídica
completa de TcP2b y su comparación con TcP2a se presenta en la
Figura D6.
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1 10 20 30
TCP2b M S n K X L A A X A L S L N K P T P G A A D V E A I C K_A*********++*+ **+ + ***+ **
PJL5 — - M K Y L A A Y A L V G L S G G T P S K S A V A V L K A

40 50 60
TCP2b Q G I E Y E S D A L S F V M E S I A G R S V A T L V A E G A*+ *+ + + **+ *+ azar
PJL5 A G V P V D P S R V D A L F A E F A G K D E D T V C T E G K

70 80 90
TCP2b A K M S A V A V S A A P A A G D A A A P A A A A - G G A A+** + * * + * **** ****
PJL5 S L V G G V T R P N A A T A S A P T A A A A A S G G A A

100 110
TCP2b A P A A A D A K K E E E E E D G F G L F D***** ik **************
PJL5 A P A A A - A — - — E E D G F G L F D

Figura D6
Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de las proteínas TcPZa y

TcPZb. Se indica con asteriscos * los residuos idénticos y con +,
los cambios conservativos.

IV 2.2. Proteína ribosomal P-L6: " TcPl "

La secuencia aminoacídica completa de P-L6, obtenida por
M. Vazquez (comunicación personal) presentó 109 residuos (Fi
gura D7). La comparación de su secuencia aminoacídica con el
resto de las proteínas ribosomales P, reveló que es una protei
na de tipo P1, razón por la cual se la denominó TcPl. Presentó
un extremo amino-terminal MScaracterístico de las P1, y el mo
tivo conservado KAAGVDVS,también presente en TcP-JL5.
Llamativamente, TcPl comparte mayor homología con la P1 humana
que con la de S.cerevisiae (Figura D7).
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l 10 20
TcPl M - S S K Q Q L A C T Y A A L I L A D S G K T D M D S - L L
HPl * A * V - S E * * * I * S * * Y * H * D E V * V E T D K I N
YPla * — * T E S A * - - s x * * * * * * x * E T E I S S E K * *

31 40 50
TcPl K V T K_A_A_G_I_D_Ï_S K G M A S A F A S I L K N V D I N D V
HP1 A L I * * * * * N * G P F W P G L * * K A * A * * N * G S L
YPla T L N * * N * P D E N I W * D I * * K A * D G Q N L * I

61 70 80
TcPl L S K V S F G G V A P A A G G A T A A P A A A A A A A A P
HPl I C N * G A * * P Y * * * * A * P * G G P * P S T * * * *
YPla * V N T S A — — - — — G * A P A G V A G G V * G G E * G

91 100
TcPl A A A A A - — — K K E E - E E E D D D M G F G L F D
HPI * E E K K V E A * * x * s x * s * * * x * * x * * *
YPla E * E * E K E E E E A K - * * S * * * * * * * * *

Figura D7
Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de TcPl, Hs P1 y

ScPla. La región globular se extiende desde la posición de
alineamiento 1 a 64; la bisagra desde la posición 65 a la 95,
y el dominio C-terminal desde la posición 96 a la 116. Los li
mites de estos dominios se indican con las flechas. Los aste
riscos * indican residuos idénticos.

V.2.3 Organización genómica en TcP2b y TcPl.

Southern blots genómicos permitieron identificar la exis
tencia de al menos dos loci independientes para TcP2b. Los
ADNcG13 y Matl provienen de la misma biblioteca de T.crusi
(RA), por lo tanto las variaciones de secuencia en las regio
nes 3'flanqueantes sugieren que cada uno correspondería al
transcripto de una copia genómicadistinta.

El Southern blot de TcPl reveló bandas únicas de alto PM
para enzimas que no presentan sitios en la secuencia, indican
do que él o los genes para TcPl están concentrados en una úni
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ca región por genoma haploide. Para descartar la posibilidad
de que TcPl está codificada por varias copias agrupadas,(por
ej: en tandem) será necesario utilizar enzimas que corten una
sola vez dentro de TcPl y realizar digestiones parciales.

Unanálisis exhaustivo de estas proteínas y de la expresión
de sus genes se realiza actualmente (M.Vazquez, Tesis doctoral
en realización).

IV.3. PROTEINA RIBOSOMAL TCPO

IV.3.1. Análisis de la secuencia aminoacídica:

La secuencia aminoacídica de la proteina P0 de T.crusi, Tc
P0, derivada de las secuencias de ADNcN-PO(Res, III.4.3.2) y
CH3(Res III.4.2.1) tiene 321 residuos. Entre las proteínas
equivalentes de eucariontes es la de mayor PM; la L10e de
D.disooideum tiene 305 residuos, la de S.cerevisiae 312, y las
P0 de artrópodos y mamíferos tienen 317 residuos (ver Int,
1.3). TcPOes más acidica que las P0 de otros eucariontes (pI:
5,66) (49 residuos ácidos y 40 básicos) (Wool y col, 1991; Rich
y Steitz, 1987). Posee 39 alaninas, 14 de las cuales se con
centran en la región bisagra, característica que comparte con
el resto de las proteinas P. Por otro lado, posee 5 cisteinas,
residuo generalmente ausente en las proteinas P de otros
organismos, y presenta 3 histidinas, ausentes en TcPl, TcPZb y
TcP-JLS.

IV.3.2. Comparación de la secuencia de TcPOcon la de otros
organismos:

Para su comparación, la secuencia aminoacídica de TcPO se
alineó con las proteínas equivalentes de S.cerevisiae (ScPO) y
humana (HsPO). Para optimizar el alineamiento se incorporaron
gaps; se identificaron motivos conservados en las especies com
paradas (Figura D8).

174



10 ‘O 30 40 ‘1 ¿ 90 60 70 80 90 100

ÏcPO HP-SVSEA-KREYEERFNSCLTKYGRVLFCLH-DNVRSODVHDVRRDLRBLBELVHBKKTLOKKIVERRAEDKKASAYDKLLYNTCIEKKLLCBNÏALIFTHEEIPVIT

a 1 1 1 11 1 1 11 111 111 1 11 111 111 1 1 111 1 1111 1

SCPO HS-GIREX-KñEYFAKLREYLEEYKS-LF9VSVDHVSSDGHHEVRKELRGRAUVLHGKHTHVRRAIRSFLSDLPDF--EKLL----- --PFVKGYUEF9FÏNEPLTEIK

S 11 1 11 1 1 1 111 1 1 1 111 111 1 1 1 1 111 1 11 1 1 1

HSPC HPREDRAÏHKSNÏFLKIIGLLDDYPK-CFIVSADNVGSKGHOSIRHSLRGKAVVLHEKNTHHRKAIRGHLENNPAL--EKLL----- --PHIRSNVEFVFTKEDÏTEIR

110 120 130 140 150 200 210 22 230 240 250

TC hVLDKHRVDhPhRVEhS-PDDVIVPBBNTBHEPKRÏSFFOBLNIRÏKÏRKBÏVEIVSDKKVLSAGDRVDNSÏRÏLLDKLDISPFYYOVEVDSVIDRBHLFLREDLSITDDVV

a 1 1 1111 11 1 1 1 1 111111 1111111 1111 11111111 11 11 1 1 1 11 1 1111 1 1 1 1 1 111 1

Sc ñiAIunnInnInnnunvnl unlSFPURLSUPTKIARSTlEIVSDUKVVDABNKVSÜSEASLLHLLNISPFTFSLTUUGVYDNGOVFPSSILDIÏDEEL

1 1 1 11 11 11 1 111 111 1 1111111 1 111 11 11 11 1 11 1 1111 1 1111 1 1 1 1 1 1 11

Hs DHLLAHKVPAAARÑGAIAPCEvïvFAQNTSLGPEKTSFFOñLSITTKISRSTIEILSDVOLIKTBDKVBASEATLLNHLNISPFSFGLVIGGVFDNGSIYNPEVLDITEETL

L:

260 280 290 500 310 320 330 340 350 360 370

Tc EKYLLESISNVV-VSLBA-GIPÏAHÏLP---HHIHDAFKTLLSASVATEYEFDEFDBKNLRKAhLEGHLBEB-VAhDAhAATDÏBAAAAPAAAAEPEEEDD-DDDFBHBALF

a 1 11 1 1 1 111 1 1 11 1 1 1 1 1 1 11 1 11 1 111 111 1 1 11

Sc USHFUSAvSTIASXSL-AISYP---TLPSVGHTLIHHYKDLLAVAIAASïHYPEIEDLvDRIENPEK.nnnn. PACEAAAEEEEESDDDHGFS-LFD

8 111 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 1 1 1 111 11 11 11 11 1 1 1 1 111

Hs HSRFLEGVRNVASVCL-GIEYP---ïVASVPHSIINGYkfianstETDYTFPLAEKVKAFLADPSAFVAAAPvAAATTná.unánn . u LFD4L l
3553}: fl Hódulo 1

F l S U R A D - B

Alineamients de TCPG,ScPO y HsPO. Las asteriscos indican aminoácidos idénticos entre TcPOy SCPO

(a) y entre ïcPO y HsPO (B).
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Discusión
Dominio putativo de interacción con el ARNribosomal.3.2.1.

TcPO

residuos básicos que es homólogo al dominio
L10 con el ARNr 23S (Egebjerg y

P0

En las posiciones 45 a 65 del alineamiento, presenta
un motivo rico en
de interacción de la proteína
col, 1990),
(Figura D9-A).

En este dominio se pueden identificar pares de residuos bá
sicos conservados (A, B y C de Figura D9-B). En TcPO
pares adicionales en la región adyacente (D, E y F), que

dominio conservado en todas las eucariontes

existen
abar

can el segmento donde se establece el gap principal en el ali
En esta región de TcPO, se puede

DKLL-—NT(recuadro en Fig D9-B).
estar

neamiento de la Figura D8.
observar un motivo, duplicado,

La secuencia peculiar de esta región de T.cP0 podria
asociada a su interacción con el ARNr24 S de T.cruzi (Castro y

1981, 1983), explicando además la dife
rencia de (321 aa) respecto a las P0 de

Por el gap del

col, Hernandez y col,
longitud entre TcPO

(312-317
alineamiento de la Figura D8.
otros eucariontes aa), evidenciada

P0 N-42 RRDLRGLGEL-—VMGKKTLQKKIVE

L10 N-41 *KAG*EA*VYMR*VR—N**LRRA**
L10 N-51 *—**H*TA**-R*SR-N**LERALD
P0 N-42 *KSI**I*AV--L*****MIR*VIR
P0 N-42 *KE***RAVV--L***N*MVRRAIR
PO N-44 *TS****AVV—-L***N*MMR*AIR
PO N-44 *MS****AVV-—L***N*MMR*AIR

Figura D9-A
Comparación de la región homóloga de TCPOcon el dominio de in
teracción de E.coli LIC-ARNr238 y con las regiones equivalen
tes de las proteínas P0 de H. marismortui (HmL10); D.discoi
deum (DdPO); S.cerevisiae (ScPO), D.melanogaster AP3 (DmPO) y
H.sapiens (HsPO). Los asteriscos indican residuos idénticos
con TcPO.
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+*** *>I< + *** **
N-42 RBDLRGLGELVMGKKTLQKKIVEBBAEDKKASAY DKLLYNTCIEKKLLCGNT

I?A B C D E .
N-42 RKELRGRAVVLMGKNTMVRRAIRGFLSDLPDF-—-EKLL----- ——PFVKGYV

N-44 RMSLRGKAVVLMGKNTMMRKAIRGHLENNPAL—--EKLL ——————-PHIRGNV

Figura D9-B

Análisis de la región de interacción con el ARNr, indicando en
subrayado los pares de residuos básicos y en recuadro la
secuencia adicional en TcPO respecto a las P0 de otros euca
riontes.

3.2.2. Análisis de la bisagra y la región C-terminal.

El tamaño de la región bisagra y del extremo C-terminal son
Sin embargo el mo

de
se encuentra

similares en las tres proteínas comparadas.
tivo del heptapéptido C-terminal distintivo de la familia
proteinas ribosomales P de eucariontes (MGFGLFD),
modificado en TcPO (FGMGALF).Los cambios son:

una deleción del residuo acídico (Asp) C-terminal; queda un
residuo hidrofóbico (Phe) en dicha posición.
1a inversión Met por Phe.
la inserción de una Ala. La posición de ambas Gly permanece
conservada.

La naturaleza del extremo C-terminal de TcPOpermitió ex
plicar 1a no reactividad de los sueros lúpicos con la proteína
P38 (ver Int, 1.4, pág. 35). El epitope lúpico (SDDDMGFGLFD)
conservado en TcP-JL5, TcP2b y TcPl (EDDDMGFGLFD)

(DDDDFGMGALF).

en el heptapéptido C-terminal.

no se en
cuentra en TcPO La diferencia principal reside

El extremo C-terminal de TcPOes
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único entre la familia de proteinas ribosomales P eucariontes,
y entre los miembros de la familia P de T.cruzi hasta ahora
caracterizados. Se asemeja al extremo C-terminal de las
proteínas L10e de algunas especies de archaebacteria como
M.Vanielli y Hálobacterium marismortui (Figura D10).

Hlm L10e D D D D D D D E D G

M.V LIOe E E K K E E A A P A

Ïig P0 E P E E E D D D D D

B.b P0 A E E P E E E E D D

D.d L10e E E K K E E S D D D

H.s P0 K E E S E E S D E D

Si se compara la secuencia completa de la proteína TcPOcon
otras proteinas equivalentes de archaebacteria y eucariontes y
se construye un arbol filogenético (Andreassen, comunicación
personal) se observa que T.cruzi presenta mayor distancia
evolutiva respecto a las archaebacteria que por ejemplo el
protozoo Babesia bovis, cuyo extremo C-terminal es del tipo P
canónico (Figura D 11).
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Tc

Hm Bb

Dd

Mv

Sc

Ss Dm
RnI-‘Ém

Figura D11

Dendrogramaconstruido por el Dr Andreassen (Laboratorio de Bio
logía Molecular de Odense, Dinamarca, comunicación personal)
utilizando el criterio de parsimonia de proteínas (Prot Pars).
Se incluyen las secuencias L10e de 5 especies de archaebacte
ria y P0 de 7 especies de eucariontes. El nombre de las espe
cies analizadas se indica en la leyenda de la Figura D1.
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IV.3.3. Organización genómica de TcPO

Los ADNcCH3 (cepa RA) y JL52 (cepa Tul 2) presentaron 8
sustituciones nucleotídicas en las regiones codantes aline
ables y 4 cambios de aminoácidos. En los extremos 3'no codan
tes la homologia fue del 63 %. Esta divergencia podría deberse
a la heterogeneidad de las cepas Tul y RA, o bien indicar que
existen 2 tipos de ARNm,transcriptos de genes PO diferentes,
como lo sugieren los datos de localización cromosómica de TcPO
en la cepa Tul 2 y el perfil de restricción genómico con Bam
H1 (Res; III.Fig R-31, pág.151, Fig R-34, pág.156). El clonado
de los genes P0 de una misma cepa permitirá descartar una de
las hipótesis.

El cambio aminoacidico Pro (CH3) por Ser (JL52) en la
región acídica C-terminal de las dos formas TcPOpodría ser
trascendente:

el motivo de P0 (P-CH3) es equivalente al de la P0 del
protozoario B.bovjs.

Tc P0 AAAPAAAAEPEEEDDDDDFGMGALF

P0 B.b EAAPEAAEEPEEEE--DDMGFS—LFD

el motivo de P0 (P-JL52) ESEEEse encuentra en las proteínas
ribosomales P de A.salina, D. melanogaster, G.gallu5 y mami
feros (Int, 1.3) y corresponde a la serina fosforilable en
las P de A.salina (Amonsy col, 1979).

Teniendo en cuenta la influencia de la fosforilación en la
actividad de estas proteínas (Naranda y Ballesta, 1991) las
formas P0 :CH3y P0 :JL52 podrian tener roles distintos en
T.cruzi. Esta hipótesis se basa en datos de diferentes equipos
que adjudican funciones y localizaciones celulares diversas
para proteinas de tipo PO (Tabla DT4)
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LOCALIZACION COMENTARIOS REFERENCIA BIBIOGRAFICA

Ribosoma Interacción con P1-P2 Rich y Steitz, 1987
Sub. Mayor y ARNren base stalk

Citoplasma Complejos P1/P2/PO Elkon y col., 1986
de cel. HeLa (140 kDa)

Núcleo Reparación de ADN Grabowski y 001., 1991
matriz nuclear

Memb.plasmática Western blots
de hepatoma y con anti-P revelan Koren y 001., 1992
neuroblastoma péptido de 38 kDa

IV.3.4. Antigenicidad de las Proteínas P0.

Comose mencionó en la Introducción (1.4), los anticuerpos
anti-JL52 inmunopurificados revelaron en Western blots de
T.cruzi otros polipéptidos además de la P0 ribosomal, de PM
entre 23 kDa y 32 kDa. En experiencias con anticuerpos anti-P0
de Drosophila se detectaron dos proteinas con localizaciones
distintas: una en la matriz nuclear y otra en el citoplasma de
células de Drosophila, asociada a ribosomas (Grabowski y col,
1991). Además, la P0 de Drosophila fue clonada por rastreo con
anticuerpos —anti [endonucleasa apurinica\ apirimidínica huma
na J. Estas evidencias plantean una discusión interesante:
tanto la P0 de Drosophila, como TcP0:JL52 y las P de A.salina y
mamíferos, presentan el motivo de fosforilación consenso para
casein kinasas de tipo II, XSXXEX.Este motivo ha sido
identificado además, en fosfoproteínas nucleolares como la
"numatrina" 823 (37 kDa, pI 5,1) (Feuerstein y Randazzo, 1991)
y la “nucleolina” C23 de eucariontes ( 75 kDa, Maridor y Nig,
1990).
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FT
Consenso Casein Kinasa II: X|S|X X E X
PKc A G L V A D A V A D|SlE S E D E E D L D

023 - — - A A P A A P A|S|E D E D E E D D D

B23 H L V A V E E D A EisiE D E D E E D V K

TcP0(JL52) A A A A P A A A A E|S|E E E D D D D D F
L4

Estos datos, sugieren la hipótesis que tanto los anticuer
pos anti-JL52 como los anti-endonucleasa reconocen epitopes
definidos por estos residuos acídicos, que se hallan conserva
dos en proteínas con funciones y localizaciones celulares dis
tintas.

La presencia de epitopes compartidos por antígenos riboso
males P y proteinas con otras localizaciones celulares y, nota
blemente, la detección inmunológica de una proteína tipo P0 en
membranaplasmática (Koren y 001., 1992), constituyen, en con
junto, datos relevantes respecto al posible rol patogénico de
los autoanticuerpos anti-P en enfermedades comoel lupus o la
miocardiopatia chagásica crónica.

IV.4. FAMILIA DE ANTIGENOS RIBOSOMALESP DE T.cruzi:

Los resultados de esta Tesis sentaron las bases que
permitieron identificar la estructura primaria de cuatro tipos
de proteínas diferentes de la familia ribosomal P: TcPl,
TcP2a(P-JL5), TcP2b y TcPO.

La caracterización genómicaparcial de este sistema reveló
una familia multigénica, constituida por al menosdos copias
génicas TcPO, dos TcP2b y 4 TcP-JL5 (TcPZa). Aún falta profun
dizar éste análisis y obtener más información acerca de la or
ganización genómica de TcPl.
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De acuerdo a las secuencias de ADNcclonadas, T.crusi (Tul

2) expresa al menoscuatro tipos de transcriptos distintos para
las isoformas de la proteína ribosomal TcP2a, probablemente,
dos transcriptos para la proteína TcP2b (cepa RA)y dos para
las proteínas TcPO.

Ademásde las proteínas P clonadas, las experiencias de
Western blot de ribosomas de epimastigotes, revelan por lo
menosuna proteína P adicional de alrededor 19 kDa (Int.,
Fig.I.8; 1.4.3). Un experimento reciente de ARN-PCR, empleando
un oligonucleótido complementario a la secuencia codante del
octapéptido C-terminal P y otro correspondiente a la secuencia
del miniexón como cebadores, permitió detectar los fragmentos
esperados de 350 pb correspondientes a las P de bajo PMy, un
fragmento de 800 pb. Este podría corresponder a la amplifica
ción del ARNmde 1a proteína de 19 kDa. Actualmente, se trabaja
en su clonado y secuenciación (M.Vazquez, tesis doctoral en
realización).

T.cruzi expresa una variedad mayor de proteínas ribosomales
P que el resto de los eucariontes. La extensión de este
análisis a otros kinetoplástidos permitirá conocer si esta es
una característica comúna todo el orden.

IV.4.I. Organización de las proteínas P en el ribosoma de
T.crusi.

En procariontes y eucariontes las proteínas acídicas se en
cuentran en cuatro copias por subunidad ribosomal. Los riboso
mas de E.coli contienen cuatro copias del único producto del
gen rpIL (dos con la serina aminoterminal acetilada, Terhorst y
col., 1973). Los ribosomas de A.salina en cambio contienen dos
homodimeros de cada uno de los productos de los genes eL12 (P1)
y 6L12'(P2) (Uchiumi y col., 1987) organización que se conserva
en los vertebrados (Rich y Steitz, 1987).
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Los ribosomas de levaduras poseen cuatro proteínas acídicas

diferentes, que estarian organizados comoun heterodimero Pla
Plb y un heterodímero P2a-P2b (Beltrame y Bianchi, 1990).

Si el sistema ribosomal P de T.cruzi es semejante al de
otros eucariontes unicelulares faltaria identificar un subtipo
TcPl. Si esto fuera así, la organización podría también ser
heterodimérica: dos dímeros TcP2a(P-JL5)-Tch(P-G13) y TcP1(P
L6)-TCP1(?).

Se ha descrito en S.pombe, que solo una de cada clase de
proteína Pla/b y PZa/b es esencial para el crecimiento del
organismo (Beltrame y Bianchi, 1990). Se propuso entonces que
las formas esenciales podrían formar homodímeros, conteniendo
la mínima información estructural requerida para el ensamblaje
y la función ribosomal, mientras que homodímerosde las proteí
nas no esenciales serían no funcionales (Beltrame y Bianchi,
1990).

Esto lleva a preguntar si las isoformas de TcP2a y TcPZb
son funcionalmente equivalentes en el ribosoma.

Estudios de complementación con las P de T.cruzi en un
sistema heterólogo: cepas de levadura defectivas para cada una
de las proteínas acidicas, permitirá aportar datos en relación
a este tema de discusión (Remacha y col‘, 1990; Dr Ballesta,
Proyecto de cooperación en vías de realización).

IV.4.2. Estructura y evolución del sistema de proteínas P en
T.cruai: Comparaciónde las regiones globulares de las
proteínas de bajo PM:

Conel objeto de estimar la homología entre las regiones
globulares de las proteínas P de T.crusi, se alinearon las se
cuencias aminoacídicas de TcPl, TcP2a y TcP2b (Figura D12).
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Discusión
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Figura D12

Tabla
24%

equiva
eIIB)
res

El porcentaje de residuos idénticos se indica en la
TcPl presenta una homología del 27% con TcP2a y del

este grado de homología es
entre la ScPla (L12

25% con L12eIA y 20 % con L12eIB,
1990). En las dos P2 de

son más divergentes entre si (43%de homología)

respectivamente;

y col., cambio,
que

las P2 de S.cerevisiae(56% de homología).
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Proteinas L I(%) E

P2a/P2b 56 24(43) 2

PZa/Pl 51 14(27) 8

P2b/P1 54 13(24) 6

(1) L = R - E/2, donde R es el número de residuos dentro de la
región de comparación (posiciones 14 a 76) y E es el número de
residuos no comparables dentro de la región de alineamiento, y
corresponden a las posiciones de los gaps. La región de com
paración considerada ,posiciones 1 a 64, corresponde a la re
gión globular utilizada para determinar relaciones evolutivas
en la familia P (Newton y col, 1990).

Ramirez y col (1989) identificaron en las proteínas
L10e de archaebacteria la existencia de una región globular
constituida por tres módulos, dos de los cuales se conservan
en las P0 de eucariontes. Uno de estos módulos se halla tam
bien en la región globular de las proteinas P de bajo PM
L12e/P1/P2. Las duplicaciones de éstos módulos en las L10e/P0
han sido interpretadas como la consecuencia de un evento de
fusión génica que pudo haber originado a la proteína L10e en
el antecesor comúnde los tres reinos: eubacteria, archaebac
teria y eucariontes (ver Int., Figura I.6, pág. 28).

Conla intención de visualizar la relación estructural
de TcPOcon las proteínas de bajo PMde T.crusi se alinearon
las secuencias aminoacídicas completas de TcPl, TcP2a y TcP2b
con TcPO (aa 193-321), incluyendo todos los gaps necesarios
para visualizar la conservación de motivos, recuadrados en la
Figura D 13.
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Discusión
20 30
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Figura D13
Comparaciónde las proteínas de la familia P de T. cruzi.

Se recuadran los motivos conservados y se indica el módulo en la región
globular.
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Discusión

En esta comparación se puede observar:

Heptapéptido carboxiterminal:

En las tres P de bajo PM, éste motivo es idéntico al de
eucariontes, con un residuo acídico en su extremo C-terminal
(D). En TcPOsin embargo se asemeja a la secuencia archaebac
teriana, con un residuo final hidrofóbico (F) (Mathesony col.,
1991).
En el sistema P del protista T.thermophila también existen

diferencias en los extremos C-terminales, pero todos son de
tipo archaebacteriano (Andreassen, comunicación personal). Es
decir, el sistema P de T.crusi tiene la peculiaridad de poseer
proteínas P con extremos C-terminales claramente diferentes.

Región acídica:

El motivo acídico EEEEDDDse conserva; TcP2b y TcPl presentan
lisinas, que son halladas en las regiones equivalentes de la
mayoría de las P eucariontes. En T,cruzi esta región carece de
serinas (la excepción es la proteína TcPOde la cepa Tul 2 ,
Disc.,IV.3.3) en contraste con las P de eucariontes metazoos.
La ausencia de serinas en la región acídica es una carac
teristica compartida por las P de los protozoos Tetrahymena
thermophila y Babesia bovis (Andreassen, comunicación personal;
Hansen y col., 1991).

Bisagra:

Se conserva el motivo AAAPAAA,duplicado en TcP2b; el resto de
la bisagra es variable, siendo más corta en TcPO.

Porción modular:

En el límite 3'del módulo T el motivo FDEFDGKde TcPO es
semejante al FAEFAGKen TcP2a (posición 55-63 de Fig D-13), con
ambosaspárticos sustituidos por alaninas.
Avanzandohacia la región aminoterminal se encuentra el motivo

KAXXGXXV(posición 36-43) conservado en las tres proteínas de
bajo PMy ausente en TcPO; a partir de esa posición aumenta la
divergencia de TcPOcon el resto. Esto permite ubicar el limite
aminoterminal de la porción P2 de TcPO entre el motivo KAXXGXXV
y el motivo FAEFAGK,que marcaría el sitio donde ocurrió la fu
sión génica en la P0 ancestral.
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CONCLUSIONES

Se determinó la secuencia completa de la proteina TcP-JL5
(TcPZa) a partir del clonado de un ADNcy de un gen.

Se identificaron cuatro isoformas de la proteína TcP-JL5que
se transcriben en epimastigotes de 1a cepa Tul 2.

Se caracterizaron tres copias genómicas de la subfamilia
TcP-JL5, sus secuencias parciales permitieron identificar
los genes de tres de las isoformas trasncriptas.

La organización genómica de la subfamilia TcP-JL5 en la cepa
Tul 2 consta de al menoscuatro loci en diferentes entornos
genómicos. Análisis de cariotipo molecular indicaron la ex
istencia de loci TcP-JL5 en por lo menos tres especies
cromosómicas de la cepa Tul 2.

Existe polimorfismo de cepas en la distribución genómica de
la subfamilia de genes TcP-JL5.

Se ha caracterizado la secuencia parcial de las porciones C
terminales de dos isoformas de la proteína Tc-P2b. TcP2b
estaría codificada por al menos dos genes en la cepa Tul 2.

Se ha caracterizado la secuencia parcial de la porción C
terminal de la proteina Tc-Pl.

Se determinó la secuencia completa del ADNcde la proteína
TcPO y la secuencia de la porción C-terminal de una
isoforma.

La caracterización de la secuencia C-terminal de TcPO
permitió explicar su comportamiento inmunológico diferente
al resto de las proteínas ribosomales P de T.cruzi.
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10.

11.

12.

Conclusiones

Experiencias de cariotipo molecular localizaron genes TcPO
en dos bandas cromosómicas en la cepa Tul 2, y en una sola
banda cromosómica en la cepa G.

El sistema de proteinas ribosomales P de T.cruzi es el más
homólogos conocidos, en cuanto al
Se han detectado

complejo de los sistemas
elevado número de genes. al menos nueve
genes en la cepa Tul 2.

T. cruzi es el único organismo conocido que presenta antíge
nos ribosomales P con secuencias C-terminales claramente
diferentes.
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VI.APENDICE

APORTES DE LAS SECUENCIAS DE LAS PROTEINAS RIBOSOHALES P A LA

BIOLOGIA MOLECULARDE TEEQfiapfipmfi gmqu

V1.1 Utilización de codones en las proteinas ribosomales P de
T.cruzi

Los genes que codifican las proteinas GAPDHg,Hsp 83, Tubu
lina, Hsp 70 y ubiquitina de T. cruzi, revelan una fuerte ten
dencia hacia los nucleótidos C y G en la tercera posición de
los codones (Kendall y col, 1990).

Se analizó la frecuencia relativa (observada/esperada en
función de la composición nucleotídica) de la tercera base de
los codones en TcPD, TcPl, TcP2a y TcP2b con el programa PUSTEL
SEQUENCEANALYSIS,IBI, Inc.(Tabla A.1). Se observó que si bien
el nucleótido C presenta un sesgo favorable en tres de las cua
tro proteínas P analizadas, también la T es utilizada preferen
temente (frecuencia relativa >1,2%). La base menos usada en la
tercera posición es la A.
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Frecuencias nucleotidicas de regiones codantes

Total 3era Obs./Esp.
base

T: .246 T: .370 1,5
TcP-JL5 = .274 C: .278 1,01
57% G+C = .167 A: .185 0,90

G: .295 G: .185 0,62

T: .197 T: .265 1,35
TcP2b = .300 C: .389 1,29
83% G+C = .171 A: .088 0,51

= .332 G: .257 0,77

T: .209 T: .282 1,35
= .291 C: .409 1,40

TcPl A: .200 A: .082 0,41
59% G+C = .300 G: .227 0,75

T: .204 T: .199 0,97
TcPO C: .277 C: .388 1.4
58 % G+C = .208 A: .062 0,29

: .311 G: .351 1,12

TABLA A.1

Asimismo.el análisis de la frecuencia de dinucleótidos en
las regiones codantes P, indicó el uso preferencial del par TG
y el no uso del par TA (Tabla A.2).
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Dinucleótidos Inusuales
Tasa de frecuencias observadas/esperadas

(Observadas)

>1.2 <0.8

TG*=1.312( .095) CG*= .799( .065)
GA*=1.298( .071) AT*= .745( .034)

IchlLfi GC*=1.293( .105) GT*= .677( .049)
CT*=1.278( .086) TC*= .685( .046)
TT*=1.270( .077) TAX: .609( .028)

TG*=1.617( .106) TC*= .796( .047)
GA*:1.401( .079) GT*= .719( .047)

IQEZh GC*=1.327( .132) AC*= .690( .035)
AA*=1.314( .038) GG*= .639( .071)
CT*:1.294( .076) TA*= .350( .012)
AT*=1.225( .041)

TG*=1.739( .109) AC*: .781( .045)
AA*=1.591( .064) AT*: .725( .030)

IgEl GC*=1.354( .118) TC*= .648( .039)
CT*=1.345( .082) GG*= .640( .058)
GA :1.162( .070) TA*= .362( .015)

ÏQEQ TG*=1.406 GG*= .762
GA*=1.250 TA*: .512

Tabla A.2

Del análisis del uso de codones de la Tabla A.3 se observa que
ninguna de las cuatro secuencias P contiene los siguientes codones:

codón aminoácido

TTA y CTA leucina
ATA isoleucina
TGT cisteina
TAT tirosina
CAG glutamina
CGA y AGA arginina
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En la selección de determinados codones sinónimos, puede
estar involucrada la composiciónnucleotidica de las regiones
codantes correspondientes (Osaway col., 1992). Así, el no uso
de los codones TTAy CTApara Leu y ATApara Ileu, podria estar
asociado a los valores inusualmente bajos en la frecuencia
del dinucleótido TAy del nucleótido A en la tercera base del
codón.

En el caso de la familia de 6 codones sinónimos de arginina
no se utiliza CGAni AGA,y se utiliza preferencialmente el co
dón CGT. En TcPO (22 codones Arginina) el nucleótido A es el
menos utilizado en la tercera posición (frecuencia relativa
0,29%). Sin embargo si se analiza la frecuencia de dinucleó
tidos, se puede observar que el par GAes muyfrecuente (fre
cuencia relativa > 1,2%) y el dinucleótido GTes poco frecuente
(ver Tabla DT5). Por lo tanto, este sesgo desfavorable para CGA
y AGApodria estar asociado a la abundancia intracelular rela
tiva de los ARNt isoaceptores co-rrespondientes (Osaway col,
1992). En E.coli y S.cerevisiae el codón más frecuentemente
utilizado en familias de seis codones es el reconocido por la
especie de ARNtmás abundante (Ikemura, 1981; 1982).

Sería interesante extender estas observaciones a todas las
secuencias disponibles de T.cruzi para un análisis estadístico.
La única información disponible hasta el momentoes el análisis
de 69 genes de T.bruce1, incluyendo VSGs, ESAGsy genes "house
keeping" (Michels, 1986; Parsons y col., 1991). Este estudio
mostró que los genes housekeeping presentan un sesgo en contra
de la base A, en concordancia con lo que se observa para las P
de T.cruzi (A=O,51). Asimismo, el análisis de la frecuencia de
dinucleótidos en T.brucei, reveló el uso preferencial del par
TG y el menor uso del par TA en los 3 tipos de genes (Parsons y
col., 1991).
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TABLA A.3
Uso de codones en las proteínas ribosomales P

TcPl TcP-JL5(B) TcP2b TcPO
A B A B A B A

Ala GCT=A 4.48 ( .082) 3.62 ( .074) 4.46 ( .088) 2.30 ( .040)
GCC=A 6.09 ( .155) 4.47 ( .102) 4.99 ( .149) 1.82 ( .043)
GCA=A 52 ( .009) 3.17 ( .046) 1.03 ( .018) .69 ( .012)
GCG=A 35 ( .009) .75 ( .019) 1.32 ( .044) .93 ( .025)

Arg CGT=R .00 ( .000) .45 ( .009) .00 ( .000) 1.06 ( .019)
CGC=R 00 ( .000) .41 ( .009) .00 ( .000) .91 ( .022)
CGA=R 00 ( 000) 00 ( .000) .00 ( .000) .00 ( .000)
CGG=R 00 ( 000) 00 ( .000) .26 ( .009) .12 ( .003)
AGA=R 00 ( 000) 00 ( .000) .00 ( .000) .00 ( .000)
AGG=R 00 ( 000) 00 ( .000) .00 ( .000) .15 ( .003)

Aan AAT=N .00 ( 000) 1.19 ( .009) .00 ( .000) .35 ( .003)
AAC=N 1.56 ( .018) .00 ( .000) 1.00 ( .009) 2.59 ( .031)

Asp GAT=D 2 17 ( .027) 2.82 ( .037) 3.14 ( .035) 1.65 ( .022)
GAC=D 3 65 ( .064) 2 54 ( .037) 2.06 ( .035) 3.12 ( .056)

Cys TGT=C .00 ( 000) 00 ( .000) .00 ( .000) .00 ( .000)
TGC=C 50 ( 009) 45 ( .009) .89 ( .018) .88 ( .016)

Gln CAAzQ .00 ( 000) 00 ( .000) .00 ( .000) .00 ( .000)
CAG=Q 1 04 ( 018) 00 ( .000) .00 ( .000) 1.39 ( .025)

Glu GAAzE 2.27 ( .027) 1.98 ( .019) 3.63 ( .035) 1.39 ( .019)
GAG=E 1.01 ( .018) 2.94 ( .046) 2.79 ( .053) 2.79 ( .056)

Gly GGTzG 2.90 ( 055) 84 ( .019) 1.61 ( .035) 1.58 ( .031)
GGA=G 00 ( 000) 1 51 ( .037) 1.32 ( .044) 1.39 ( .037)
GAA=G 2 27 ( 027) 1 77 ( .028) .00 ( .000) .15 ( .003)
GGG=G 34 ( 009) 70 ( .019) .00 ( .000) .10 ( .003)

His CAT=H .00 ( .000) .00 ( .000) .00 ( .000) .53 ( .006)
CAC=H 00 ( 000) 00 ( .000) .00 ( .000) .19 ( .003)

Ile ATT=I 1 04 ( 009) 00 ( .000) 1.32 ( .009) 1.79 ( .016)
ATC=I 1 49 ( 018) 00 ( .000) 1.74 ( .018) 2.37 ( .028)
ATA=I 00 ( 000) 00 ( .000) .00 ( .000) .00 ( .000)

Leu CTT=L 1.43 ( 018) 2 71 ( .046) .75 ( .009) 2.15 ( .025)
CTC=L 1.03 ( 018) 49 ( .009) 1.48 ( .026) .99 ( .016)
CTA=L 00 ( 000) 00 ( .000) .00 ( .000) .00 ( .000)
CTG=L 1 49 ( 027) 00 ( .000) .89 ( .018) 2.47 ( .043)
TTA=L OO ( 000) .00 ( .000) .00 ( .000) .00 ( .000)
TTG=L 69 ( .009) .50 ( .009) .00 ( .000) .96 ( .012)
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Lys

Phe

Pro

Ser

Thr

Tyr

Val

AGC=S

ACT=T
ACG=T
ACA=T
ACG=T

TAT=Y
TAC=Y

GTT=V
GTC=V
GTA=V
GTG=V

TAA=
TAG:
TGA=

HA

AAAñf-‘A

HARA

“AAA

.000)

.027)

.000)

.009)

.000)

.045)

.000)

.018)

.009)

.009)

.000)

.009)

.027)

.009)

.000)

.027)

.000)

.009)

.000)

¡Jr-H

HH

HHH

1.19

.00

AñññññAAAAHI“

“AAA

AA‘

.009)

.046)

.046)

.000)

.028)

.028)

.000)

.000)

.037)

.000)

.019)

.009)

.009)

.000)

.019)

.019)

.009)

.009)

.000)

.019)

.037)

.009)

.028)

.009)

.009)

.000)
( .000)
HH

HH

ññAñAr-sAñññññ

“Ahí-N
AAAARARA/NAAHAAAH

hay-NA

.009)

.000)

.028)

.006)

.025)

.000)

.025)

.003)

.019)

.006)

.040)

.003)

.000)

.000)

A: tasa de frecuencias observadas / esperadas por codón respecto a la
composición nucleotidica de las regiones codantes de cada proteina.

B: frecuencia observada de cada codón en la proteina correspondiente.
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V1.2. Comparación de los extremos 3' no codantes de los ADNcde
proteínas ribosomales P de T,cru51:

Búsquedade secuencias consenso de poliadenilación:

En los kinetoplástidos no se han descrito señales de clivaje
y poliadenilación análogas a la AAUAAAde los ARNmeucariontes
(Sather y Agabian,1990). Experiencias con extractos nucleares
de T.cruai demostraron la poliadenilación de transcriptos exó
genos en forma inespecifica (Zwierzynski y col, 1989).

Dado que los fagos JL5, G13, L6, JL52, CH3, 823 provienen de
bibliotecas de ADNcsintetizados a partir de un primer oligo
dT, se realizó una búsqueda de motivos conservados en los ex
tremos 3' de estos clones de T.cruzi , con objeto de identifi
car señales potenciales de poliadenilación (Figura A.1).

Esta comparaciónpermitió identificar tres motivos conserva
dos, en algunos casos repetidos:

I. G T T T T

II. T T T A T T/G

III. A/T T G A A/G

Para completar la comparación se incluyeron secuencias de
las regiones 3' no codantes de una serie de ADNcde T,cru31
clonados por otros grupos de investigadores (Figura A.1). Se ob
servó:

I) el motivo GTTTT. entre 6 y 58 bases rio arriba del sitio de
poliadenilación.

II) El motivo TTTATT\G,a una distancia más variable, entre 1 a
95 bases río arriba.
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III) El motivo III ( T/A TGAA/G), entre 4 y 25 bases rio arriba
del sitio de poliadenilación, en promedio el más próximo de
los tres motivos al tracto poli A.

En algunas secuencias como TcPZb, P0(Tul 2), SA85-1 y ubi
quitina estos motivos se encuentran superpuestos: se conser
va la orientación de los motivos 5' I-II-III 3'.

El motivo I fue detectado en 13 de los 15 ADNcanalizados
El motivo II en 14/15 y el motivo III en 13/15. La excepción
fueron los genes de choque térmico, que presentan en su ex
tremo 3'repeticiones caracteristicas de motivos CTTy ATT
(Dragon y 001., 1987).

La secuencia AAAATTYT(Y:pirimidina) propuesta in
icialmente como señal de poliadenilación en tripanosomátidos
fue identificada solo en los ARNmpara los antígenos de super
ficie de 85 kDa (Kahn y col, 1990, Fouts y col, 1991). La señal
AACACCpresente en el ADNcIFS, propuesta por Gonzalez y 001.,
(1985) solo fue hallada en el extremo 3' no codante del ADNc
TSA-l (Fouts y col., 1991)

En levaduras existen dos tipos de señales de poliadenila
ción (Irniger,S y col, 1991):

una señal fuerte , unidireccional TTTTTAT.
una señal menos eficiente, bidireccional TAG...TATGT...TTT.

La señal TTTTTATse asemeja al motivo TTTATT/Gpresente en los
extremos 3'de los ARNmde T,cru31.

La detección de motivos diferentes en los genes para protei
nas de choque térmico, en los genes de antígenos de superficie de
85 kDa y en el resto de los ADNcanalizados, sugiere que en T.
cruzi pueden existir secuencias 3' no traducidas (3'UTRs) asocia
das a la regulación particular de los distintos grupos de ARNm
(Jackson y Standart, 1990; Shaw y Kamen,1986).
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FIGURA A.4

Motivos conservados en regiones 3'no codantes de ARNmde T.cruzi.

A: Proteínas ribosomales P

1)PJL5(Tu12):
AGACAAATGCTTATIIIAIIIIAIITTTGATTTTGTTTCTCTGÏIÏICCAIQAA
GAGGCGCT(A)n 1 2

1')P-JL5(RA): 1 2
AGACAAATGCTTATÏIIAIIIIAIITTTGATTTTGTTTCTCTGIIIICCAIGAA

GAGGCGCTAGAGTCCTGIGAAT(A)n

2)TcP2b:
GTGCAGCGGCATGCAACGTGCCGGAGCAGAAAGGGACTGCGTCACTGCTCTAGAACAAGG

AAGAACATACTGGCCGCCGTATTTGGGGTGCAAGACTGGAAGGCATCTTGCAGTTCGGCA

ACTTTTTTTGATTCTGIIIITTCTAIIIAIGAAIGAATTT(A)n
1 2

3)TcP1: 1 2
GCGTCGAGAAGCCCCTTTCTTGAAGGATTTACACACAAGTGGCATGGIIIIGIIIITTGT

GIIIIGIIIICTCAAATAIIIAIICACTCAACAAAAAAIGAGATTATATAT(A)n
3 4

4)PO(Tu1 2) 1
GCTACGCAATGGAGAACTGCAGTÏÏIAIITTGATTTTTTTTTTTTTGTGTGTGTGÏIÏIQ

IIIIAIIIGAGCCTGCG(A)n
2

5)P0(RA)
CCTACAAGGTAGAGAAGAAAGIIIICGGAACTTATIIIAÏITTGIIIITTGIIIIIÏAÏI
CTCATATTT(A)n
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B: Otros ADNcclonadoe de T.crusi

1)Cruzipaina (Aslund y 001., 1991)
GGGCACTCTTTGTTTCTGATGCTGCCTTTTTTCTCATTTTACTTTIIIAIIATTATTGAG

CGAGCGTCGGTGCTGCGGCACACTGGGCAAATAAGTCCAGTGGAGTGGATTGCTTATTGA

TTTGCTCCATGTAIIIAIITTCTTTTTTGAGCACAACTGCAAATATGTGTCCGCGATCGA

CGACGTATCAGCCACGCGTGTGIIIITTCTATTATATGCTTCTGIIGAGCGCCCGAn

2)SA85-1(1.1) (Kahn y 001., 1990)
(894 b río abajo del codón TGA)

TTTTGTGTGGÏIÏICTTATCATGATTTGTGTGTATCCGTAATAGAGGACGACATTTTCTT

TTTCTTGIIIITTCTTGIÏIITTCTTGIIIITCCTTTTTTTTTCTTTCATTTTTTTCCCC
AAAGTGTGATTTGTGGAATGGTGAAGAIGAATTTTTTAAAATTTTAATAGIIIIIIAIGA

(A)n

3)TSA-1 (Fouts y 001., 1991)
(701 b río abajo del codón TAG)

CAATTTTGGAAQAAQATGGTAGTTAGGTTCTTTTTTTGTGTTTGTGTTTTTTCTTTTTTT

TTTTTGCGTGTGTGTGAAACAGTAAACAGTAATAGAGGACGACAATTTTTTTTTTTTTTT

TGCGTGTGTGTGGAACAGTAATAGAGGACAACCTTTTTCTTTTTTAATAATTATTTTGTG

TGAGGGGGTTAATATATGATGAAAGGGAATTTGIIIITTCTAAAIIAIIIIGAATAAATT

TÏIIAIGAATTGCCGCTGTTTGGTCTCGAGTACC(A)n 3505
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4)Ubiquitina (Swindle y 001.,1988)

TCTGCGATGCTGGACCGACGCATTGAAATACACACCGTCTTCGGCGTTCCTTTTTTTTTT

ATATGIIIITIIIAIIGAGAAGATGTTTTGTTCT(A)n

5)IF8 (Gonzalez y 001., 1985)
AGCTCGCGGGCCGCAGAGTGACGTGCCCGCGCCGTTGCCAATGTAAACACCGTGTCCGCA

TGCGGCGAGGCACTTGIIIITGCTGGGCGGAGCACATTCTCCACIIIAIGTAGIIGAIGG

TCATTTTTACCTTCTACTGTCGTT(A)n

KAP(Gonzalez y 001., 1990)
CTATIIIAIITTATIIIAIICIIIAIIATTAIIIAIITCATTAATTGTTGGAGGGCTCTC
TTGTCATTCCCACCTCCACCTCCACCTTCTTCTCACCTATGCAGCGCACATATIIGA(A)

n

6)Hsp70(RA) (Engman y 001., 1989a)
GAGCGCATCCCCGAAGATGTTCTCATGGCGGCGTCTGCTCGCGAACCAATAGCCCGTTGG

IIIICTCCCTGTAGAGCGTAGAGGTCTGCGACAAACCCAGCTGCCATCACTATIIIAIIA

TTGGTTTTTTCCCCTCTCCAIIAIIAIIAIIAIIAIIAÏIGIIIITCTTCGCTCTCCAÏI
AIIAIIAIIQIIAIIAIIAIIACGGTTGTTT(A)n

7)HSP85 (Dragon y 001., 1987)
AAGTGCTGCATTTGCCGTGGACCTTCCTTTCTTTTTCTTTTTCTTTTTCTTTTTCTTTGT

GATGCGCTGGGGCTTTCTAACAGGAAATTCTTCTTTCCCACCCACACTAIIAIIAIIAIÏ

AIIACTAIIAIIAIIAIIAIIAIIAIIAIIAIIIGGCTCGGTAAGGGAATAA(A)n
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