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L. INTRODUCCION

A. LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Al. Desarrollo y sintomatologia

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas es una parasitosis localizada en el continente
americano, causada por el protozoo parasito Trypanosoma cruzi y transmitida por diversas especies de insectos

de la familia Reduvidae (Chagas 1909).

Actualmente constituye un importante problema de salud publica para la poblacién americana donde
alrededor de 90 millones de habitantes de las zonas rurales de la poblacién (25% de la poblacion total) estan

expuestos al riesgo de contraer la enfermedad, y se estima en aproximadamente 18 millones el numero de

personas que padecen la enfermedad (WHO 1997).

En humanos, la enfermedad de Chagas presenta dos fases de evolucion clinica. Una primera fase aguda
que comprende entre los 2 y los 6 primeros meses de infeccién y se caracteriza por una sintomatologia de
intensidad y duracién variables y por parasitemias de mayor magnitud que en la fase cronica. En la mayoria de
los casos esta fase pasa desapercibida, con sintomas leves o inexistentes, mientras que en otros se producen
sintomas que van desde un sindrome febril, la aparicion de lesiones locales en el sitio dé entrada del parasito que

reciben el nombre de chagoma cuando es en la piel o “signo de Romanha™ cuando es a través de la membrana

ocular, o la muerte del paciente en un 2% de los casos.

Estos sintomas desaparecen a los pocos meses y la enfermedad evoluciona hacia una fase cronica con
parasitemia baja y asintomatica. La enfermedad puede evolucionar hacia una fase crénica, generalmente a los 5-
15 afios después de la infeccion. En el 30-40% de los casos se desarrollan sindromes chagasicos
(miocardiopatia, megacolon, megaeséfago), mientras el resto de los casos desarrolla la forma indeterminada o

asintomatica. En el caso de aparecer lesiones cardiacas, éstas pueden ser de moderadas a graves, conduciendo a

[a muerte del enfermo.
A2. QUIMIOTERAPIA

En la actualidad no existe un tratamiento efectivo disponible para combatir la enfermedad de Chagas.
El éxito alcanzado por paises como Uruguay y Chile en detener la transmision del parasito (TDR 1994) se debe

principalmente al control del insecto mediante insecticidas y por el control de los bancos de sangre, donde el uso



de violeta de genciana ha demostrado ser efectivo en la eliminacion de los parasitos de las reservas de sangre

(Docampo and Moreno 1990).

El actual tratamiento de la enfermedad se basa en dos farmacos nitroheterociclicos, el nitrofurano
nifurtimox y el 2-nitroimidazol benznidazol. El nifurtimox en condiciones aerobias es rapidamente reducido, y
reacciona con el oxigeno para formar radical superéxido (Docampo and Moreno 1990), altamente toxico por si
mismo y por los subproductos que genera al reaccionar. Se piensa que la actividad tripanocida del nifurtimox se
debe a esta produccién de superdxido. El benznidazol no estimula la produccién de superoxido ni de peroxido
de hidrégeno a las concentraciones que inhibe el crecimiento de 7. cruzi (Moreno, Docampo et al. 1982), y su

mecanismo de accién parece ser a través de la union covalente a macromoléculas (de Castro 1993).

Ambos fairmacos tienen una actividad significativa durante la fase aguda de la enfermedad, pero fallan
en el tratamiento de la fase cronica. Por tanto, para la mayor parte de los casos no existe un tratamiento eficaz.
Por otra parte estos farmacos son altamente toxicos y producen importantes efectos colaterales (Gorla 1988),
(Gorla 1989). Se ha descrito ademas que la susceptibilidad a ambos farmacos varia segun la cepa utilizada

(Brener, Costa et al. 1976); Andrade y col., 1985), asi como también la existencia de resistencia natural a ambos

farmacos (Filardi and Brener 1987).

Por ello, el estudio de T cruzi esta enfocado en las enzimas que sean esenciales para su metabolismo y
en la expresion de ciertos genes; todo en un esfuerzo conjunto para determinar diferencias presentes entre el

hospedero y el parasito, las que podrian ser explotadas para el disefio racional de drogas.

B. Trypanosoma cruzi: GENERALIDADES

T. cruzi es un protozoario perteneciente a la clase Zoomastigophora, Orden Kinetoplastidae, Familia
Trypanosomatidae, Género Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum. El Orden Kinetoplastidae esta defrmdo
por la presencia de una mitocondria iinica que se denomina kinetoplasto. A este orden pertenecen organismos de
vida libre y organismos parasitos, mientras que los tripanosomatidos, es decir, aquellos organismos

pertenecentes a la familia Trypanosomatidae, son parasitos exclusivamente.

El ciclo de vida de este parasito transcurre entre dos huéspedes, uno invertebrado, el insecto vector, y
uno vertebrado, entre los que se han descrito mas de 100 especies de mamiferos pertenecientes a diferentes

ordenes.

Durante su ciclo de vida 7. cruzi presenta tres formas principales o estadios, relacionadas con los
distintos entornos (Figura A1l). Las formas epimastigotas, replicativas, se caracterizan par tener el kinetoplasto
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contiguo al niicleo, en su parte anterior, y un flagelo que emerge de la zona media de la célula. Las formas
tripomastigotas, no replicativas, presentan una forma alargada con el kinetoplasto en la zona posterior, y un
flagelo que si bien emerge de la parte posterior de la célula, permanece unido a ésta por la membrana ondulante
en su trayecto desde la extremidad posterior a la anterior, adonde queda libre. Las formas amastigotas,

intracelulares y replicativas, son redondeadas, sin flagelo, y con el kinetoplasto cercano al nucleo.

Cuando el insecto vector ingiere sangre del vertebrado (Figura A2), deposita sus heces contaminadas
con tripomastigotas metaciclicos que pueden ingresar al torrente sanguineo a través de un punto de
discontinuidad, como por ejemplo la propia herida causada por la picadura. Los parasitos alcanzan el torrente
sanguineo, desde donde pueden invadir varios tipos celulares, principalmente células del sistema fagocitico
mononuclear, células musculares y células nerviosas. Una vez dentro de la célula, las formas tripomastigotas se
transforman en amastigotas y comienzan a replicarse dentro de la célula hasta hacerla estallar. Unas 12 horas
antes de liberarse de la célula, los parasitos comienzan a sufrir una transformacion hacia tripomastigotas, que es
la forma como circulan por la sangre. Cuando la sangre del huésped vertebrado es ingerida por el insecto vector,
los tripanosomas pasan al intestino del insecto, donde se transforman en epimastigotas. Las formas
epimastigotas se adhieren a las paredes del intestino medio del insecto, donde se multiplican activamente, y
posteriormente migran hacia la ampolla rectal donde se transforman en tripomastigotas metaciclicos. Estos

tripomastigotas se eliminaran por las heces, comenzando un nuevo ciclo (Pinto Dias 1991).

10
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Figura Al. Esquema de la ultraestructura de 7rypanosoma cruzi a) Formas epimastigotas, b) formas
tripomastigotas y c) formas amastigotas. F, flagelo; G, aparato de Golgi; N, nicleo; RE, reticulo endoplasmico;
K, kinetoplasto; M, prolongaciones del kinetoplasto con doble membrana y crestas mitocondriales.

11



0000000000000 000000000 00000000000000OCKNCGNOIOGIOGOINOOIOOIOBNOINOINOIIINYYSGITOEPRNOYTS

2
Tl 4zf/////m/wy//y/////%wmﬁ,z///zm/ﬂ/ZV/#/////////W////M’/l/ﬁA/z/ 7 WA

D

Figura A2. Ciclo vital de 7rypanosoma cruzi. Los tripanosomas en el estadio epimastigota se replican en el
intestino del insecto (A); en la ampolla rectal (B) se transforman en tripomastigotas metaciclicos, que son
eliminados por las heces (C); al penetrar en el huésped vertebrado los parasitos invaden células del sistema
fagocitico mononuclear cutaneo (D) donde, bajo la forma de amastigotas comienzan a multiplicarse. Al estallar
la célula pasan a la sangre como tripomastigotas (E), diseminandose por el organismo e invadiendo musculos y
otros tejidos (F). El ciclo se cierra cuando la sangre del paciente es ingerida por el insecto (G), y las formas

circulantes llegan al intestino del insecto y s€ transforman en epimastigotas.

C. Biologia molecular de T. cruzi

C1. Almacenamiento de la informacion genética en Trypanosoma cruzi.

En la mayoria de los eucariotas, la informacién genética se puede dividir de acuerdo a su ubicacion en

nuclear y mitocondrial, lo que implica la presencia de dos genomas. El ADN de los tripanosomatidos se

organiza también en nuclear y mitocondrial, pero este ultimo a su vez se subdivide en maxicirculos y

minicirculos, de funciones distintas , COmoO VEremos mas adelante.

¥



El tamafio del genoma de 7. cruzi ha sido estimado entre 100 y 200 Mb dependiendo del clon estudiado
(Henriksson, Solari et al. 1996). Dentro de su genoma, el 51% corresponde a secuencias medranamente
repetidas, el 23% a secuencias de copia tnica y el resto a secuencias altamente repetidas (Castro, Craig et al.
1981). Los genes medianamente repetidos suelen presentar una organizacién en tindem, pudiendo estar esta

unidad de repeticién presente en uno o varios Cromosomas.

Debido a que la cromatina de 7. cruzi no se condensa de forma visible durante la mitosis, no se ha
podido determinar el nimero exacto de cromosomas de la especie. La técnica de electroforesis en campo
pulsado ha permitido un acercamiento a la organizacion cromosomica del parasito. Una de las caracteriticas mas
notables es el polimorfismo en el tamaiio y nimero de cromosomas entre los distintos clones (Aymerich and
Goldenberg 1989); (Henriksson, Aslund et al. 1990), siendo el nimero de cromosomas superior a 40, con un

tamafio de entre 0,45 y 4 Mb (Henriksson, Solari et al. 1996).

La ploidia de 7. cruzi permanece ain sin aclarar. Los estudios utilizando sondas especificas sugieren
diploidia (Henriksson, Aslund et al. 1990), aunque también existen estudios relacionados con el contenido de

ADN de parésitos provenientes de un mismo clon, que sugieren aneuploidia (McDaniel and Dvorak 1993).

El ADN del kinetoplasto de 7. cruzi constituye el 16-30% del ADN total, y estd compuesto por dos
tipos de ADN circular, denominados minicirculos y maxicirculos, concatenados entre si formando una red

altamente compleja facilmente observable al microscopio electrénico (Chen, Rauch et al. 1995).

Los maxicirculos tienen un tamafio de aproximadamente 40 kb, encontrandose en un namero de 20 a 50
por kinetoplasto. Contienen los genes codificantes para las proteinas y ARN ribosomales mitocondriales y
constituyen el equivalente al ADN mitocondrial de los eucariotas (Simpson 1987). Los minicirculos tienen un
tamafio de 1,4 kb encontrandose en un niimero de alrededor de 30000 por parasito. Estos minicirculos contienen
las secuencias codificantes para los ARN guias necesarios para la correccion de los transcritos mitocondriales

(Pollard, Rohrer et al. 1990); (Sturm and Simpson 1990); (Stuart 1991); (Simpson and Kretzer 1997).
C2. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION GENETICA EN Trypanosoma cruzi

C2a. Transcripciéon policistronica.

Una de las caracteristicas de los tripanosométidos es que los genes no presentan intrones. Por otra
parte, estos genes se encuentran organizados en densos grupos a nivel del ADN separados por cortas regiones
intergénicas. Estos grupos de genes se transcriben como precursores policistrénicos (Fig. A3) que pueden tener
hasta 60 kb (Johnson, Kooter et al. 1987). La transcripciéon de mas de un gen junto con sus regiones intergénicas

13
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se observo por primera vez en el caso del gen 1F8 de T. cruzi (Gonzalez, Lerner et al. 1985), observandose

posteriormente en otros genes de tripanosomatidos. Esta molécula precursora sufre un proceso de maduracion

consistente en la adicién en el extremo 5' de una secuencia denominada mini-ex6n y la poliadenilacion del

extremo 3' (Fig. A3).

Iniciacion
Gen 1 Gen 2 Gen 3

:

A

‘

ARNm 1 ARNm 2 ARNm 3
WEEREEE A, WA, REEEA,

Figura A3. Mecanismo de maduracion de ARNm en tripanosomatidos. El pre-ARNm policistrénico es
procesado a medida que avanza la transcripcion, por adicion del miniexén en su extremo 5°, y de la cola poli en

su extremo 3°.

C2b. Adiciéon del mini-exon.

Todos los ARN mensajeros caracterizados hasta el momento en tripanosomatidos presentan en su
extremo 5' una secuencia conocida como mini-exén o "spliced leader”" (ME) que en el caso de 7. cruzi consta de
39 nucle6tidos (De Lange 1983). El proceso mediante el cual los mensajeros adquieren este mini-exon se
conoce como "trans-splicing", ya que es una reaccion intermolecular de procesamiento del ARN por la cual
exones de dos moléculas distintas de ARN se unen para formar un ARN maduro. Una de las secuencias, la
secuencia lider, de 39 nt, deriva de una molécula mayor, de entre 85 y 140 nucleétidos dependiendo de la
especie (Ullu 1996), y se va a unir al ARN mensajero inmaduro por accién de una ligasa de ARN, en un
mecanismo similar al del cis-splicing de eucariotas superiores (Figura A4). Este fenomeno ocurre co-
transcripcionalmente (Ullu, Matthews et al. 1993) y es necesario para la correcta traduccioén de los mensajeros;

ensayos realizados utilizando oligonucle6tidos complementarios a esta secuencia inhiben la traduccion de los

14
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mensajeros en 7. brucei, sugiriendo que todos ellos presentan este mini-ex6n en su extremo 5' (Cornelissen,

Verspieren et al. 1986); (Walder, Eder et al. 1986).

Previamente al proceso de "trans-splicing", el mini-exén adquiere en su extremo 5' una estructura de
CAP o caperuza siendo su adicion necesaria para el procesamiento del mini-exon (Ullu and Tschudi 1991). En
tripanosomatidos la estructura CAP consiste en una 7-metilguanosina mas los primeros cuatro nucleétidos
modificados por la adicién de grupos 2'0O-metilo, por lo que se la denomina CAP 4 (Bangs, Crain et al. 1992), a

diferencia de eucariotas superiores donde no son mas de dos. Su funcién seria proporcionar estabilidad a los

transcritos.

En 7. brucei el gen que codifica para el mini-ex6n se encuentra organizado en una unidad de 1,35 kb

con aproximadamente 200 copias del gen (De Lange 1983). Este gen produce un transcrito de 140 bases

denominado "medARN" que contiene en su extremo 5' la secuencia del mini-exén con la estructura CAP 4. Este
"medARN" es quien actiia como donante de la secuencia del mini-exén (Fig. A4) en el proceso de "trans-

splicing" (Sather and Agabian 1985).

3’+SS 5’+SS
@l -GU + AG- B Precursores
Med ARN pre-ARNm
GU
+ AG- T Intermediarios

o AG- + @ME] | Productos
ARNm

Figura A4. Representacion esquematica de los pasos del proceso de transplicing. Los exones se representan
como rectangulos y los intrones como lineas. Se indican los dinucleétidos conservados GU y AG. . ME,
miniex6n; medARN, ARN precursor del miniex6n; SS, sitios de splicing. El circulo negro representa la

estructura CAP 4.

La adicion del mini-ex6n se produce en un dinucleétido AG localizado corriente arriba del codon de

iniciacion y a distancias variables (Agabian 1990), y puede estar precedido por un tracto de polipirimidinas. La
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maquinaria que participa en el procesamiento de los precursores recibe el nombre de ayustosoma o
"spliceosome". Si bien no est4d completamente caracterizada, se supone que es similar a la descrita en eucariotas

superiores donde participan un complejo de proteinas y ARN nucleares de pequefio tamatfio.

C2c. Poliadenilacion.

La poliadenilacién de los ARN mensajeros es un proceso por el cual se aflade al extremo 3' de los
transcritos una cola constituida por un nimero variable de adenosinas que se denomina cominmente como “cola
poli A”. En tripanosomatidos, el proceso de poliadenilacion es similar al de eucariotas superiores € implica la
participacion de una endonucleasa especifica que corta el premensajero en su extremo 3'. Posteriormente, la
enzima poli A polimerasa afiade los nucledtidos de adenosina utilizando como sustrato el ATP. La adicion de
esta cola poli A tendria una funcién reguladora de la expresiéon génica en tripanosomatidos al determinar la

estabilidad de los mensajeros y por lo tanto sus niveles en la célula (Hug, Carruthers et al. 1993).

En eucariotas superiores se ha descrito una secuencia conservada AAUAAA que actila como sefial de
poliadenilacién (Wahler 1992). En tripanosométidos no se han encontrado secuencias que puedan estar
relacionadas con una sefial de poliadenilacion. Varios trabajos han demostrado que el proceso de adicion del
mini-exon y la poliadenilacion estan acoplados, produciéndose primero la adicion del miniexén, y seria la seiial
del aceptor del mini-exén la que determinaria la poliadenilacion del extremo 3' del gen situado corriente arriba

(Ullu, Matthews et al. 1993); (LeBowitz, Smith et al. 1993); (Hug, Hotz et al. 1994)

C2d. Regulacion de la expresion génica.

La biosintesis de grandes moléculas de ARN precursoras de ARNm conlleva la pregunta de como
regulan la expresion los tripanosomatidos. Existen varias evidencias para afirmar que, a diferencia de la mayor
parte de los eucariotas, donde el principal punto de regulacion es a nivel de la iniciacion de la transcripcion, en
los tripanosomatidos la regulacién es co- o post-transcripcional. Una vez sintetizado un ARN policistronico, los
genes para los que codifica pueden ser expresados: (1) con similares niveles, como las ealmodulinas o tubulinas
(Sather and Agabian 1985); (Tschudi and Ullu 1988), (2) a muy diferentes niveles, como los genes de la
glicoproteina variable de superficie VSG (Shea and Van der Ploeg 1988); (Pays, Coquelet et al. 1989), 0 (3) a
niveles que varian enormemente dependiendo del estadio de desarrollo del parasito, como en el caso de la
aldolasa (Vijasharaty 1990). Consecuentemente, el determinante primario de la regulacion de la expresion
génica en tripanosomatidos es a nivel de las reacciones de procesamiento que ocurren en las regiones
intergénicas del pre ARNm. Esto es una diferencia sustancial con la mayoria de los eucariotas, donde el

determinante primario de la regulacién es a nivel de la iniciacion de la transcripcién (Maniatis, Goodbourn et al.
1987).
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Por otra parte se ha descrito que los genes de 7. cruzi se pueden dividir en dos grupos de acuerdo a su
uso de codones (Alvarez, Robello et al. 1994). La mayor parte de los genes presentan un uso de codones similar
al de Leishmania y Crithidia, que se caracterizan por un alto contenido en G+C en la tercera posicién. Sin
embargo, existe un grupo de genes que en la tercera posicion presentan un alto contenido en A+T, y estos genes
son de baja expresion. Se ha propuesto que esta correlacién entre uso de codones y niveles de expresion pueda
ser debido a una diferencia de abundancia en los ARNt, y por lo tanto, que este fuera un mecanismo de

regulacion de los niveles de expresion génica (Alvarez, Robello et al. 1994).
C2e. Correccion del ADN mitocondrial: ""RNA editing"'.

El proceso de correccién de los mensajeros mitocondriales o "RNA editing" es caracteristico de los
tripanosomatidos y constituye un sistema de regulacion de la expresion de los genes mitocondriales. El proceso
consiste en la adicién o delecién de uridinas a los transcritos mitocondriales primarios que producen la aparicion
o el ajuste de los marcos de lectura de los genes mitocondriales (Hadjuk 1993). El proceso de correccion se
realiza a través de los llamados ARN guias codificados en los minicirculos. Estos ARN guias se aparean al sitio
correspondiente en el transcrito primario, seguido de la formacion de un enlace fosfodiéster entre la cola poli U
y puntos de apareamiento incorrecto ("mismatch") en la zona complementaria, lograndose de esta manera la

complementaridad entre los ARN guias y el premensajero (Simpson and Kretzer 1997).

D. Fosforilacion de Proteinas

La fosforilacion es la modificaciéon postraduccional mas importante que emplean las c€lulas para
regular la actividad biolégica de sus proteinas. Esta modificacion es realizada por las enzimas llamadas
proteinas quinasas. Entre los diversos mecanismos de regulacion en que participan las proteinas quinasas se
encuentran. entre otros, la transduccion de sefales inducidas por agentes mitogénicos, la transformacion
oncogénica y el control de la expresion génica, todos ellos intimamente relacionados con diferenciacion y otros
procesos fundamentales. La importancia de la fosforilacion de proteinas en estos procesos ha impulsado el

interés en la identificacion y caracterizacion de las quinasas responsables de la regulacion de la proliferacion y

diferenciacion celular.

Las proteinas quinasas conforman la mayor familia de proteinas identificada hasta el momento y consta
de mas de 400 miembros (Hanks and Quinn, 1991. Hanks and Hunter, 1995). Segun el residuo aminoacidico
modificado en la reaccidn de fosforilacion, las proteinas quinasas se dividen en serina/treonina quinasas, tirosina
quinasas y enzimas que fosforilan ambos tipos de residuos (serina/treonina y tirosina); son las quinasas de

especificidad dual. Las serinas/treonina quinasas corresponden al mayor grupo de quinasas identificadas y
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muchas de ellas se han relacionado con la transduccion de las sefiales que suceden a los estimulos mitogénicos,
conformando cascadas de fosforilacion que transducen estas sefiales al interior de la célula. La fosforilacion en
residuos de tirosina se observa en un nimero menor de proteinas que la fosforilacion en serinas o treoninas y se
relaciona directamente con estimulos mitogénicos, ya que la gran mayoria de estas quinasas se encuentran en el
dominio citosélico de los receptores para factores de crecimiento. Las quinasas de especificidad dual
corresponden a un reducido grupo dentro de esta familia y se relacionan con importantes puntos de regulacion
dentro de las cascadas de fosforilacion que regulan el ciclo celular. Se debe mencionar la existencia de un grupo
de proteinas quinasas llamadas histidinas quinasas, que catalizan la transferencia de grupos fosforilo sobre
residuos de acido aspartico (derivan su nombre de una autofosforilacion en histidina durante una etapa
intermedia de la catalisis). Estas quinasas estan involucradas en sistemas reguladores de bacterias (Hanks and

Hunter 1995).

Para que la fosforilacion/desfosforilacion llevada a cabo por las enzimas sirvan como regulacion
biologica, éstas necesitan a su vez ser controladas. Muchas quinasas son reguladas por efectores especificos o
segundos mensajeros. Asi, hay quinasas dependientes de cAMP, de calcio, de cGMP, etc. Otras quinasas son
reguladas aparentemente no a través de efectores especificos sino de “efectos dirigidos por los sustratos™, en los
que un metabolito dado o un ién metalico se combinan con el sustrato de la quinasa convirtiéndolo en un
“mejor” o “peor” sustrato para la quinasa. La fosforilacién de un sitio también influye para hacer de otro sitio
adyacente un mejor sustrato para una quinasa dada. Las serina/treonina quinasas se han agrupado en
subfamilias, varias de ellas segin el tipo de segundo mensajero que las regulan, por ejemplo, las dependientes
de nucledtidos ciclicos, las dependientes de calcio y fosfolipidos o las dependientes de calcio y calmodulina.
Dentro de las serina/treonina quinasas existen algunas que no presentan este tipo de regulacién; a este grupo de

quinasas independientes de segundos mensajeros pertenecen las protefnas quinasas CK1 y CK2.

CK1 y CK2 (caseina quinasas CKI y CKII) presentan como caracteristica comun la capacidad de
fosforilar residuos rodeados de aminoacidos acidos (Tuazon and Traugh 1991) (Issinger 1993). Derivan su
nombre del uso tradicional de caseina como sustrato para ensayos in vitro y del orden de elusion en una

columna de DEAE-celulosa.

E. La familia de proteinas CK1

Sobre la base de la estructura primaria de los dominios cataliticos de las proteinas quinasas
identificadas, éstas se han ordenado en diferentes grupos dentro de un érbol filogenético (Hanks and Quinn
1991) (Hanks and Hunter 1995). Se ha observado que CK1 y CK2 no pertenecen a la misma familia: CK1
estaria mas relacionada con otras quinasas como glicogeno sintasa quinasa 3 (GSK-3), las quinasas

dependientes de ciclinas (CDK) y las quinasas actividas por mitégenos (MAPK). CK1, en cambio, conforma
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una subfamilia que ocupa una region tunica en el arbol filogenético de las quinasas, debido a que existe mas de

un 50% de identidad entre sus miembros y menos de un 25% de identidad con cualquier otra quinasa conocida.

CK1 es una proteina ubicua, presente en membrana, nucleo, citoplasma, citoesqueleto, y vesiculas de
las células eucariotas. La caseina quinasa 1 ha sido aislada generalmente como una proteina monomerica con
variabilidad en cuanto a su tamafio molecular que va desde 26 hasta 60 kDa debido a la presencia de numerosas
isoformas de la familia CK1 codificadas por diferentes genes que también difieren en tamafio. En células
mamiferas se han aislado siete isoformas (e, B, ¥, ¥2, ¥3, O, and €) (Graves, Haas et al. 1993), (Fish, Cegielska et
al. 1995), (Rowles 1991), (Zhai, Graves et al. 1995) y diferentes variantes de procesamiento (“alternative
splicing”) (Green and Bennett 1998) En Saccharomyces cerevisiae se han identificado cuatro genes, hrr2),
YCK1, YCK2 y YCK3 que codifican para proteinas con masas moleculares entre 55 y 62 kDa (Hoekstra, Liskay
et al. 1991), (Wang, Vancura et al. 1992), (Wang, Hoekstra et al. 1996). En Schizosaccharomyces pombe, cinco
genes diferentes han sido caracterizados hhpl”, hh2pl”, ckil”, cki2” y cki3® (Kearney, Ebert et al. 1994),
(Wang, Vancura et al. 1994), (Kitamura and Yamashita 1998) . Uno de estos genes, HRR25, ha sido descrito

como un CK1 involucrado en reparaciéon de ADN y control del ciclo cellular, ya que mutaciones en este locus

inducen una sensibilidad aumentada ante agentes dafiinos al ADN. En protozoos parasitos se ha detectado un
gen de CK1 en Plasmodium falciparum que codificaria para un polipéptido de 37 kDa (Barik, Taylor et al.

1997) y en Leishmania se ha detectado una actividad ectoquinasa “CK1-like”, pero todavia no se ha identiticado

el gen que la produce (Sacerdoti-Sierra and Jaffe 1997)

Dado el alto grado de conservacion entre las isoformas de eucariotas superiores ¢ inferiores, es muy
probable que los hallazgos sobre la actividad y funcion de la CK1 se aplicaran a otros miembros de esta
subfamilia de quinasas, y que los eucariotas inferiores pueden ayudar a dilucidar el cada vez mas interesante
papel de CK1 en mamiferos. Las diferencias de las isoformas CK1 de estos dos grupos son, sin embargo, la

clave para la bisqueda de posibles tratamientos para las enfermedades que los eucariotas inferiores, como los

parasttos, causan.
El. Sustratos

La proteina CK1, conocida en sus origenes como glicogeno sintasa quinasa, y posteriormente como
caseina quinasa 1, es una familia de quinasas Ser/Thr multipotenciales presentes en todas las células eucariotas.
Las CK1 se caracterizan bioquimicamente por fosforilar sustratos especificos in vitro, tales como caseina,
fosvitina, el péptido sintético D4 y el péptido sustrato especifico, CK-1 (Hathaway, Tuazon et al. 1983), (Marin,
Meggio et al. 1994). Su especificidad por sustratos esta determinada tanto por los grupos acidicos o fosforilo
ubicados a 3 6 4 residuos aminoterminales del residuo diana (Flotow, Graves et al. 1990; Flotow and Roach
1991) y ademas, por la estructura terciaria del sustrato (Cegielska, Moarefi et al. 1994).
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Los sustratos de CK 1 estan definidos por la secuencia de consenso S/T-X-X-S/T 6 S®TPLX_X-S/T,
donde S® o T® indican una serina o treonina fosforilada, X representa a cualquier aminoécido, S/T una serina o
una treonina y S/T la serina o treonina susceptible de ser fosforilada por la CKl. Ademas, fosforila sustratos
precedidos por acido aspartico (D) o glutdmico (E) en la posicién —3 (D/E-X-X-S/T) (Pulgar, Tapia et al. 1996;
Santos, Logarinho et al. 1996), (Flotow and Roach 1991)

Su habilidad para fosforilar una extensa variedad de proteinas celulares le ha valido la clasificacién
entre las enzimas pleitropicas o multifuncionales:
espectrina (Tao 1980), neurofilamentos (Fu, Green et al. 1999), miosina (Singh TJ 1982), la proteina de
adhesion neural, N-CAM (Mackie, Sorkin et al. 1989), anquirina (Lu, Soong et al. 1985), dineina flagelar (Yang
and Sale 2000), troponina T (Singh TJ 1982), la proteina 4.1 (Wei and Tao 1991), actina (Karino, Okano et al.
1999), tubulina (Singh, Akatsuka et al. 1984), la banda 3 (Soong, Lu et al. 1987), la proteina Tau (Singh,
Grundke-Igbal et al. 1995), la proteina-2 asociada a microtubululos (MAP-2) (Singh, Akatsuka et al. 1984),
Kell, una proteina de membrana de los eritrocitos humanos (Carbonnet, Hattab et al. 1998), el receptor
muscarinico m-3 (Tobin, Totty et al. 1997), el receptor de insulina (Tuazon, Pang et al. 1985), el receptor de
progesterona (Chauchereau, Savouret et al. 1992), DARPP-32 (una fosfoproteina regulada por cAMP y
dopamina) (Desdouits, Cohen et al. 1995), calmodulina (Tuazon and Traugh 1991), la fosforilasa quinasa (Singh
TJ 1982), receptores B-adrenérgicos (Tobin, Totty et al. 1997), p75 del TNF-a (“Tumor Necrosis Factor”) o
factor de necrosis tumoral (Beyaert, Vanhaesebroeck et al. 1995), el ligando transmembrana mTNF (Watts,
Hunt et al. 1999), el receptor de feromona factor alfa (Ste2p) de Saccharomyces cerevisiae (Hicke, Zanolari et
al. 1998) el receptor IGF-2 y el inhibidor-2 de fosfatasa (Tuazon and Traugh 1991), sintetasas aminoacil-ARNt
(Pendergast and Traugh 1985), factores de iniciacion elF-3, 4B, 4F, 2B y 4E (Tuazon, Merrick et al. 1989)
/(Wang, Paulin et al. 2001)and (Haas and Hagedorn 1991), proteinas 60S del ribosoma (Kudlickai, Grankowski
et al. 1978), lectina L-29 (Huflejt, Turck et al. 1993), glicégeno sintasa (Ahmad, Camict et al. 1984), prolactina
(Oetting, Tuazon et al. 1986), fibringeno (Sonka, Kubler et al. 1989), carboxilasa acetil CoA (Tipper, Bacon et
al. 1983), particulas de las proteinas mensajeras de los ribonucledtidos (Rittschof D 1982), el antigeno T grande
de SV40 (Umphress, Tuazon et al. 1992), elemento responsivo modulador de AMP¢ (CREM) (de Groot, den
Hertog et al. 1993), p53 (Knippschild, Milne et al. 1997), ARN polimerasas I y Il (Duceman BW 1981) and
RNPm (Dahmus 1981), la glicoproteina viral gpl (Grose, Jackson et al. 1989), la proteina de membrana de
levadura, H+-ATPasa (Estrada, Agostinis et al. 1996), vesiculas del citosol incluyendo pequefias vesiculas
sindpticas y proteinas asociadas, particularmente la SV2 (Faundez and Kelly 2000) and (Gross, Hoffman et al.
1995), fosfatidilinositide 4,5 bisfosfato quinasa (Ptds(4)P 5-quinasa) (Vancurova, Choi et al. 1999), PKC (V ila,
Walker et al. 1989), proteina de transcripcion 14-3-3 (Dubois, Rommel et al. 1997), el inhibidor del factor de
transcripcién kB, IkBa (Cegielska, Gietzen et al. 1998), el factor de transcripcion de levadura Swi6 (Sidorova,
Mikesell et al. 1995), la kinasa dependiente de ciclina, cdk5 (Sharma, Sharma et al. 1999), la proteina del
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complemento, C3 (Ekdahl and Nilsson 1999), el transportador ABC de levadura, Pdr5p (Decottignies, Owsianik
et al. 1999), las proteinas reguladoras del ritmo circadiano PER (PERIOD) mPER1, mPER2 y mPERS3
(Camacho, Cilio et al. 2001). and (Akashi, Tsuchiya et al. 2002).), BMALL! y cryptochromes (CRY) (Eide,
Vielhaber et al. 2002), el receptor acoplado a la proteina G (“G-coupled receptor”), Gq/1 1(Budd, McDonald et
al. 2000), las unidades beta3A y beta3B del complejo adaptador AP-3 (Faundez and Kelly 2000), el receptor del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), beta-PDGFR (Bioukar, Marricco et al. 1999),
fibrindgeno (ltarte, Plana et al. 1983), la proteina precursora de la beta-amiloide (betaAPP) (Walter,
Schindzielorz et al. 2000), dineina flagelar (Yang and Sale 2000) la proteina de la ruta mitocondrial de la
apoptosis, bid (Desagher, Osen-Sand et al. 2001), CEACAM3, un receptor celular que promueve la fagocitosis
de microorganismos (Streichert, Ebrahimnejad et al. 2001), el factor de transcripcion Ets-1 (Cegielska, Gietzen
et al. 1998), el activador transcripcional Cubitus interruptus (Ci-155) (Price and Kalderon 2002), la poli(A)-
polimerasa (Stetler and Jacob 1985), el domino A del factor de transcripcion NF-AT4 (Marin, Burzio et al.
2002), el inhibidor-1 de la proteina fosfatasa-2 (Marin, Meggio et al. 1994), calsequestrina (Salvatori, Furlan et
al. 1994), el dominio C-terminal de BACE (beta-site APP cleaving enzyme) (Pastorino, Ikin et al. 2002), el
fragmento C-terminal (CTF) de la Presenilina-2 (Walter, Grunberg et al. 1998), la tirosina kinasa p40 (Vila,
Payne et al. 1990), la acetiltransferasa citosélica de spermidina/spermina (SSAT)( (Bordin, Vargiu et al. 2002),
la proteina de unidén a beta-galactosida, galectin-3 (Yoshii, Fukumori et al. 2002), la uracilo permeasa de
levadura (Marchal, Haguenauer-Tsapis et al. 2000), el regulador de la liberacion de neurotransmisores, syntaxin
I-A (Dubois, Kerai et al. 2002), la célula de fibra de la lente, conexina49 (Cheng and Louis 1999), la proteina de
la ruta Wng de Drosophila, Armadillo (Arm) (Yanagawa, Matsuda et al. 2002), la molécula de adhesion beta-

catenuna (Liu, L1 et al. 2002)

Sélo en pocos casos se ha demostrado la correlacién entre la fosforilacion y los respectivos cambios
funcionales del sustrato. Ejemplos de evidencias sobre su funcién son los siguientes: La fosforilacion de CK1
inhibe la glicégeno sintetasa (Flotow and Roach 1991) y la aminoacil t-ARN sintetasa (Pendergast and Traugh
1985); activa la fosforilasa quinasa (Singh, Akatsuka et al. 1984) y la poli(A) polimerasa (Stetler and Jacob
1985); optimiza la unién del elemento modulador de respuesta cAMP-CREM al ADN (de Groot, den Hertog et
al. 1993); y controla el inicio de la replicacién de ADN viral de SV40 (Simian Virus 40) (Cegielska and Virshup
1993 Cegielska, Moarefi et al. 1994). Basandose en estos estudios se ha postulado que jugaria un rol importante
en el metabolismo celular del ADN (Gross, Simerly et al. 1997).

E2. Funcion

La familia CK1 se ha divido en dos grandes grupos, de acuedo al andlisis funcional y de
complementacién de mutaciones en levadura, las cuales estarian involucradas en la reparacién del ADN y en el
metabolismo de éste. La mutacién de estos genes, HRR25 y YCK3 en S. cerevisiaem y Hhpl" y Hhp2" en S.
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pombe producen una hipersensibilidad a agentes dafilinos para el ADN, como son rayos X y metasulfonato
(DeMaggio, Lindberg et al. 1992), (Dhillon and Hoekstra 1994), (Ho, Mason et al. 1997). Ademas, HRR2S es
requerida para el crecimiento normal y la segregacion nuclear (DeMaggio, Lindberg et al. 1992).

Los genes mamiferos que codifican para CK16 y CKle complementan la delecion de HRR25 en
levadura, sugiriendo un rol semejante en la reparacién del ADN (Hoekstra, Liskay et al. 1991), (Graves, Haas et
al. 1993), (Fish, Cegielska et al. 1995), (Kusuda, Hidari et al. 1996).

Un segundo grupo en S. cerevisiae codifica para isoformas unidas a membrana. Los productos de
YCK1 y YCK2 poseen funciones esenciales en el crecimiento, morfogénesis y division; la pérdida a la vez de
ambas funciones es letal (Robinson, Menold et al. 1993). La delecion de estos genes son complementados con
los genes mamiferos codificantes para CKly (Zhai, Graves et al. 1995). Otras dos isoformas asociadas a

membrana, CKI1 y CKI2, son requeridas para el crecimiento vegetativo en levadura (Robinson, Hubbard et al.

1992), (Wang, Vancura et al. 1992).

Otros estudios han propuesto los siguientes roles para diferentes isoformas: ckil” y cki2" de S. pombe,
enzimas citoplasmaticas, contribuirian a la regulacion de la morfologia celular (Wang, Vancura et al. 1994). La
CKla humana exhibe una localizacion subcelular dependiente del ciclo celular, incluyendo una asociaion
conestructuras vesiculares citosdlicas durante la interfase, y en el nicleo, en el huso mitético durante la mitosis.
Esta localizacion subcelular sugiere que CKla, como HRR25, juega un rol en la segregacion de los
cromosomas durante la mitosis y podria ser regulada en el ciclo celular tanto en humanos como en levadura
(Brockman, Gross et al. 1992). La CKla de Drosophila melanogaster, se expresa solo en hembras adultas y en
la embriogénesis temprana; es citoplasmatica, sin embargo, luego de la irradiacion gamma se relocaliza en el
nicleo interfasico. Esto sugiere que la CK la estaria asociada a los mecanismos de reparaciéon det ADN durante
la embriogénesis temprana (Santos, Logarinho et al. 1996). Sin embargo, CK1la no rescata el fenotipo de lento

crecimiento de las levaduras con delecién en HRR25, por lo tanto, poseerian funciones diferentes (Fish,

Cegielska et al. 1995).

En otros estudios de CK 1 en levadura (Dukowski, Szyszka et al. 1993) se localizaron dos tipos de CK 1
de 27 y 45 kDa. La enzima de 45 kDa esta presente en el citoplasma celular tanto en las fases de crecimiento
logaritmico y estacionario, mientras que la CK1 de 27 kDa se encuentra presente en el nicleo de las células en
fase de crecimiento logaritmico, y en el citoplasma en la fase de crecimiento estacionario. Esto indicaria que la

CK1 de 27 kDa podria jugar un rol en el control de la division celular mediante el desplazamiento desde el

nucleo al citoplasma.
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Se ha descrito también que la isoforma CKla de oocitos de ratén, de 37 kDa, posee una localizacion
subcelular ciclo dependiente. En el arresto mei6tico la enzima se ubica en la membrana plasmactica, mientras
que en las células en division se encuentra en el nicleo. Asi, la CKlo ejerceria una funcion reguladora y
esencial para el inicio y progresion del ciclo celular, a través de casacadas de sefiales de transduciion via
factores nucleares, y en procesos de transcripcién y procesamiento de ARN (Hoekstra, Liskay et al. 1991),
(Gross, Simerly et al. 1997). Su asociacién al huso mit6tico, que sugiere un rol potencial en division celular,
junto con los resultados descritos arriba hacen relacionar a la CKla con la regulacion de la progresion del ciclo

celular y en el desarrollo temprano en mamiferos (Gross, Simerly et al. 1997).

De acuerdo a los estudios genéticos realizados en levadura, se han formulado las siguientes
observaciones generales en relacion a la funcionalidad celular de la caseina quinasa 1: las isoformas estarian
involucradas en las cascadas de regulacion de etapas claves del ciclo celular incluyendo Go/G; y S, dafio al ADN
y mitosis. Ademas, la localizacion subcelular de las isoformas seria critica en la determinacion de sus funciones.
Dado el alto grado de conservaciéon entre las isoformas de levadura y eucariotas superiores, estas mismas

conclusiones se darian para todos los miembros de la familia CK1 (Gross, Simerly et al. 1997) .

En cuanto a los estudios de CK1 en parasitos, aun no esta claro si esta enzima podria jugar un rol
especifico en protozoos parasitos. En el protozoo Paramaecium se ha identificado bioquimicamente la familia
CK1 como una familia de segundos mensajeros donde la enzima jugaria un rol en la regulacion de la motilidad
ciliar en este protozoo (Walczak, Anderson et al. 1993). Uno de los primeros indicios de actividad quinasa
“CK1-like” en parasitos protozoarios fue detectada en globulos rojos murinos infectados con Plasmodium
berghei donde la actividad de la enzima parecia retacionarse con el desarrollo de los parasitos (Wiser, Eaton et
al. 1983). Estudios posteriores han detectado que la CK1 fosforila la fosfoproteina 4.1 asociada a la membrana
plasmatica de eritrocitos infectados con estados trofozoitos-esquizontes de P. falciparum, lo cual explicaria un
posible mecanismo por el cual este parasito intracelular alteraria las propiedades mecanicas de la membrana
plasmatica del hopedero, regulando el crecimiento del parasito y la sobrevida de éste in vivo (Chisht, Maalouf
et al. 1994). El gen de CK1 de P. falciparum exhibe una expresion estado-especifica, ademés de observarse
diferencias en la actividad enzimética a través de los diferentes estados de desarrollo del parasito (Barik, Taylor
et al. 1997). Estudios en 7. congolense y T. brucei aportan claros indicios sobre la actividad de un nimero de
quinasas del tipo serina/treonina y patrones de proteinas tirosina-fosforiladas presentes a través del ciclo de
desarrollo de este parasito (Parsons, Valentine et al. 1993; Parsons M 1994). Esto sugiere que los cambios en las
actividades de fosforilacion proteica serian relevantes para el proceso de desarrollo de los trypanosomas
africanos (Parsons M 1994). Asi pues, las proteina quinasas CK1 estarian reguladas diferencialmente segun los
estadios de desarrollo de los parasitos y participarian en la transduccion de sefiales celulares (Barik, Taylor et al.
1997). Podrian jugar un rol pivotal y/o clave en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion en parasitos
tripanosomatidos. Por lo tanto, el estudio a nivel molecular de la CK1 de 7. cruzi es fundamental para el
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conocimiento y comprension de los mecanismos bioquimicos criticos para la completacion del ciclo de vida del
parasito; lo cual permitird establecer las bases moleculares para el desarrollo de estrategias de control

quimioterapeutico en la enfermedad de Chagas.

E3. Estructura

E3a. Estructura general de las quinasas

Todas las proteina quinasas contienen un dominio catalitico estructuralmente conservado, el cual fue
dilucidado primero para la quinasas dependientes de AMP ciclico (cyclic AMP-dependent kinase o PKA)
(Knighton, Zheng et al. 1991) Varias estructuras cristalinas de proteina quinasas han sido reportadas desde
entonces (con mas de 170 entradas en el banco de datos de proteinas (PDB) que incluye estructuras de dominios
cataliticos y regulatorios) y la organizacién del dominio catalitico se encuentra ahora bien establecido (Hanks
and Hunter 1995). Esta se compone de dos dominios principales (N- y C- terminales) (Figura 3a) que estan a su

vez subdivididos en 11 subdominios (codificados a color en la Figura 3bl).

Los dos dominios estan conectados a través de un polipéptido (region de unién o “linker”), el cual
actia como una bisagra sobre la cual los dos dominios pueden rotar con respecto al otro cuando se produce la
union del ATP y/o del sustrato. Todas las proteina quinasas contienen un residuo aspartico (D166 en PKA) que
ha sido implicado en el mecanismo catalitico: este residuo esta localizado en el dominio C-terminal en un “loop™

denominado el “loop” catalitico.

Muchas proteina quinasas, pero no todas, requieren ser fosforiladas en uno o mas de sus residuos
serina, treonina o tirosina localizados en un segmento que va desde el motivo DFG (en el dominio VII) al
motivo APE (en el dominio VIII), ambos conservados. Este segmento se conoce como el “loop” de activacion o
“T-loop” (Johnson LN, Noble ME, and Owen DJ. 1996. Active and inactive protein kinases: structural basis for
regulation. Cell 85: 149-58.). La fosforilacién de estos residuos en el segmento de activacion causa cambios
conformacionales en la proteina que llevan a la posicién correcta de los- residuos cataliticos- y de union a
sustrato, junto con una relajacién del bloqueo estérico, que permite que el sustrato acceda al sitio catalitico. Las
proteina quinasas que no son reguladas por fosforilacion tienen otros mecanismos para la localizacion de sus
segmentos de activacion sin requerir modificaciones post-translacionales (Johnson and Lewis 2001).). A pesar
de que la fosforilacion del T-loop es una de las formas en que las kinasas son reguladas, otros mecanismos de
control reconocidos hasta el dia de hoy incluyen: 1) control ejercido por suunidades adicionales o dominios que
pudiesen funcionar en respuesta a segundos mensajeros (p.e. kinasas dependiente de cAMP, PKA, o de Ca’*-

calmodulina, CadMK, 2) control ejercido por suunidades adcionales cuyos niveles de expresion varien
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dependiendo del estado funcional de la célula (p.e. kinasas dependientes de ciclina, CDKs), 3) control ejercido
por subunidades adicionales que sefializen la quinasa hacia diferentes moléculas o localizaciones subcelulares
(p.e. los dominios homélogos 2 y 3 Src, SH2 y SH3, de las quinasas SRC) y 4) control ejercido por dominios
adicionales que inhiben la actividad quinasa por medio de procesos autoregulatorios (p.e. la quinasa de la

cadena liviana de miosina, MLCK, o también las quinasas Src).

Figura 3a. La estructura cristalina de CK1 de S. pombe (Xu et al, 1997) nos permite apreciar los dos principales l6bulos
que conforman la estructura tridimensional de esta enzima: un 16bulo dominado por laminas betas (“beta-loop™) y otro

dominado por estructuras hélices (“alpha-loop™). En el bolsillo formado por ambos I6bulos se encuentra el sitio de insercion

del ATP.

E3b. Estructura de las CK1

E3bl. Comparacion con otras quinasas

La conformacion de CK1 adherida a nucleétido se parece a las conformacions “cerradas” de cAPK y
CdK2 cuando estan unidos a ligandos (Madhusudan, Trafny et al. 1994) (De Bondt, Rosenblatt et al. 1993). En
general, muchos de los elementos de estructura secundaria estan arreglados de manera similar en las tres
enzimas. Quitando las deleciones e inserciones de estas enzimas en regiones conectoras (linker), ciertos atomos
de CK1 pueden ser superpuestos a los de cAPK con minimas diferencias. Las regiones mejor superpuestas son

las que cubren las laminas B1-B9, y las hélices aA-aE (Xu, Carmel et al. 1995) (Figura 3bl).

25



Todos los miembros de la familia CK1 poseen un dominio catalitico de cerca de 300 aminoacidos que,
residuo a residuo, comparten mas de 50% de identidad de secuencia con los demas miembros. En cambio, la

alineacion con otras proteina quinasas muestran a lo sumo un 20% de identidad de secuencia (Rowles 1991)

Caiflocad Ceofle=d = ConBle=e>
CKId MELR VGNRYRLGRKIGSGSFGDIYLGTDIAAGEEVAIKLECV KTK 45
: w oLl B + . - F « «c R4 TR E « * XY - - = ) + * « * P4 . .' ~ :
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CAPK QGYIQVTDFGFAKRVKG RTWTLCGTPEYLAPEIILSKG 214
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Figura 3bl. Las secuencias de dos proteina quinasas CK1 son alineadas y comparadas con la cAPK. Ckil es el homélogo

CK1 de S. pombe, cristalizada (Xu, Carmel et al. 1995), mientras que CK10 es la forma truncada de la isoforma o de rata,
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también cristalizada. En rojo (*), residuos conservados en la cAPK (kinasa dependiente de AMP ciclico) y en todas las CK1.
En rosa (+), residuos conservados en todas las CK1. En verde (e), residuos adicionales conservados entre CK16 y ckil. Los
nameros a la derecha corresponden a los aminoacidos a partir de la metionina de inicio. Los elementos de la estructura

secundaria de CK1 se muestran encima de la secuencia. Se identifican también los dominios conservados I-XII (Hanks and

Hunter 1995)

E3c. Sitio de union a ATP

La molécula de ATP se une en una depresion situada entre los dos principales dominios y se ancla a la
enzima a través de enlaces de hidrogeno entre su anillo de adenina y residuos de la region linker, y entre el
anillo de ribosa y residuos localizados al principio del dominio C-terminal. El grupo trifosfato es coordinado
por dos iones de metal que se encuentran ligado por residuos de Asp y/o Asn localizados en el motivo DFG y
en el loop catalitico. Ademas, las interacciones polares que se dan entre varios residuos del loop rico en
glicina, el motivo DFG conservado y el loop catalitico ayudan a estabilizar ain mas los fosfatos y el estado de
transicion que se general durante la reaccion de fosfotransferencia. Contrastando con el bien caracterizado
sitio de unién a ATP, las regiones de union a sustrato de las kinasas son depresiones llanas de la superficie
cuyas estructuras son pobremente entendidas y que no han sido utilizadas como dianas de unién a inhibidores.
El reconocimiento del sustrato y la alta afinidad de unién se basan parcialmente en los residuos locales, pero
en muchos casos ha parecido que cortas secuencias peptidicas no explotan completamente la capacidad de
union ofrecida por las proteina quinasas. Esto sugiere que las quinasas puedan usar elementos de

reconocimiento distantes que probablemente sean importantes para la eficiencia fosforilativa.

E3d. Inhibicion de las quinasas

A pesar de que el nicleo catalitico de las proteina quinasas ha sido evolutivamente conservado (Hanks
and Hunter 1995), el mecanismo por el cual cada quinasa es inhibida puede variar considerablemente.
Fisiologicamene, por lo menos tres mecanismos de inhibicién han sido identificados: un mecanismo de seudo-
sustrato, un mecanismo de mimética de adenina y un mecanismo que incluye el cerrar la enzima en una
conformacién inactiva mediante el uso de superficies que no estan en el sitio activo (Taylor and Radzio-
Andzelm 1997). Quimicamente hablando, el campo de inhibicién de las proteina quinasas ha estado altamente
activo en los ultimos 10 afios, y hasta la fecha varios principios activos que han sido identificados como
inhibidores de quinasas. Dada la naturaleza diferente de los sitios de union a nucle6tido y a sustrato
mencionados arriba, mucho del esfuerzo en sintesis de dichos compuestos ha sido dedicado al sitio de union a
ATP, y la gran mayoria de los inhibidores reportados son mimetizadores del ATP (Bridges 2001), (Toledo,
Lydon et al. 1999), Dumas J. 2001. Protein kinase inhibitors: emerging pharmacophores 1997-2000. Exp
Opin Ther Patents 11: 405-29.). En contraste, el sitio de union a la proteina sustrato no ha sido

extensivamente explotado a la hora de del disefio de inhibidores a pesar de que los compuestos que bloqueen
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la funcién enzimatica por competicion con el sustrato tendrian una ventaja sobre aquellos que mimetizan al
ATP, por diferentes razones, incluyendo el hecho de que la alta concentracién intracelular de ATP podria
reducir la eficacia de la mimetizacién del ATP, y que los inhibidores competitivos del sustratos seguramente

serian mas especificos y selectivos.

Los esfuerzos especificos resultantes del disefio de inhibidores basado en las estructuras de las
quinasas, a pesar de ser referidos cominmente como disefio racional basado en estructura, nunca son
unicamente el producto de esta metodologia, sino mas bien una combinacién de cristalografia, modelaje,
rastreo y esfuerzos de la medicina quimica. Como tales, quizas seria mas apropiado definirlos como disefios
asistidos por la estructura. Varios de estos inhibidores, la mayoria dirigidos contra el sitio de union a ATP, se
encuentran actualmente en varios fases de su desarrollo como droga. Las numerosas estructuras en complejo
con ATP o con pequeilas moléculas inhibidoras unidas a diferentes proteina quinasas han provisto una clara
descripcién del bolsillo de unién a ATP y de las similitudes y diferencias que existen dentro de esta region de
unién. Ahora resulta claro que hay regiones dentro de dicho bolsillo que no son ocupadas por la molécula de
ATP, y que estas regiones muestran diversidades estructurales entre los miembros de la familia de proteina
quinasas (Toledo, Lydon et al. 1999). Dada la naturaleza conservada del nicleo activo de las quinasas ellas se
presentan como excelentes candidatas para los modelajes basados en homologos, en los cuales la secuencia de
la parte conservada de una nueva quinasa puede ser modelada en un patrén tridimensional. Y mientras mas
estructuras son determinadas, la fiabilidad del modelaje y las posibilidades de usar este método para el disefio
de inhibidores mejorara aiin mas. Un ejemplo patente de esta metodologia es el considerable avance logrado
en la busqueda de inhibidores de las CDKs, involucradas en ciclo celular y dianas potenciales de drogas anti-
cancer. Basados en la estructura cristalina de CDK2, (Furet, Zimmermann et al. 2000)/ (Furet, Meyer et al.
2001) construyeron un modelo 3D del bolsillo de union a ATP de la CDK1 unido a un conocido inhibidor de
las CDKs, olomoucine. Este modelo fue posteriormente utilizado para disefiar modificaciones en la molécula
que resultaron en el disefio de compuestos varios érdenes de magnitud més potentes que la olomoucina en su

poder inhibitorio de la CDK 1.

Como conclusion, existen varios ejemplos en la literatura reciente de disefios de drogas basados en
estructura, los cuales se apoyan en tener cierto conocimiento de la estructura 3D para disefiar y/u optimizar
inhibidores especificos. La mayoria de los estudios usan modelos homélogos, los cuales solamente pueden
aproximarse a las estructuras dianas pero que estan cada vez volviéndose mas y mas fiables a medida que el
nimero de estructuras cristalinas de quinasas son resueltas. De esta forma, el modelaje 3D de la CKI de
Trypanosoma cruzi contribuye a extender las posibilidades del disefio racional de potenciales inhibidores de
dicha quinasa, en espera de futuras posibilidades en esta direccion, ya que esta claramente ilustrado el poder

del disefio basado en estructura en el descubrimiento de nuevas moléculas inhibidoras de estas enzimas.
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L OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL: Las caseina quinasas 1 contituyen una de las familias mas antiguasy
conservadas de las proteina quinasas. Las CK1 se han identificado como proteinas pleifropicas.
capaces de realizar funciones tan diversas como participacion en sefializacion, regulacién de
metabolismo y regulacién de la transcripcién. Sus funciones en algunas levaduras han resultado ser
vitales. Hasta ahora en parisitos se ha estudiado un homélogo en Plasmodium falciparum:y mas
recientemente se ha purificado barcialmen-te una CK1 en Trypanosoma cruzi. Sin embargo, no se han
aislado ni caracterizado el o los genes responsables de su actividad en este ultimo parasito. Nos
planteamos identificar, clonar y analizar molecularmente el gen o genes de la familia Caseina quinasa

1 de T. cruzi para posteriormente estudiar la funciéon de la enzima por medio de analisis en extractos

parasitarios y en transfectantes CKI1.

Nuestro estudio pretende esclarecer el papel de la enzima en el organismo protozoo y de esta
manera contribuir al conocimiento y comprensién de los procesos celulares, en el ambito molecular,

del parasito T. cruzi; con ello coadyuvaremos en el desarrollo de una quimioterapia racional para la

enfermedad de Chagas.
B. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

. Identificar parcialmente el gen o genes de la CK1, utilizando ADN genémico de 7. cruzi.

2. Aislar, clonar y secuenciar el o los genes de la CK1 de 7. cruzi.

3. Determinar las diferencias y similitudes del gen CK1 de 7. cruzi en relacién a la secuencia génica descrita
en otros organismos

4. Caracterizar molecularmente el o los genes CK1 de 7. cruzi

5. Clonar el gen o genes de la CK1 de 7. cruzi en vectores de expresion heterologa.

6. Obtener proteina recombinante CK1 de 7. cruzi y analizar parcialmente sus propiedades bioguimicas.

7. Analizar la actividad CK 1 en extractos de parasitos con respecto a su funcionalidad y localizacion.

8. Clonarel o los genes CK1 de T. cruzi en vectores de expresion homologa y conseguir transfectantes que
sobreexpresen CK1.

9. Probar el efecto de inhibidores de la CK1 en los transfectantes CK1 de 7. cruzi.

10. Analizar la localizacion subcelular de el o los genes CK1 de 7. cruzi por microscopia de fluorescencia.
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[II. MATERIALES Y METODOS

A. Materiales

Al. Reactivos generales y medios de cultivo

Los reactivos quimicos utilizados fueron de las siguientes casas comerciales: Sigma, Panreac, Riedel de

Haén, Bio-Rad, Probus, Serva, Boehringer Mannheim, Merck, Difco y Schirck Laboratortes.

Se utilizaron enzimas de restriccion suministradas por Boehringer Mannheim, Promega y Amersham;
Fosfatasa alcalina, Taq polimerasa y lisozima de Boehringer Mannheim; T4 ADN ligasa de Promega;
proteinasa K, ARNsa y ADNsa de Sigma. AMV retrotranscriptasa de Pharmacia. Los
desoxinucledtidos utilizados fueron de Boehringer Mannheim.

Los desoxinucledtidos marcados radioactivamente, desoxicitidina-S'-trifosfato [a’*P]JdCTP (3000
Ci/mmol) fueron suministrados por Dupont. Para purificar las sondas radioactivas se utilizd Sephadex
G-50 (Pharmacia). El [y’°P]JATP (5000 Ci/mmol) y la [PH]timidina (25 Ci/mmol) fueron suministrados
por Amersham/pharmacia.

Para la electroforesis en geles de agarosa se empled agarosa Sea-Kem de FMC. Los bloques de ADN
para electroforesis en campo pulsado (CHEF) se prepararon con agarosa de bajo punto de fusion de
Bio-Rad. Los marcadores de tamafio de ADN utilizados fueron ADN del fago lambda y OX174
cortados con Hindlll y Haelll, respectivamente, de Promega. El marcador de tamafio de ARN fue el
ARN ladder también de Promega. Los filtros de nitrocelulosa y las membranas de nylon Hybond-N®
para transferencia de 4cidos nucleicos fueron de Amersham Corp.

Para las purificaciones de proteinas recombinantes se utilizaron columnas de resina de Ni**-acido
nitrilotetra-acético (Ni*-NTA), de Quiagen.

Para hacer los geles de SDS-PAGE, se utiizé SDS, acrilamida, bisacrilamida (N,N'-metilen-bis-
acrilamida), TEMED (N,N,N’ N’-tetrametiletilendiamina), y persulfato amonico de Bio-Rad. Los
marcadores de tamafio de proteinas utilizados fueron los standards de Bio-Rad. Las membranas de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) Immobilon-P para Western-blot fueron de Millipore. La
transferencia se realizd en un aparato Semi-Phor TE70 (Hoefer Sct. Inst.).

Para los ensayos enzimaticos se utilizo el péptido sustrato especifico de CK1 de Sigma. [Este consiste
de la secuencia aminoacidica RRKDLHDDQQDQAMSITA.

Otros compuestos utilizados fueron:

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato Boehringer Mannheim/Roche.

BSA: Albumina de suero bovino. Boehringer Mannheim/Roche.
DAPI: 4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride
DMSO: Dimetilsulfoxido. Sigma Chemical Co.
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DTT: Ditiotreitol. Sigma Chemical Co.
Gdn-HCl: Hidrocloruro de guanidina. Sigma Chemical Co.

Imidazol: Sigma Chemical Co.
IPTG: Isopropil-B-D-tiogalacto-piranésido Boehringer Mannheim/Roche.
MTT: bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazol de Sigma. Se prepara un stock a 5

mg/ml en PBS y se filtra. Se almacena a 4°C hasta un maximo de 2 semanas.

NBT: Cloruro de azul de nitrotetrazolio de Boehringer Mannhein/Roche.

N-lauril-sarcosina: Sigma Chemical Co.

PMSF: Fenilmetilsulfonilfluoruro, de Sigma Chemical Co. Se disuelve en metanol a una concentracion
de 100 pg/ml.

Otras antiproteasas: Antipaina (se prepara a 2 mg/ml en agua), Aprotinina (se prepara a 10 mg/ml en
agua) vy Leupeptina (preparado a 2 mg/ml en agua), Sigma Chemical Co. Pepstatina A (preparado a 1
mg/ml con isopropanol), Boehringer Mannheim/Roche.|

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-galactopirandsido de Boehringer Mannheim/Roche.

Se utilizaron los kits: Random Primed de Boehringer Mannheim, I-ﬁgh Pure Plasmid Isolation kit de
Boehringer Mannheim/Roche, Wizard Maxipreps de Promega, GeneClean de Qiagen vy ECL de

Amersham pharmacia.

Ampicilina: Sigma Chemical Co. Se disuelve en agua.

Tetraciclina: Se disuelve en etanol. Sigma Chemical Co.

Geneticina (G418): Gibco. Se disuelve en el medio en el que se va a utilizar

En los casos en los que el farmaco no se disuelve en DMSO o etanol, la esterilizacion se llevo a cabo
por filtracion a través de membranas con tamafio de poro de 0,2 pm.

B-caseina: Sigma Chemical Co. Se prepara a 50 mg/mi con Hepes 50 mM, pH 7.8.

Himenialdisina, NG-95 y NG-97 (Inhibidores de CK1): Provistos por Dr. Laurent Meijer y Dr.
Nathanael Gray (CNRS, Roscoff y San Diego, CA)

Heparina: Sigma Chemical Corp. Se prepara a 0.15 pg/pl en agua.

Anticuerpo secundario conjugado a Hrp: Dakke

Ditiotreitol (DTT): Sigma Chemical Co.

Los reactivos para los medios de cultivo fueron de las siguientes casas comerciales y preparados de las

siguientes formas:
LIT (Liver Infusion Tryptose): NaCl 4 g, KCl 0.4 g, NapHPO4 -7H20 15 g, glucosa 2 g, infusion de

higado 3 g (Difco), triptosa (Difco or Oxoid) 5 g, hemina* (Sigma) 2%, agua hasta 1 litro pH 7,2; el
RPMI 1640, el HANK’s y el SBF, de la casa Gibco, Middlesex, U.K. El sistema de filtracion de 0,2
uM para esterilizar fue de VacuCap™, Gelman Science. Los frascos de cultivo fueron de la casa
Falcon. EI isotén® II fue de Coulter. Los reactivos para el LB y otros medios bacterianos fueron de

Difco.
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* La hemina puede ser disuelta en trietanol-amina o hidroxido de sodio, para obtener soluciones de 50

mg/ml. parte de células centrifugadas.
+* Se puede afiadir suero de ternera, de buey y fetal bovino. Pueden surgir problemas con ciertos lotes,
asi que se recomienda siempre chequear con anterioridad. Suele haber menos problemas con el suero

de ternera y con el fetal, pero estos son mas caros.

RPMI 1640 + 20% SBF: RPMI 1640, 16,64 g; CO;HNa, 3,2 g; gentamicina, 80 mg; agua bidestilada

para alcanzar 1.600 ml. Aiadir 400 ml de SBF.
Medio NZY liquido: NZ amina 10 g, NaCl 5 g, casaminoacidos 1 g, extracto de levadura 5 g,
MgSQ4:7H>0 2 g y agua destilada hasta 1 litro, pH 7,5.

Medio NZY agar: medio NZY liquido mas bacto agar al 1,5 %.

Medio NZY top agarosa: medio NZY liquido mas agarosa al 0,7%.
LB liquido: bactotriptona (Difco) 1%, NaCl (Merck) 1% y extracto de levadura (Difco) 0,5% en agua

bidestilada pH 7,5 y esterilizacién por autoclavado.
LB agar: afiadir Bacto Agar (Difco) al 1,5% a la solucién anterior y distribuir en placas de Petn.

A2. Tampones y soluciones

A2a. Soluciones para electroforesis.

A2al. De acidos nucleicos
A2ala. Electroforesis convencional

Tampén de carga para 6x: azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%, ghcerol 30%.

ADN:

TAE 10x: Tris-HCl 0,4 M pH 7,2, EDTA 50 mM pH 8,0. El pH se ajusta a 7,2 con acido acético

glacial.

ARN:

Tampén MNE 10x : MOPS 0,2 M, acetato sodico 0,05 M, EDTA 10 mM, pH 7,0.

Agua tratada con DEPC: Pirocarbonato de dietilo al 0.1% en agua bidestilada tratada durante una

noche antes de autoclavar.

Tampé6n de corrida: MNE X en agua de DEPC.
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A2alb. Electroforesis de campo pulsado

Tampén para bloques: EDTA 0,5 M pH 9,0, n-lauril-sarcosina 1%, protemasa K 1 mg/ml.
TBE 10x: Tris-HCI 89 mM pH 8,3, acido bérico 89 mM, EDTA 2 mM.
Tampén de lavado: EDTA 0,2 M pH 8,0.

A2a2. De proteinas

Tampén de lisis (“Urea Cracking Buffer”): Na,HPO,4 10 mM, B-mercaptoetanol 1%, SDS 1%, urea 6

M, pH 7.
Tampén de muestras: 2x (Tris-HC1 0,135 M pH 6,8, SDS 6%, glicerol 20% y B-mercaptoetanol 10%).

Tampdn de corrida: Tris-HC1 0,15 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1%, pH 8,3.
Acrilamida-Bisacrilamida: acrilamida 0,3 g/ml, bisacrilamida 8 mg/ml. Filtrado.
Tampén separador: Tris-HCI 1,5 M pH 8.8, SDS 0,4 %. Se ajusta el pH a 8.8 con HCl y se filtra.

Tampén concentrador: Tris-HCL 0,5 M, SDS 0,4 %. Se ajusta el pH a 6.8 con HCl y se filtra.

Persulfato de amonio: 100 mg/ml. Filtrado.

A2b. Soluciones para extracciéon de ADN genémico

Cloroformo isoamilico: cloroformo mas alcohol isoamilico en proporcion 24:1.

Fenol: saturado y equilibrado con Tris 0,1 M pH 8,0 mas hidroxiquinoleina al 0,1%.

Fenol Sevag: fenol, cloroformo y alcohol isoamilico en proporcion 25:24:1.

A2c. Soluciones de transferencia de ADN (Southern blots)

Solucién Depurinizante: HCI 0,25 M.

Solucién Desnaturalizante: NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M.
Solucion Neutralizante: Tris-HC1 0,7 M pH 7,2; NaCl 1,5 M.
Tampén 20x SSC: NaCl 3 M; citrato sédico 0,3 M pH 7,2

A2d. Soluciones de transferencia de ARN (Northern blots)

Ademas del tampén 20X SSC:
Solucién Desnaturalizante: NaOH 50 mM
Solucién Neutralizante: Tris-HC1 0,1 M pH 7,5
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A2e. Soluciones de transferencia de proteinas (Western blots)

Rojo de Ponceau (Sigma): Diluido 1:10 en agua destilada.
Solucién de lavado: BSA 0,1%, Tween-20 0,1%, en TBS 1X (TBS: Tampoén Tris salino: NaCl 0,14
M; KC1 2,6 mM; Tris base 25 mM).

A2el. Protocolo convencional

Solucién de transferencia: Tris-HCI 0,025 M, glicina 0,15 M, metanol 20%, pH 8,1- 8.,4.

Solucién de blogueo: PBS 1x, 5% de leche desnatada y una punta de espatula de azida sodica (PBS:
Tampén fosfato salino: NaCl 0,14 M; KCI 2,6 mM; KH,PO4 2 mM; Na,HPO,, pH 7.4).

Tampén fosfatasa: Tris-HC1 0,1 M pH 9,5, NaCl 0,1M, MgCl, 5 mM.

Solucién de revelado: 10 ml de tampén fosfatasa, 50 pl de azul de nitrocloruro tetrazolium (NBT, 100

mg/ml), 37,5 pl S-bromo-4-cloro 3-indolil fosfato (BCIP, 50 mg/ml).
Tampén de parada: Tris-HCL I M pH 7,5, NaCl 4 M, EDTA 20 mM.

A2e2. Protocolo Immobilon-P

Tampén Anodo I: 0.3 M Tris, 10% metanol, pH 10.4
Tampén Anodo II: 25 mM Tris, 10% metanol, pH 10.4
Tamp6n cétodo: 25 mM Tris base, 40 mM glicina, 10% metanol, pH 9.4

A2f. Hibridacion con sondas radioactivas.

ADNss: Disolver ADN de esperma de salmén en agua a una concentracion de 100 png/ml. Calentar a

100 °C durante 10 min. Fragmentar pasandolo varias veces por una aguja, alicuotear y almacenar a -

20'C..
A2fl. Sendas de doble hebra

Denhardt’s 50x: BSA (seroalbiimina bovina) 1%, ficoll 1%, polivinilpirrolidona 1%. Filtrar en papel

Whatman 0,4 pm.
Solucién de hibridacién: formamida desionizada 50%, Denhart’s 5x, SSC 5x, EDTA 5 mM, ADNss

200 pg/ml desnaturalizado.
Solucién de lavada 1: 2X SSC + 0.5% SDS
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Solucidn de lavado 2: 2X SSC + 0.1% SDS.
Solucién de lavado 3 v 4: 0.1X SSC + 0.5% SDS
Solucion de lavado 5: 0.1 X SSC

A2f2. Sondas de oligonucleétidos

Solucién de hibridacion: 0.1 M Tris, pH 8; 0.1% SDS; 6X SSC; ADNss 200 pg/ml desnaturalizado.

Solucién de lavado: 0.1 M Tris, pH 8; 0.1% SDS; 6X SSC

A2g. Sondas utilizadas

B-tubulina de Trypanosoma cruzi. cedida por el Dr. Antonio Gonzalez (C.S.1.C., Granada), clonada en

PUC-13. El fragmento de 500 pb se extrae mediante digestiéon con las enzimas de restriccion EcoRly

HindllIl.
I18S de Leishmania infantum. Obtenida en nuestro laboratorio mediante PCR, utilizando

oligonucledtidos frente a la secuencia del gen que codifica para el ARNr 18S previamente descrita

(Looker y col., 1988). Clonada en pGEM-T. Por digestion con Psil y Ncol se obtiene un fragmento de
1.800 pb.

CK1 conservada: Sonda de 603 pb obtenida por PCR usando los oligonucleédtidos CK/ conservada

sense y antisense.

Sondal.l: Sonda especifica que reconoce solo la isoforma CK1 de baja copia, 7cCK/.1, en T. cruzi. El

fragmento de 250 pb se obtiene mediante PCR con los oligonucleotidos I.IPCRSondaS” y

1.1PCRSonda3".
'Sondal.2: Sonda especifica que reconoce la isoforma 7. cruzi CK1 repetida en tandem. El fragmento

de 350 pb se obtiene mediante PCR con los oligonucleétidos 1272-3y 1212-4.

A2h. Soluciones de deshibridacion

A2hl. ADN

Solucién 1: 0.4 M NaOH
Solucién 2: 0.1 M SSC; 0.2 M Tris, pH 8; 0.1% SDS

A2h2. ARN

Solucién de deshibridacion: 0.1X SSC; 1% SDS; 40 mM Tris-HCI, pH 7.8; 50% formamida.
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Solucién de lavado: 0.1X SSC; 1% SDS; 40 mM Tris-HCI, pH 7.8

A2i. Soluciones de purificacién de la proteina recombinante

Buffer de lisis: 50 mM Hepes, pH 7.8: 1 mM PMSF: 0.7 ug/ml pepstatina A y 5 pug/mi de leupeptina,

aprotinina, y antipaina
Solucién lisozima: Lo mismo que el tampo6n descrito antes pero adicionando lisozima 1 mg/ml.

Solucién de equilibrado: 50 mM Hepes pH 7 .8: 150 mM NaCl; 1% Triton X-100; y 10% glicerol.
Solucién de lavado: 50 mM HEPES pH 7,8; 0.7 M NaCl; 10% glicerol; 40 mM imidazol; 2 mM pB-2-

mercaptoetanol y 0,05% Triton X-100.
Solucién de elucion: 50 mM HEPES, pH 7.,8; 300 mM NaCl; y 10% glicerol.

A2j. Soluciones para ensayos enzimaticos.

HEPES: Se prepara a 50 mM, pH 7.8, en agua.

DTT: Se prepara a 37.5 mM.

ATP: se prepara a 500 uM.
MgCl,: se prepara a 60 mM.

A2k. Otras soluciones de uso comun

Tampén de dilucién de fagos SM: NaCl 0,1 M; Tris-HCI 50 mM pH 7,4; MgSO4 10 mM.

Tamp6n TBE 10x : Tris-HC1 89 mM pH 8.3: 4cido borico 89 Mm; EDTA 2 mM.

Tampén TE: Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM.
p6n HBS: HEPES 21 mM; NaCl 137 mM; KCI 5 mM; NaH,PO, 7 mM; glucosa 6 mM, pH 7.4.

Tam

A3. Vectores plasmidicos

A3a. Vectores de clonaje

pBluescript KS II +/- (Stratagene): Vector utilizado para el subclonado y secuenciacion de fragmentos de

ADN.

pGEM-T (Promega): Vector disefiado para el subclonado y secuenciacion de fragmentos de ADN

amplificados por PCR.
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A3b. Vectores de expresion

pOQE-30 (Pharmacia): Vector utilizado para la expresiéon de polipéptidos como proteinas fusionadas a 6

histidinas en el extremo amino terminal.
pET-28a (Novagen): Vector utilizado para la expresién de polipéptidos como proteinas fusionadas a una

cola escindible de 6 histidinas en el extremo amino terminal.
pET-22b(+) (Novagen): Vector utilizado para la expresion de polipéptidos como proteinas fusionadas a

un péptido lider en el extremo N-terminal que posibilita swexmrm'dﬁﬁ"“l pein&sma, y 6 histidirlas en el

Todd B ' ™y A
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extremo C- terminal.

A3c. Vectores de transfeccion l_‘___,..,__h,t_u.. h R |
COMISIC DCTORADC

pRIBOTEX: Vector derivado de pTEX (Kelly y col., 1993)@%@@@#@&&13&1@ 3.

fosfato deshidrogenasa) de T. cruzi corriente arriba ha sido reemplazada por una regiéon de ADN que

incluye un tsp (sitio de origen de transcripcion) para el rARN. Aparte de estos cambios, el vector
pRIBOTEX mantiene el sitio neo (que confiere resistencia a la geneticina (G418) flanqueado por las
regiones intergénicas del tindem formado por las dos copias del gen gadph y la secuencia corriente abajo

del mismo gen (Martinez-Calvillo, et al. (1997) )

A4. Lineas celulares

A4a. Cepas bacterianas

Todas las cepas empleadas han sido de la especie Escherichia coli.
SOLR: Para la excisidn in vivo del vector LamdaZap con el bacteriéfago R418. Genotipo eld'(mcrA),

A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171, sheC, recB, recJ, umuC::Tn5(kan'), uvrC, lac, gyrA96, relAl, thi-1, endAl,

AR [F’ proAB, lacPZAMI5+ Su (nonsuppressing).
DH5q: Para la transformacién y propagacion de los insertos clonados en los plasmidos pBlueseript KS 11

y pGEM-T. Genotipo F’$80dlacZ AM15 A (lacZY A-argFYU169 deoR recA | end Al hsdR 17 (r,’, M)
supE44 A" thi-1 gyrA96 rel Al (GibcoBRL).

XL1-Blue (Bullock y col.,1987): Para la transformacién y propagacion de los insertos clonados en los
plasmidos pBluescript KS II, pGEM-T y PQE-30. Genotipo: recAl, endAl, gyrA46, thi-1, supE44,
hsdR17, relAl, lac™, [F' proAB™, lacl, lacAAM15, Tnl10(tet")].

M15[pREP4] (Qiagen): Para la expresién de proteinas clonadas en el vector pQE30. Genotipo: Nal® Str’

rif’, lac ara gal mil' F recA” uvr’.
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BL21(DE3) (Novagen): Para la expresion de proteinas clonadas en el vector pET-22b(+). Genotipo: F
ompT hsdS (rg" my") dem gal I (DE3).
C41(DE3): Derivado de BL21 (DE3). Contiene A(DE3) codificando la T7 ARN polimerasa integrada en

su genoma. La mutacién de esta cepa no ha sido identificada pero parece mejorar la induccién del vector

pET-22b" (Miroux and Walker 1996)
Adb. Cepas de T. cruzi

La caracterizacion de las cepas de T. cruzi se ha basado en los siguientes-datos: morfologia, estructura
antigénica, desarrollo en animales de laboratorio, desarrollo en los vectores, desarrollo en los tejidos,
analisis de isoenzimas.y otros andlisis bioquimicos. Ademas de la clasificacion por zimodemas (ver
introduccion), una clasificacion general las divide en dos grupos: 7. cruzi I (de ciclo salvaje) y T. cruzi II

(de ciclo humano/doméstico).
CL-Brener: 7. cruzi II. Clon derivado de la cepa CL (Brener 1963) de T. cruzi, aislado de Triatoma

infestans en Rio Grande do Sul, Brazil, cuando Zigman Brener y MES Pereira lo obtuvieron de la sangre
de ratones infectados con la cepa CL parental. En 1994, cuando se lanz6 el Proyecto Genoma de T.
cruzi, este clon fue escogido como el clon/cepa representativo de 7. cruzi. Se estima que su contenido de
ADN es de 35 Mb, distribuidas sobre un estimado de 35 pares de cromosomas “homologos™.
Probablemente la mayoria o todos sus cromosomas son diploides, pero difieren en tamafio. El clon CL-
Brener presenta todas las caracteristicas importantes de 7. cruzi: a) aislado de un vector estrictamente
domiciliario, b) se diferencia en medio liquido, c¢) es capaz de infectar monocapas celulares, d) es
parasitario preferente de las células del corazén y musculares, €) en ratones, presenta curvas de
parasitemia y mortalidad definidas, f) muestra una clara fase aguda en humanos infectados
accidentalmente, y g) es altamente sensible a las drogas utilizadas clinicamente contra el mal de Chagas.
Pertenece al grupo 1 de zinodemas. Su velocidad de duplicacion es baja por lo que en este proyecto se ha
utilizado como indicador de actividad de proteinas implicadas en replicacion.

Y: 7 cruzi II. Aislada en humanos en fase aguda en Sdo Paulo, Brazil. (Silva 1953). Con una velocidad

de duplicacion alta, su uso es complementario al de la cepa CL-Brener para el caso arriba explicado.

Ade. Linea celular

Células Vero: Células fibroblastoides de rifion de Cercopithecus aethiops (mono verde africano, numero

ATCC: Referencia CRL-1586).
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AS. Oligonucleétidos sintéticos

Nombre Secuencia '-35

sense: CT(G,C)CT(G,C)GG(C,G)CC(G,C)TC(G,O)CT(G,C)GA Obtencion por PCR
Sonda CK 1

CK 1 conservada

SE€Nsc

CK1 conservada T Obtencion por PCR

antisense TT(G,C)AG(C,G)CCCTGCCA(G,C)GG(G,C) AG Sonda CK1

1112-1 antisense gcattttgtggaagttgcagce
1112-2 antisense cgcttcgttcaggcattttg Obtencion de cDNA

Verificacion de la

1112-6 antisense GCGTCTCTAGCGATGAAGAC
secuencia con oligo

interno

Verificacion del extremc
ATGCGCGCAATCATCTGCTC

1112-7 antisense

5’ de la secuencia

PCR para clonar TcCK1

CK1.1pET22-5

ctegatcce ATGAACCTAATGATTGCAAACAG

en sitio BamHI de

SENnsc

CK1.1pET22-3 PCR para clonar TcCK 1

acaagctt ATTGTTAGACAATTCTTTCTCTTC

antisense en sitio Hindlll de

1.1PCRSonda5’ Obtencion por PCR

sense ctattacaaccacaaatac Sonda especifica

TcCKI1.1

Obtencion por PCR

1.1PCRSonda3’

TGACTAATGCAATACCTG Sonda especifica

antisense
TcCKI1.1
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Nombre Secuencia 5'-3'

caatggaattccATGAACCTAATGATTGCAAAC PCR para clonar en sitio

ECORI de pRIBOTEX

ECOGFPI sense

HINDGFPI

cgtcaagcttCTAATTGTTAGACAATTCTTTC PCR para clonar en sitio

HindIIl de pRIBOTEX

antisense

ctagaattc CTAATTGTTAGACAATTCTTTCTC PCR para clonar TcCK1.2 €

1.1GST3 antisen

sitio EcoRI vector

Sonda especifica TcCK1.1
OLI-TcCKl1.1 GACTAATGCAATACCTGTTTGCAATCATTAGGTTCAT para uso en southern

transfectantes.

Miniexon sense cgctattattgatacagttictg PCR para clonacion cDNA

1212-1 antisense stegoacgtccaaagacgte Verificacion final de

secuencia

cagtagcgcgtacggagaag PCR para obtencion sonda

1212-2 antisense especiﬁca 1.2

PCR para obtencion sonda
1212-3 sense CTGAAGGCGGAGGGGTC

hecifica 1.2

Oligo interno para

1212-4 antisense GGGTGTAGTTGAGGTACG

verificacion de secuencia

Oligo interno para
1212-5 sense

GGCACAAACATACAGACG

verificacion de secuencia

Obtencion clon ADN por

1212-6 sense gotaggagtgaacgtcacac
PCR

Oligo externo para

1212-7 antisense CACAGAAGCTGAAGAGGTC verificacion del extremo 5’

la secuencia

Oligo externo para

1212-8 sense GTATTTCTTGCGTGGCTCAC verificacion del extremo 5’

la secuencia

41



0000000000000 0 0000000000000 000000000000000O00CFCO0OFOCGCKROCCYINOVCNNNYYIYYY

Secuencia -3’

Nombre

PCR para clonar TcCK1.2 e
sitio BamHI de pQE-30,
yET-28a v pGEX-2T

CK1.2pQE30-5
ctggatccATGAGCTTAGAGCTTCGAG

sense

PCR para clonar TcCK1.2 e
sitio HindIII de pQE-30y
hET-28a

PCR para clonar TcCK1.2 e
OET22b (+)

CK1.2pQE30-3
acaagcttCTACGCCTGCTCTACATC

antisense

CK1.2pET22-5

ctggatcchTGAGCTTAGAGCTTCGAGTG
sitio BamHI de

sense

PCR para clonar TcCK1.2 e
sitio HindIII de pET22b (+)

CK1.2pET22-3

acaagcttCGCCTGCTCTACATCCCCC

antisense

PCR para clonar TcCK1.2 ¢
sitio EcoRI de pRIBOTEX

ECOGFP2 sense cagtggaattcc ATGAGCTTAGAGCTTCGAG

HINDGFP2

PCR para clonar TcCK1.2 ¢
sitio HindIII de pRIBOTEX

cetcaagcttCTACGCCTGCTCTACATC

antisense

PCR para clonar GFP en siti
BamHI de pRIBOTEX

BAMGFP- sense gctacggatcc ATGGTGAGCAAGGGC

ECOGFP- PCR para clonar GFP en

pRIBOTEX

caategaattCTTGTACAGCTCGTCCATG

antisense sitio EcoRI de

PCR para clonar GFP con

ECOGFPs

bRIBOTEX

antisense

Las letras mintsculas corresponden a secuencias no codificantes que flanquean los genes, 0 no
presentes en el ADN genémico y que fueron agregadas para introducir sitios de restriccion, que aparecen

subrayados. Todos los oligonucle6tidos fueron sintetizados en el “Servicio de Sintesis de Oligonucle6tidos” del

Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC), Granada.

A6. Genoteca empleada

AZAP (Stratagene) cDNA T. cruzi: elaborada por el Dr. Carlos Robello (Facultad de Medicina, Univ. De la

Republica de Montevideo, Uruguay.
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B. Métodos

B1. Cultivos de Trypanosoma cruzi “in vitro”

La manipulacién de los parasitos se llevé a cabo en cabinas de flujo laminar vertical AV-10 de Telstar
S.A., Cytair 125 y Supcris Model A. de Equipments Scientifiques et Industriels S.A. Flufrance.

B1la. Cultivo “in vitro” de formas epimastigotas

Para el cultivo de las formas epimastigotas se emple6 el medio liquido LIT (Castellani 1967),
suplementado con un 10% v/v de suero bovino fetal inactivado a 50°C, durante 30 min, y esterilizado por
filtracion a través de membranas de 0,2 um de poro. El cultivo se realizé en frascos estériles de 25 cm? a partir
de un inéculo inicial de 4x100 células/ml, a la temperatura de 28°C y en agitaciéon de 70 rpm en agitador
Heidolph Unimax 2010. Con objeto de mantener los cultivos en fase logaritmica de crecimiento se realizaban
las resiembras cuando el nimero de parasitos/ml era aproximadamente de 3 x107 parasitos/ml. El recuento

celular se realizo utilizando un Coulter Counter, modelo Z1.

Los transfectantes se mantienen continuamente en presencia de 500 pg/ml de Geneticina (G418), para

mantener los elementos extracromosdémicos que contienen los genes TcCKl1.1, TcCK1.2, TcCKI1.1/GFP,

TcCK1.2/GFP, asi como los controles pPRIBOTEX y pRIBOTEX/GFP.

B1b. Obtencion de tripomastigotes y amastigotes

La obtencién de formas tripomastigotas se realizé mediante la infeccién “in vitro” de células Vero. Se
partié de cultivos en monocapa de células Vero crecidos a 37°C en una atmosfera de 5% de CO», en frascos de
75 cmz, con medio RPMI suplementado con bicarbonato de sodio 0,22%, suero bovino fetal al 10% para
crecimiento y al 5% para mantenimiento. Todos los cultivos contenian estreptomicina 0,1 mg/ml y penicilina
100U/ml. Cuando las células alcanzan confluencia se infectan con tripomastigotas a una densidad de 200.000
parasitos/cm’ y se incuban a 37°C. A los dias 5, 6 y 7 post infeccion, se recogieron los sobrenadantes que

contenian las formas tripomastigotas emergidas por roturas celulares. Se centrifugaron a 3000 rpm por 15 min, y

se incubaron a 37°C por 2 horas en un incubador de CO2, para permitir que las formas tripomastigotas

(moviles) emergieran del sedimento. Se recogieron los sobrenadantes que contienen los tripomastigotas

purificados. El precipitado tiene una mezcla de tripomastigotas y amastigotas que se resuspenden en medio LIT

con 10% SBF vy se incuban a 37°C por 48 h para que todos los tripomastigotas contaminantes se viren a formas

amastigotas. Es estonces cuando se recolectan los amastigotas.
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Blc. Criopreservacion y descongelacién de parasitos.

La criopreservacion se realiza con cultivos en fase logaritmica a los cuales se les adiciona un 10% de

glicerol. La temperatura se reduce de forma escalonada hasta llegar a -80°C y por altimo se almacenan en

nitrogeno liquido.

La descongelacion de los parasitos se lleva a cabo de un modo rapido introduciendo el vial a
descongelar en un bafio a 37°C. Posteriormente, los parasitos son centrifugados a 1000 g durante 10 min para

eliminar los restos de glicerol y el sedimento celular se resuspende en 4 ml de medio de cultivo para iniciar su

cultivo a 28°C.

Bld. Recuento de los parasitos.

Los experimentos que requieren recuento celular se realizan siempre por duplicado. Se utilizé un
contador celular Coulter counter modelo Z1, diluyendo 100 pl del cultivo de parasitos, previamente

homogenizado, en 9,9 ml de medio isotén II (Coulter).
Ble. Determinacién de la inhibicién del crecimiento y de la dosis inhibitoria (IC50).

[as células fueron cuantificadas al final de cada experiencia mediante el ensayo MTT. El método se
basa en que las deshidrogenasas mitocondriales convierten el sustrato MTT, soluble y amarillo, en el producto
formazén, insoluble y de color parpura. La cantidad de producto formado depende del niimero de células y de la
viabilidad de las mismas, y es cuantificado espectrofotométricamente tras solubilizar los cristales de formazan
(Mosmann 1983). Por duplicado y en un volumen de 0.1 mi de medio de cultivo se inocularon 12 x 10
parasitos/ml en presencia de distintas concentraciones de los inhibidores. Los cultivos se hicieron en una placa
de microtitulacién de 96 pocillos de fondo plano (Nunc), y se incubaron durante 48 h a 28°C. Al cabo de este
tiempo, se afiadieron 10 pl de MTT (5 mg/ml), y se incubd 4 h a 28°C con agitacion suave. Las células se
lisaron, y los cristales de formazan se disolvieron, afiadiendo 50 pl de SDS 20% e incubando en oscuridad a
37°C durante 4 h. La reduccion del MTT se determiné leyendo la D.O.s4 en un lector de ELISA, tras afiadir 10
ul de etanol en el caso de que se hubiesen formado burbujas en los pocillos. La IC50 se calculé a partir de las

graficas de cantidad de parasitos vivos al final de las 48 h vs concentracion del inhibidor.

B2. Sincronizacién de cultivos de formas epimastigotas

Se lavaron cultivos de 2.5 X 10° de 7. cruzi en fase logaritmica y se resuspendieron en 100 ml de
medio LIT con un 10% SBF y 20 mM hidroxiurea. Se incubaron 24 h a 28°C con agitacion suave. Después de
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ello, la hidroxiurea se retiré mediante dos lavados con 5 ml de PBS a 3500 rpm durante 10 min, tras lo cual los
parasitos se resuspendieron nuevamente en la misma cantidad (100 ml) de medio LIT con un 1 0% SBF. En este
punto los parésitos se encontraban sincronizados alrededor de las fases G1/S del ciclo celular (Galantt 1994).
Alicuotas de 60 x 10° epimastigotas se tomaron a diferentes tiempos y la sincronizacién verificada tanto por
incorporacion de timidina tritiada como por tincion det ADN con yoduro de propidio (Pl) y analisis de

citometria de flujo, como se explica en los apartados correspondientes.
B2a, Analisis de la sincronizacién por tincion con Pl y citometria de flujo

Los parasitos se fijan como lo describe Dvorak, J. (Dvorak 1993). Alicuotas de 6 X 10 fueron
centrifugadas a 110 X g por 15 min, lavados dos veces con PBS y resuspendidos en 100 ul PBS. 900 ul de
etanol 70% fueron afiadidos con agitacion vigorosa e incubados por 5 min a 4°C. Las muestras fueron entonces
centrifugadas, lavadas dos veces con PBS y resuspendidos en 500 pl PBS. Otros 500 pl de solucion de
extraccion de ADN ( fosfato de sodio 200 mM, &cido citrico 4 mM, pH 7,8) fueron anadidos e incubados por 10
min a 37°C. Después de una rapida centrifugacién, los parasitos se mezclaron con 250 pl de una solucion de
PI/ARNasa (40 pg/ml PI y 100 pg/ml ARNasa in PBS) e incubados en oscuridad a 37°C. Los parasitos fueron

analizados luego por citometria de flujo en un FACScan (Becton Dickinson, San Jose, Ca) determinando la

fluorescencia intracelular debido al ADN tefiido con PI usando el Cell Quest Software.

B3. Cultivo y manipulaciéon de bacterias

B3a. Cultivo de bacterias

Se siembra un preinéculo de 5 ml de bacterias en medio LB, que se crece durante 16 horas a 37 C y
con agitacién constante, en presencia del antibidtico de selecciéon. Este preindculo se utiliza para sembrar
grandes cultivos liquidos de bacterias que se crecen en las mismas condiciones que el preindculo, hasta que
alcanzen una OD a 600 nm de alrededor de 1. La cantidad empleada del antibibtico de seleccion es: ampictlina
100 pg/ml, tetraciclina 100 pg/ml y/o kanamicina 25 pg/ml.

Las bacterias también fueron cultivadas en medio sélido, en placas de petri con LB-agar, con o sin

antibidtico a 37°C. Los stocks de bacterias se conservan también a -80°C en medio LB suplementado con

glicerol al 15%.
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B3b. Preparacion de células competentes

Los cultivos se realizaron en medio liquido con agitaciéon a 37°C. Se crecieron 3 ml de bacterias
durante 16 horas y se pasaron a 150 ml de medio LB, prosiguiendo el cultivo hasta que la D.O. a 600 nm fue de
0,6. Las células se centrifugaron a 4000 g durante 15 min a 4°C, y se lavaron con agua bidestilada estéril con los
siguientes voliimenes: 1 volumen, 0,5 volimenes y 0,02 voliimenes, centrifugandose cada vez 15 min a 4000 g a
4°C. Las bacterias se resuspendieron en 0,003 volimenes de glicerol al 10%, se hicieron alicuotas de 50 ply se

almacenan a -80°C.

B3 c. Transformacion de células competentes

Para la transformacién de las células competentes, éstas se descongelaron en hielo y se mezclaron en la
cubeta de electroporacién, previamente enfriada, las células y el vector que contiene el inserto. La
electroporacidn se llevé a cabo en un electroporador BT X ECM 600 y las condiciones fueron 2.5 kV, 129 ohms,
generandose un pulso de alrededor de 5,5 milisegundos. Posteriormente, se agrego 950 pul de medio LB

suplementado con 0,2% de glucosa, trasvasandolo a un tubo nuevo, y se incubé una hora a 37°C antes de ser

plaqueado en medio LB s6lido, para la separacion de las colonias.
B4. Rastreo de genoteca de cDNA de la cepa Y de T. cruzi en AZAP

B4a. Infeccién de bacterias y obtencion de placas de lisis

Previamente a la infeccién, células de la cepa XL1-Blue de E. coli fueron crecidas hasta la fase
logaritmica, precipitadas y resuspendidas en 0,5 volimenes de MgSO4 10 mM. Un volumen de una dilucién de
los fagos en SM se incub6 con 2,5 volimenes de las células, antertormente preparadas, durante 15 min a 37°C.
La dilucién de fagos se calculé de forma que se esperaba obtener 3 x 10° placas de lisis por placa de bacterias.
Seguidamente, a la mezcla se agregaron 20 ml de NZY top agar a 50°C y se vertieron en placas Petri de 150 mm
con NZY agar equilibradas a 37°C. Estas placas se incubaron durante toda la noche a 37°C hasta observar las
placas de lisis. A continuacién se transfirieron las placas a un filtro de nitrocelulosa, como se describe en el
punto siguiente, y ese filtro se hibridé con la sonda de interés. Tras la hibridacién, los clones positivos se
purificaron por un procedimiento similar. Las colonias positivas se recogieron con pipetas Pasteur estériles y se
resuspendieron en 1 ml de SM. De esta solucién se prepararon diluciones para plaquear unas 200 a 300 unidades
formadoras de placas (ufp) por placa, sometiéndose a un nuevo proceso de seleccion hasta que todas fueron
positivas. Los clones positivos se almacenaron en alicuotas de 1 ml de SM con unas gotas de cloroformo a 4°C,

y para tiempos prolongados a -80°C con DMSQO al 7% (Sambrook 1989).
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B4b. Transferencia de fagos a filtros de nitrocelulosa

Para la transferencia de los fagos, se coloco sobre las placas de lisis un filtro de nylon seco dejandose
absorber durante 1 min. Una vez retirado se colocd un segundo filtro durante 2 min para obtener una réplica del
primero. Para su posterior hibridacién, los filtros fueron tratados durante 2 min con solucién desnaturalizante,
luego 4 min con solucién neutralizante, y finalmente durante 2 min en SSC 20x. El tratamiento se hizo en
bandejas sobre papeles Whatman 3 MM mojados en las soluciones anteriores, manteniéndo los fagos en la parte

superior de los filtros. Para fijar el ADN a los filtros, estos se secaron a temperatura ambiente y se fijaron con

luz UV (360 nm) durante 5 min (Sambrook 1989).

Bdc. Preparacion de bacteriéfagos a gran escala

Para obtener el lisado de bacterias se incubd una mezcla de 250 pl de células XL1-Blue en fase

estacionaria con 100 ul del stock de fagos en SM y 100 pl de una solucién 1:1 de MgClp/ CaCly 10 mM
durante 15 min a 37°C. Esta mezcla se transfirié a un matraz con 20 ml de medio NZY, incubandose a 37°C

con agitacion durante 6 a 8 horas hasta observar lisis celular. A este lisado se agreg6 500 pl de cloroformo y se
agitd por 15 min para completar la lisis y posteriormente se centrifugd durante 10 min a 10.000 rpm (rotor
Sorvall SS-34) para eliminar restos celulares. El sobrenadante se almacené a 4°C con unas gotas de cloroformo;

este sobrenadante suele tener un alto titulo de fagos (cerca de 100.000/ml) siendo conveniente guardar una

alicuota como stock (Sambrook 1989).
BS. Aislamiento de ADN

B5a. Aislamiento de ADN genomico de parasitos

Para la extracciéon de ADN genémico total de 7. cruzi se sigui6 el procedimiento descrito por Coderre y
col. (Coderre 1983). Los parasitos se crecieron hasta la fase estacionaria, se centrifugaron y el precipitado de
parasitos se lavé dos veces con solucién salina de PBS. Las células se resuspendieron en tampon A (0,2 M Tris-
HCIl pH 8, 0,1 M EDTA) y se lisaron con 0,5% SDS y 100 pg/ml de proteinasa K incubéandose 4 horas a 37°C o
bien toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizé una extraccion con NaCl 0,1M y fenol-
cloroformo/cloroformo isoamilico. El ADN contenido en la fase acuosa se precipité con dos volumenes de
etanol absoluto lavandose con un volumen de etanol 70%. El precipitado se resuspendié en tampén TE y se trato
con ARNasa (10 pg/ml) 1 hora a 37°C (o a temperatura ambiente toda la noche). Finalmente, se realizé una

nueva extraccion fendlica y una nueva precipitacion con etanol, resuspendiéndose en agua bidestilada estéril.
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B5b. Excisiéon “in vivo”

200 ul de células XL1-Blue se coinfectan con 200 ul de stock de fagos conteniendo los genes de
interés y con 1 pl del fago “helper” R408. La mezcla se incuba a 37°C por 15 min. Se afiadi6 5 ml de medio LB
y se incubé durante 3 h a 37°C con agitacién. Se calent6 la mezcla a 70°C por 20 min para matar las bactertas y
se centrifugo durante 5 min a 4000 x g para deshacernos de los restos bacterianos. El sobrenadante, conteniendo
el fagémido p-Bluescript SK- con los genes de interés, se decanté en tubos estériles. Para plaquear los
fagémidos rescatados, 200 pl de este fagémido y una diluciéon 1:10 se combinaron con 200 pl de células SOLR.
Todo se incubd a 37°C por 15 min. De esta mezcla, 50 pl se afadieron a placas de LB con ampicilina (50
ug/ml) y se incubaron toda la noche a 37°C. Las colonias que crecieron en estas placas fueron sembradas en
medio LB liquido con ampicilina e incubadas toda la noche a 37°C. Estos cultivos son almacenados en glicerol

a -80°C. Los posibles fagos contaminantes no pueden replicarse en las cepas SOLR, por lo que asi se previene la

contaminacion después de la excision.
B5c. Aislamiento de ADN plasmidico

B5cl. Roche High Pure Plasmid Isolation Kit

Se utiliza para las extracciones de ADN plasmidico a pequefia escala, partiendo de 2-3 ml de cultivo
bacteriano crecido durante toda la noche en agitacién a 37°C. Este método permite el aislamiento de pequefias

cantidades de ADN plasmidico en condiciones de pureza e integridad aceptables. El procedimiento consiste en

una lisis alcalina que es precipitada con una solucién de acetato sodico. Una vez centrifugado, el sobrenadante
es retenido en fibras de vidrio empaquetadas previamente en microtubos de centrifuga. EI ADN plasmidico

adherido es lavado y luego eluido con agua destilada. Se siguié el protocolo recomendado por la casa comercial.

BSc2. Wizard maxiprep

El procedimiento es semejante a la miniprep salvo que se parte de 500 ml de cultivo bacteriano para

obtener mayores cantidades de ADN plasmidico. También se siguié en este caso el protocolo de la casa

comercial.

B5d. Aislamiento de ARN total de parasitos

Se siguid el procedimiento descrito por Chomczynski y col. (Chomczynsky 1987) con algunas

modificaciones. EIl ARN se extrajo a partir de cultivos en fase logaritmica que fueron centrifugados durante 15
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min a 3.000 rpm (rotor Sorvall $S-34), en el caso de las formas tripomastigotas se mantuvieron previamente en

hielo y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min.

Para homogenizacién o lisis de los parasitos, se utilizé el reactivo TRIzol de Gibco. El TRIzol, una
solucién monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina, mantiene integro el ARN mientras que rompe los
parasitos y disuelve los componentes celulares. Tras la lisis, la adicion de cloroformo y posterior centrifugacion
separa la solucién en fases acuosa y organica. Después de transferir la fase acuosa, el ARN se recupera por

precipitacion con alcohol isopropilico.

Debido a que el ARN se degrada facilmente es conveniente que todas las soluciones sean tratadas

previamente con DEPC y se trabaje a 4°C o en hielo.

B6. Cuantificacion de acidos nucleicos

Tanto la concentracién del ADN como del ARN puede medirse espectrofotométricamente 260 nm.

Para el ADN, una unidad de densidad 6ptica a 260 nm (D.O.54) corresponde a 50 pg/ml. Para el ARN, una
unidad de D.O.,q corresponde a 40 pg/ml. Se considera que para una preparacioén buena de acidos nucleicos, el

cociente 260/280 debe ser superior a 1,8 pero no mayor de 2,0 (Sambrook 1989).

B7. Tratamiento enzimatico del ADN

B7a. Digestion del ADN con enzimas de restriccion

Las enzimas se emplean de acuerdo con las recomendaciones de la casa comercial. La reaccién se lleva

a cabo generalmente en un volumen final de 25-30 pl empleando de 1 a 10 U de enzima por pg de ADN a

digerir, incubandose dos horas a la temperatura recomendada. Las enzimas se inactivaron de acuerdo con las

condiciones recomendadas por la casa comercial.

B7b. Reaccion de ligamiento

Las reacciones de ligamiento de fragmentos de ADN se realizaron con la enzima T4 ADN ligasa (I

U/ug de ADN), procedente del bacteriéfago T4. Esta enzima cataliza la formacion de enlaces fosfodiéster entre
los extremos 5' y 3' del ADN, pudiendo unir tanto extremos cohesivos como romos. El volumen final fue de 20

ul en el tamp6n suministrado por la casa comercial, utilizando relaciones molares inserto:vector de 5:1. De

forma general, la reaccion se realizé durante 16 ha 16 "C.
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B7¢. Tratamiento con fosfatasa alcalina

Esta enzima hidroliza el grupo fosfato del extremo 5' del ADN. La ligasa necesita este grupo para la
reaccién de ligamiento por lo que el tratamiento de los vectores de clonado con esta enzima disminuye la
posibilidad de religamiento de los vectores abiertos. La reaccién se realiz6 agregando 1 unidad de enzima a las

digestiones con endonucleasas e incubando 30 min a 37°C.

B7d. Mareaje radioactivo del ADN

B7d1. Marcaje de dCTPs

Se utilizé el procedimiento de “Random Primed” (Feinberg 1983) para marcar moléculas de ADN con
[o*?P]dCTP (Amersham corp.). Esta técnica se basa en la utilizacién de una mezcla de hexanucleotidos que
actian como cebadores para la sintesis de ADN por la enzima Klenow. Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 20 pl con una concentracién de ADN de 20 a SO ng, 50 pCi de [« *P]dCTP y 2 U de
polimerasa Klenow, siguiendo el protocolo de la casa comercial (Boehringer Mannheim). Las sondas marcadas
se purificaron mediante cromatografia en columnas de 1 ml de Sephadex G-50 (Pharmacia). El ADN marcado

fue resuspendido en un volumen final de 100 pl y se emplearon 2 pl para medir el numero de cuentas por

minuto (cpm) en un contador de centelleo.

B7d2. Marcaje con timidina

A 1 x 10’ parasitos se le afiadieron 10 pCi de PHJtimidina (1pCi/ul) y se llevaron hasta 1000ul con
PBS. Se incubaron 1 h a 28°C en agitacion. Este tiempo permiti6 la incorporacién de timidina tritiada en el
ADN de los parasitos. Posteriormente se incubaron en hielo durante 10 min y después de centrifugarlos a 10000

rpm durante 10 min se resuspendieron en 1 ml de PBS. Se agitaron bien y se centrifugaron de nuevo, tras lo cual

se congelo el sedimento a -80°C hasta su uso.
B7d3. Mareaje de oligonucleétidos

A 30 pmol oligonucleétidos se le afiaden 3 pl de [y’*P] ATP (3000 Ci/mmol), 2 pl (20 U) de la quinasa
5" polinucleétido (PNK) y 5 ul del tampén de PNK 10X. Esta mezcla se completa hasta 100 ul con agua
bidestilada. Se incuba durante 20 min a 37°C y se inactiva la quinasa incubando otros 20 min a 65°C. La mezcla
se purifica por precipitacién con 1/10 de acetato sodico y 2,5 volumenes de etanol absoluto por 10 min a -80°C.
Tras una centrifugacién de 15 min a 13000 rpm el precipitado se lava varias veces con etanol al 75% y luego se

deja secar. La eluci6n se lleva a cabo con tampén de hibridacion de oligos para conseguir un volumen de 100 ul.

50



B7e. Reaccion de la transcriptasa reversa

La retrotranscriptasa es una ADN polimerasa de origen viral que utiliza como molde una hebra de
ARN y por lo tanto se aplica para sintetizar ADN complementario a partir de ARN. En nuestro caso usamos 17
U de la AMV retrotranscriptasa ("Avian Mieloblastosis Virus") en una reaccién conteniendo | pg de ARN
poliA"’, 100 pmol de cebador antisentido, una mezcla de deoxinucledtidos (400 pM de cada uno), incubandose

durante dos horas a 42°C. Se realizé posteriormente una desnaturalizacion a 95°C durante 15 min, y una dilucion

1:10 en agua bidestilada, para su utilizacién en PCR.

B7f. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR permite amplificar, por medio de una polimerasa termoestable (Taq polimerasa de Thermus
aquaticus), un determinado ADN molde a través de repetidos ciclos de desnaturalizacién térmica, apareamiento
de oligonucleétidos y sintesis de ADN. Estos ciclos dan lugar a una amplificacion exponencial de la molécula
de ADN (Arnhein 1992). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50 ul conteniendo una
mezcla de 30 pmol de cada cebador, 0,1 vol. de tamp6n de PCR (Boehringer Mannheim), 400 uM de cada
deoxinucleotido, 50-100 ng de ADN, 1 a 5 U de Taq polimerasa. Las condiciones de la PCR y el nimero de
ciclos de amplificacién se ajustaron para cada experimento. En otros casos, se utilizo el kit Expand™ Long
Template PCR System (Boehringer Mannheim), donde la polimerasa es una mezcla de las enzimas Taq
polimerasa y Pwo ADN polimerasa, que favorece la correccion de posibles errores en la lectura del ADN molde.
Para la amplificacion de los diferentes fragmentos de ADN, las condiciones de los PCR estan descritos en la
siguiente tabla. Todos los ciclos fueron precedidos por uno de desnaturalizacion a 95°C durante 2 min, y

terminados con un ciclo final de 7 mm a 4°C.

-T
Fragmento ADN Primers Ciclos Desnaturalizacion Hibridacion Elongacion
r t 1 m— - y
5 3’ Tiempo | Temp ("C) | Tiempo Temp ('C) | Tiempo | Temp ("C)
|t — 4 + —+
Sonda CK | T. cruzi CK 1 conservada | CKI conservada
30 10s 94 30s 58 60 s 72
rr conservada gendmico Sense _|  antisense | ! | i
Sonda cDNA TeCK1.1 |
1.1PCRSonda$’ 1.1PCRSonda3’ 30 10s 04 30 s 48 30s 72
| TcCK1.1 especifica | /pGEMT + Sal | | l
I. cruzi
| cDNA TcCK1.1 Miniexon 1112-2 10 10s 94 30s 57 60 s 68
cDNA




60 s
20 10s 94 30s 57 68
] +205 cfu |
TeCK1.1 para cDNA TcCKl1.1
| CK1.1pET22-5 CK1.1pET22-3 30 10s 94 30s 60 60 s 68
clonar en pET-22b+ | /pGEMT +Sall | |
| Plasmido "
- GFP (sin stop) BAMGFP- ECOGFP- 30 10 s 94 30s 52 60 s 72
| | PXG-GFP+
Plasmido
| GFPs (con stop) | BAMGFP- ECOGFPs 30 10 s 94 30s | 52 60 s 72
_' PXG-GFP+ | }
| TecCK1.1 para Plasmido
ECOGFPI1 HINDGFPI 30 10s 94 30s 52 60 s 72
 ligar a GFP 1.1/pET28a +Ncol N |
Plasmido clon
Sonda TcCK1.2 '
| 1212/pBSKS- CK1212-3 CK1212-2 30 10s 94 I min 57 I min 68
especifica
I cruzi’ Y
ADN TcCK1.2 1212-6 1212-2 10 10s 94 30s 57 60 s 68
ADN genémico i
60s
: 20 10s 94 30s 57 68
| +20s c/u
Plasmido
TcCK 1.2 para
TeCK1.2 CK1.2pET22-5 CK1.2pET22-3 30 10s 94 30s 60 60 s 72
clonar en pET-22b+
/pGEMT + Sal | !
| Plasmido
| TcCK1.2 para |
| TcCK1.2 ECOGFP2 HINDGFP2 30 10s 94 30s 56 60 s 72
ligar con GFP
/pQE30 + Xbal
B8. Secuenciacion del ADN

La secuenciacion de ADN se realizé por el método de terminacion de cadena por didesoxinucleétidos

descrito por F. Sanger y col. (Sanger 1977). El método consiste en la sintesis de una hebra de ADN por una

polimerasa a partir de un molde, utilizando un cebador sintético y una mezcla de dNTPs junto a un analogo que

carece del OH en 3' necesario para la formacion del enlace fosfodiester, por lo que al integrarse este 2'3'-

didesoxinucleotido trifosfato (ddNTP), la elongacién de la cadena se detiene.

[a secuenciacién se realizd con un secuenciador automatico 373 Automated DNA (Applied

Biosystems) utilizando el kit AmpliTagDyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer) y utilizando
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una optimizacion llevada a cabo en nuestro Instituto (Lario 1997). Los cebadores utilizados fueron los

universales T3, T7 y SP6, asi como oligonucledtidos sintéticos especificos.
B9. Electroforesis de acidos nucleicos

B9a. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Mediante esta técnica, los fragmentos de ADN pueden ser separados en funcion de su tamaiio, para
posteriormente ser transferidos a filtros o bien purificados a partir del gel. Se utilizaron geles horizontales de
agarosa de porcentaje entre 0,8 y 1,5%, segun los tamafios a separar, pi‘eparados en tampon TAE y realizandose
la separacion a 5 V/cm. Las muestras se cargaron en los geles con tampdn de carga 1x (concentracion final). El
tampdn contiene colorantes que nos dan referencias de la evolucion de la electroforesis. La visualizacion del
ADN se realizé al incorporarse directamente en el gel el agente intercalante bromuro de etidio, a una

concentracion final de 0,5 pg/ml, e irradiando el gel con luz ultravioleta.

Como indicadores de tamaifio molecular se emplearon el ADN del fago lambda cortado con Hind 111 y
el ADN del fago ¢$X174 digerido a su vez con Hae I1I (0,1 pg por pocillo).

B9b. Electroforesis en campo pulsado

[.a electroforesis de campo pulsado permite la separacién de fragmentos de ADN de gran tamaiio o de
cromosomas enteros del parasito en un gel de agarosa mediante la aplicacion de campos eléctricos de direccion
variable. Una de las variantes mas utilizadas es la denominada “Clamped Homogeneus Electric Field
Electrophoresis (CHEF)” (Chu 1986), donde se emplea un circuito con los electrodos distribuidos
hexagonalmente que producen patrones rectos de bandas, con lo que se facilita la hibridacién y analisis

densitométricos.
B9b1l. Preparaciéon de los bloques de agarosa para CHEF

La preparacion de los bloques de agarosa se realizd siguiendo el método de Garvey (Garvey 1986).
Cada bloque contiene aproximadamente 8 x 107 parasitos (unos 24 pg de ADN) en fase logaritmica de
crecimiento. Tras lavar los parasitos tres veces en PBS 1x se resuspendieron en 0,3 ml de PBS y se mezclaron
con igual volumen de agarosa de bajo punto de fusién (Preparative Grade, Bio Rad) al 1,2% en PBS. La mezcla
se depositd en moldes y se dejo solidificar a 4°C. Los bloques solidificados se depositaron en el tampon de

digestién (EDTA 0,5 M pH 9, N-lauril sarcosina 1% y proteinasa K 1%) y se incubaron durante 48 h a 50°C.
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Posteriormente, se lavaron 3 veces en EDTA 0,2 M pH 8, (cada lavado de 3 h) y quedan almacenadas en este

tamp6n a 4°C hasta su utilizacion.
B9b2. CHEF electroforesis

Las electroforesis se realizan en geles al 1,5% de agarosa y tampén TBE 0,5x en un aparato de
electroforesis CHEF de LKB-Bromma con un sistema controlador de pulsos 2015 Pulsaphor Plus acoplado a un

sistema de refrigeracién 2219 Multitemp II Thermostatic Circulator. El marcador de peso molecular utilizado es

Yeast chromosome PFG Marker, de S. cerevisiae YPH80 No. 345 BioLab.

B9¢. Electroforesis de ARN en geles de agarosa-formaldehido

La separacion por tamafios del ARN se realizé mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa
en condiciones desnaturalizantes. Las muestras se prepararon en una solucién 2 M de formaldehido, 50%
formamida y MNE 1x, y se desnaturalizaron 15 min a 65°C, y al cargarlos en el gel se afiadié tampén de carga y
| pl de bromuro de etidio. Los geles fueron de agarosa al 1%, 2,2 M formaldehido (agente desnaturalizante) y

MNE Ix, desarrollandose la electroforesis en tampén MNE 1x, a un voltaje entre 50 y 100 voltios. El marcador

de tamaifio fue el ARN ladder de Promega.

B10. Aislamiento de ADN en geles de agarosa: “Gene Clean”

Los fragmentos de ADN se aislaron utilizando el kir comercial Gene Clean® (Qiagen) siguiendo el
protocolo de la casa comercial. En este procedimiento, el fragmento de agarosa se disuelve en una solucién de
Nal a aproximadamente 50°C durante 10 min, el ADN se retiene en una resina de silice. La resina, que contiene
el ADN, se lava con una solucién de etanol para eliminar impurezas y el ADN se eluye con agua, incubandola a

aproximadamente 50°C durante 2 min.

Bll. Transferencia de ADN a membranas de nylon: “Southern blot”

La transferencia del ADN a membranas de nylon se realiza mediante la técnica descrita por E. Southern

(Southern 1975). Se basa en el paso del ADN del gel a la membrana debido a un proceso de capilaridad que se

genera a partir de un tampén con elevada concentracion salina. El empleo de membranas cargadas

positivamente favorece la union.

El proceso necesita un tratamiento previo del gel con HClI 0,25 M durante 15 min que produce la
despurinizacién parcial del ADN que facilita su posterior hidrélisis. Posteriormente se trata con solucion
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desnaturalizante durante 30 min y, por ultimo, con solucién neutralizante durante otros 30 min. La transferencia
se realiza en tampon SSC 20x durante 16 h. Una vez completado el proceso, los filtros se lavan en SSC 2x y se

dejan secar a temperatura ambiente. La unién covalente del ADN al filtro se consigue irradiando con luz

ultravioleta de 250 nm durante 3-5 min.

B12. Transferencia de ARN a membranas de nylon: “Northern blot”

En el caso de la transferencia de ARN, los geles de agarosa-formaldehido se desnaturalizaron durante
15 min en NaOH 50 mM vy se renaturalizaron durante 30 min en Tris-HCI 0,1 M pH 7,5. La transferencia por

capilaridad a las membranas y el fijado del ARN a las mismas se realizé igual que en la técnica de Southern

blot.

B13. Hibridaciéon de acidos nucléicos con sondas radioactivas

Esta técnica nos permite la localizacién e identificacion de secuencias especificas de ADN

inmovilizadas sobre un soporte. Para ello, se emplean sondas marcadas radioactivamente por el método del

"random primed", previamente descrito.

Antes del proceso de hibridacién, los filtros se preincubaron a 42°C y en agitacion suave, con la solucidn
de hibridacién que contiene Denhardt’s, formamida y ADN de esperma de salmon para bloquear los sitios
inespecificos de unién a ADN. El volumen de la solucién de prehibridacion, es de 0,2 ml/em? de filtro.
Posteriormente, se hibridaron durante toda la noche, a 42°C y agitacion suave, con un volumen de solucion de
hibridacién de 0,05 ml/cm’ de filtro, en presencia de la sonda marcada radioactivamente (106 cpm/ml)
previamente desnaturalizada (10 min a 100°C y 3 minutos en hielo). Las condiciones del proceso tales como
temperatura y cantidad de formamida, asi como la concentracién de sales de la solucién de lavado, varian segun
la homologia de la sonda empleada. En nuestro caso, la hibridacién se realiza a 42°C en 50% de formamida
durante 16 h y los lavados se llevan a cabo incubando a diferentes temperaturas con diferentes concentraciones
de sal y detergente. Nuestro protocolo fue el siguiente: Solucion 1, 5 min, T.A; Solucion 2, 15 min, T.A.]
Solucién 3, 20 min, 37°C; Solucién 4, 20 min, 68°C; Solucioén 5, 5 min, T.A. En el caso de hibridaciones con la
sonda TcCK 1.1, todos los tiempo de lavados se redujeron a la mitad. Por ultimo, los filtros se expusieron a una

pelicula autorradiografica (Agfa Curix) a -80°C en presencia de una pantalla amplificadora.

Cuando se marcaron sondas de oligonucledtidos las condiciones de hibridacién y lavados son las
siguientes: el filtro se humedece en 6 x SSC antes de ponerlo a prehibridar con 10 ml del buffer de hibridacion
de 2 a 3 horas a una temperatura igual a la temperatura de hibridaciéon (Tm) - 5°C. Luego se afiade el
oligonucleétido marcado (10°107) y se deja hibridando por 2 horas a la misma temperatura de prehibridacion.
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La solucién se remueve y el filtro se lava brevemente a T. A. con 10 ml de tamp6n de hibridacion sin ADN de

esperma de salmén. Dos nuevos lavados iguales al anterior se repiten pero a temperatura de hibridacion y

durante 10 min cada vez. El fltro se coloca en una envoltura de pléstico y se procede al andlisis autoradiografico.

B14. Transfeccion de 7. cruzi

La transfeccién de formas epimastigotas de 7. cruzi con el vector pRIBOTEX (Martinez-Calvillo,
Lopez et al. 1997), conteniendo o no los genes de interés, se realizé lavando 4 veces los parasitos con HBS

"
estéril y resuspendiéndolos en HBS a 5x10 parasitos/ml. 400 pl de esta suspension se mezclaron con 50 pl de

ADN plasmidico a 2 pg/ml. La transfeccién se hizo en el sistema ECM 600® de BTX utilizando como

condiciones 450 voltios, 800 uF y 13 ohms. Tras la electroporacion, los parasitos se incubaron durante 10 min
en hielo y se transfirieron a 10 m! de medio LIT, incubandose 24 horas a 28°C tras lo cual se agreg6 G418 a una
concentracién de 150 pg/ml. A los tres dias se realizé una dilucién 1:3 del cultivo, adicionandose nueva
solucion de G418 a la misma ;:oncentracién.. En esta dilucion, los parasitos se mantuvieron durante 3 dias tras lo

cual se realizé una nueva dilucion 1:10, adicionandose G418 a una concentracion de 500 pg/ml. Los parasitos

resistentes se observaron a los 15-20 dias de la ultima dilucion.

B15. Electroforesis de proteinas: “SDS-PAGE”

B15a. Obtencion de proteinas totales de parasitos

Los parasitos, en fase logaritmica de crecimiento, son lavados 3 veces con PBS y finalmente
resuspendidos en tampén de lisis a una concentracion de 25x10° parasitos/carril de la electroforesis (equivalente
a unos 40 pg de protefnas/carril). Posteriormente se afiade el volumen necesario del tampon de muestra Ix

(apartado 2.A.2) y se desnaturalizan a 100°C durante 5 min antes de cargar el gel.

B15b. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determiné utilizando el método colorimétrico de Bradford (Bradford

1976). Este método consiste en la cuantificaciéon de la union del colorante Coomassie brilliant blue a las
proteinas de la muestra. Esta unién del colorante puede medirse a una longitud de onda de 594 nm. Para obtener

los valores, se realiz6 previamente una curva patrén con los valores de D.O.so4 obtenidos a partir de

concentraciones crecientes de albumina de suero bovino.
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B15c¢. Electroforesis

La separacion de proteinas en funcién de su tamafio se realiz6 mediante la técnica de electroforesis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE), segun el método de Laemmli (Laemmli 1970).
El método se basa en la carga negativa que adquieren las proteinas al unirse al detergente SDS. Como la
cantidad de SDS unido es casi siempre proporcional al peso molecular del polipéptido e independiente de su
secuencia, los complejos poliéptidos-SDS migran a través del gel en funcion del peso molecular de las
proteinas.
La separacion electroforética se realizé en geles discontinuos, compuestos por un gel superior de composicion
constante (almacenador) preparado al 4,5% de acrilamida/bisacrilamida y pH 6,8, y un gel inferior (separador)
del 7 al 12% y pH 8,8 dependiendo del tamafio de las proteinas a separar. Los porcentajes de acrilamida se
eligieron en funcion del tamafio de las proteinas de interés a separar. Las muestras de proteinas se preparan
disueltas en un volumen de tampén de muestra 1x y se desnaturalizan a 100°C durante 5 minutos antes de cargar
el gel, 0 a 37°C durante 10 min en el caso de que la muestra contuviera imidazol. La electroforesis se lleva a
cabo en minigeles empleando la cubeta Mighty Small SE250 (Hoefer Sci. Inst.) entre 20-25 mA, usando el
tamp6n de corrida a 1X. Como marcador de peso molecular se utilizaron los marcadores de bajo peso molecular
en algunos casos o de amplio en otros, ambos de BioRad. La fijaciéon y visualizacion de las proteinas se lleva a
cabo mediante tincién con una solucién de Azul Coomassie R-250 al 0,2% en 40% de metanol y 10% acido

acético durante media hora y posterior decoloracién en 25% de metanol y 10% de acido acético.

B16. Transferencia de proteinas a membranas de nylon: “Western blot” e inmunodeteccion

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de acrilamida se transfirieron a membranas de
fluoruro de polivinilideno (PVDF). Una vez finalizada la electroforesis, los geles se sumergieron en el tampo6n
de transferencia catodo durante 15 min. Las membranas de PVDF del tamano del gel se prepararon
humedeciéndolas en metanol absoluto durante 15 s; posteriormente se lavaron en H2O bidestilada por 2 min y
finalmente se sumergieron en tampon de transferencia Anodo II por 5 min. El “sandwich” de transferencia se
mont6 humedeciendo y colocando, en este orden, dos pedazos de papel Whatmann en el tampon Anodo I, uno
en el Anodo II, la membrana, el gel, y tres trozos mas de papel Whatman humedecidos en tampén Catodo. Los
trozos de papel Whatmann son del mismo tamafio que el gel. La transferencia se realizo en un aparato Semi-
Phor TE70 (Hoefer Sci. Inst.) durante 1 hora a un voltaje méximo de 25 V y un amperaje maximo de 100 mA.

Finalizada la transferencia, las membranas se tifieron con Rojo Ponceau 0,5% /acido acético 1% para visualizar

las proteinas y determinar la eficiencia de la transferencia, destifiéndose con H,0 bidestilada.
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Para la inmunodeteccion, las membranas de PVDF se bloquearon sumergiéndolas 10 s en metanol
absoluto y dejandolas secar al aire por 15 min. A continuacién se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente (T.A.) con la dilucién elegida del anticuerpo en TBS-0,05% Tween20 y 1% BSA con agitacion suave.
Luego se lavaron dos veces por 10 s con TBS-0,05% Tween20 y 1% BSA con agitaciéon. A continuaciéon la
membrana se incubo durante media hora a T.A. con el anticuerpo IgG de raton conjugado a fosfatasa alcalina o
el anti-IgG de ratén conjugado a peroxidasa de rabano (Hrp) a una dilucién 1: 5000 en TBS-0.05% Tween20 y
1% BSA. Finalmente, tras un nuevo ciclo de lavados, las membranas se revelaron con 5 ml de una solucion de
NBT-BCIP (Roche) en tampdn fosfatasa, en cuyo caso la reaccion de revelado se detuvo con tampon de parada,

o, cuando se usa Hrp, con las soluciones potenciadores de seial del kit ECL (Amersham Corp.), en cuyo caso la

membrana se expone a una autoradiografia hasta conseguir la sefial deseada.

B17. Purificacion de proteinas recombinantes

El vector pET22b+ permite expresar polipéptidos como proteinas de fusién con una cola de seis
histidinas. Esta region rica en ndcleos de imidazoles interacciona con iones de niquel fuertemente adsorbidos
sobre la fase fija, facilitando la purificacién por cromatografia de afinidad. La elucion se realiza protonando las
histidinas a pH bajo, con lo que pierden afinidad por el niquel, o bien afiadiendo imidazol, que compite con las

histidinas por el niquel. Asi, el polipéptido puede purificarse en un solo paso por cromatografia de afinidad en

columnas de agarosa conjugada con niquel.

La expresion de la proteina de fusion queda bajo el control de un promotor Tac, lo que permite inducir

su expresion adicionando PTG al medio de cultivo.

B17a. Obtencién de proteinas solubles de bacterias transformadas

Se partié de una colonia aislada de bacterias transformadas con el vector con el inserto adecuado; ésta
se incub6 en 20 ml de LB ampicilina durante toda la noche a 37°C con agitacion. Este cultivo se transfirié a un

litro de LB incubandose a 37°C con agitacién hasta una D.O., de 1, momento en que se indujo la expresién de

la proteina con la cola de histidina afiadiendo al cultivo IPTG hasta una concentracion de 0,5 mM.

Para las proteinas expresadas en pET22b+ las bacterias se incubaron durante 16 h a 19°C. El cultivo se
centrifugd durante 15 min a 3,000 x g, y tras lavarlo 3 veces con PBS se resuspendi6 en 20 ml de una solucion
de Hepes 50 mM pH 7.8, MgCl, 10 mM e inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 0.7 pg/ml pepstatina y 5
pg/ml de leupeptina, aprotinina y antipaina) y se lis6 con | mg/ml de lisozima a temperatura ambiente durante
30 min. Tras de esto, las bacterias se sonicaron 2 veces durante 30 s, con intervalos de 30 s entre cada

sonicacién. Luego la solucién homogenea se incubé a 4°C con. ADNasa en una concentracion de 200 pg/ml
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antes de centrifugar a 30.000 xg durante 20 min a 4°C para eliminar el material insoluble y las células intactas.

Los sobrenadantes se usaron para su purificaciéon en la columna de afimdad.

B17b. Preparacion de las columnas de afinidad

Las proteinas recombinantes con su extremo de 6 histidinas se purificaron por cromatografia de
afinidad utilizando como soporte sélido Ni2t- 4cido nitrilotetra-acético (Ni-NTA) de QIAGEN. Se utilizaron
columnas de 2 ml de resina de niquel de Qiagen. Las columnas se lavaron antes de su uso con agua bidestilada,
equilibrandose con 10 volimenes de solucion de equilibrado (Hepes 50 mM pH 7.8, NaCl 150 mM, 10%
glicerol y Tritén X-100 al 1%) durante dos horas a T.A. con agitacion continua. Posteriormente la resina se deja

asentar en la columna por gravedad. Las columnas se almacenaron despué€s de su uso a 4°C en una solucion de

PBS con 20% de etanol.

B17¢. Purificacién en columna de la proteina recombinante

La proteina con cola de histidina se purificé pasandola lentamente a través de la columna de Ni**-NTA
previamente equilibrada. La columna fue lavada extensivamente con 100 volimenes de solucion de lavado (50
mM Hepes pH 7.8, 0.7 M NaCl, 10% glicerol, 1% Triton X-100, 40 mM imidazol y 2mM B-mercaptoetanol).
Las proteinas retenidas se eluyeron con un gradiente de imidazol de 40 a 200 mM en solucién de elucién (50
mM Hepes pH 7.8, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 0.5% Triton X-100 y I mM B-mercaptoetanol) y se recogieron
fracciones de 0,5 ml que se analizaron por SDS-PAGE al 12%. Las fracciones que contenian la proteina
recombinante fueron escogidas por su actividad CK1 y se concentraron en Centricon-10 (Pall-Gelman). Despucs

se determiné su concentracién mediante la técnica de Bradford y se congelé alicuoteada en nitrégeno liquido

hasta su utihizacion.

B18. Ensayos cinéticos

La mezcla de reacciéon para medir la actividad de la enzima contenia su sustrato y ATP marcado
radioactivamente, en un medio 6ptimo para la actividad de esa enzima (sales, pH, etc). La reaccion comenzo al
afiadir el ATP o la enzima, y se dejé seguir durante 10 min a 30°C. El sustrato debe afiadirse en concentraciones
saturantes para que la actividad de la enzima no dependa de la cantidad de sustrato disponible, excepto en el
caso de los ensayos para determinar las Kms, en los que el sustrato en estudio se afiade en concentraciones

crecientes. La reaccion se detuvo mediante adsorcién por filtros de fosfocelulosa P-81, (cargados negativamente

a la mayoria de los pH) que se afiaden a ésta. Estos filtros se lavaron extensivamente en acido fosforico 75 mM,
que provee un medio 4cido en el cual el sustrato fosforilado tendra una carga neta positiva. En el caso de

sustratos péptidos sintéticos, esta adsorbcién se facilita ain mas al incluir en los extremos del péptido dos o tres
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residuos de arginina o lisina, cuyas cadenas laterales se encuentran cargadas positivamente a ese bajo pH y
favorecen también la unién al filtro. Después de secar los filtros, se introdujeron con liquido de centelleo en
viales donde se pudo cuantificar la radioactividad adherida a ellos en un contador beta. La mezcla de reaccién
para CK1, con un volumen final de 30 pl, llevaba 50 mM tampén Hepes pH 7.,8; 7 mM MgCh; 0,5 mM
ditiotreitol; 150 mM NaCl; péptido sustrato CK1 250 6 300 pm o B-caseina 5 6 10 mg/ml; 1 6 2 U de enzima
recombinante (1 U es la cantidad de enzima que puede incorporar 1 pmol de fosfato en el sustrato en un min) 6
20 pg de proteina cuando se trataba de lisado de parasitos y finalmente 100 uM [P’P]ATP (actividad especifica:
500-1000 cpm/pmol). Se utilizé Hepes porque es un tampén organico sin sales ni grupos que pudieran intervenir
en la reaccion enzimatica. Con el MgCl, se provee a la mezcla de suficiente Mg 2" para la reaccion. El DTT es
un agente reductor que previene la formacién de puentes como los disulfuros que puedan interferir en la

reaccion. Por tltimo, el NaCl provee los iones necesarios para que se dé la actividad enzimatica.

Las Km de los diferentes sustratos de la enzima se calcularon en base a graficas de Michaelis-Menten.

Bi8a. Actividad CKI1 en extractos de parasitos

Al utilizar parasitos lisados como fuente de la enzima CK1, los parasitos recogidos y lavados con PBS

se resuspendieron en tampén Hepes 50 mM suplementado con 5 ug/ml de antipaina, leupeptina y aprotinina,
0,7 pg/ml de pepstatina y 1mM PMSF para evitar la degradacion de las proteinas. Luego se sonicaron 2 veces
por 30 seg antes de centrifugar a 10000 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante de la sonicacion se utilizo para
los ensayos con extractos de parasitos. Para las determinaciones de las diferentes fracciones de la centrifugacion
diferencial, el sedimento del paso anterior se homogenizd con el mismo tamp6n de lisis descrito, con la ayuda
de un homogenizador, y luego se utiliz6 este homogenizado, correspondiente a la fracciéon mitocondrial y
nucléica, o, para abreviar, “Pellet-10” o P-10, para las determinaciones enzimaticas. El sobrenadante de esta
primera centrifugacién a 10000 rpm se centrifugé una vez mas a 100000 rpm para obtener una fraccién soluble

o citosolica, y un sedimento microsomal. Este ultimo se homogenizé de forma igual al P-10.

Para el resto de los ensayos los parasitos se resuspendieron en el tamp6n Hepes mas antiproteasas
descrito arriba, con la adicién de 0.1% Triton X-100. Luego las muestras se centrifugaron durante 15 min a

13000 rpm a 4°C, y el sobrenadante se utilizé como fuente de enzima para los ensayos.

B18b. Actividad CK1 en proteina recombinante

La mezcla de reaccidén para los ensayos era basicamente la misma que la descrita en el protocolo
general, pero teniendo en cuenta la cantidad de NaCl del tamp6n en el que fue eluida la proteina recombinante al
momento de purificarla. En la mayoria de los casos, el tampén de elucién contenia 150 mM de NaCl asi que
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segtin el volumen de enzima afiadido a la mezcla, esta cantidad se tomé en cuenta para ajustar la cantidad de

NaCl afiadida a la reaccién para que alcanzara la concentracion deseada, de 150 mM.

Todos los ensayos llevaban un blanco sustrato (sin sustrato) cuya actividad se sustrajo de la de las

muestras. También se puso un control bacteriano para descartar actividad procedente de alguna otra kinasa.

B18bl. Determinaciéon de la Km para -caseina

Se analizé el efecto que la B-caseina ejercia sobre la enzima variando la concentracion de la primera
desde 0,13 mg/ml hasta 15 mg/ml partiendo de preparaciones de 10 mg/ml para las concentraciones bajas y de

50 mg/ml para las mas altas.
B18b2. Determinacion de la Km para el péptido sustrato especifico de CKl

[gual que para la B-caseina, la concentracion del péptido se varié desde 33,3 uM hasta 300 pM,

partiendo de una solucién 3 mM a una concentracién de 100 uM ATP.

B18b3. Determinacion de la Km para ATP

La concentracion del ATP se varié desde 5 uM hasta 166 uM en presencia de 5 mg/ml B-caseina.
Como la mayor o menor incorporaciéon de radioactividad indica la actividad de la enzima, el variar la
concentracion de ATP marcado le conferiria mayor radioactividad a los ensayos con niveles mas altos de la
purina, falseando los resultados. Este problema se solucioné introduciendo blancos enzima (sin enzima) para
cada concentraciéon de ATP utilizada. Estos controles se sustrajeron de las actividades resultantes. Ademas, €stos
fueron los tnicos ensayos en los que la reaccién se comenzé con la adicién de la enzima y no del ATP. La

solucién de partida del ATP estaba a 500 pM y era una mezcla de ATP frio a 500 M y una minima fraccion de
[**P]JATP (3000-5000 Ci/mmol).

B18b4. Determinaciéon de la inhibicién con heparina

La inhibicién por heparina es una caracteristica de la CK2 (caseina kinasa II), y por ello se ha utilizado
clasicamente para discriminar entre actividad CK1 y CK2 especialmente cuando la medimos usando como
sustrato una proteina dcida, como la B-caseina, que tiene distintos sitios fosforilables por ambas enzimas. La
concentraciéon de heparina se varié desde 1 mg/ml hasta 30 mg/ml, partiendo de una solucién 0,015 mg/ml para

las concentraciones bajas y de 0,15 mg/ml para las concentraciones altas.

61



B18b5. Determinacién de la inhibicion con himenialdisina y derivados del purvalanol

Para medir el efecto de nuevos posibles inhibidores de la CK1 de 7. cruzi, usamos las siguientes
concentraciones de los inhibidores derivados del purvalanol: NG-95, 100 nM; NG-97, 100 nM. Para determinar

la IC50 de la himenialdisina, usamos concentraciones variables desde 5 nM hasta 5 mM y determinamos

graficamente la concentracion del inhibidor necesaria para producir un 50% de disminucién en la actividad

enzimatica.
B19. Estudios de la fluorescencia de los transfectantes.

B19a. Determinacion de la fluorescencia por citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que permite hacer medidas rapidas sobre células que fluyen en un

liquido, una a una, a través de un punto sensible. Cada medida se realiza de forma separada en cada célula de la

suspension, por lo que no es una simple media de los valores de la poblacion completa.

Todas las medidas se llevaron a cabo en un citometro de flujo Becton Dickinson (Mountain View CA).
El analisis de los datos se llevé a cabo determinando la fluorescencia intracelular debido a la Proteina Verde

Fluorescente (GFP). Se establecieron regiones y se analizaron 20.000 sucesos en las mismas, que se

representaron en forma de histogramas.
B19b. Microscopia

B19bl. Preparacion de placas de poly-L-lysine®

Después de lavar los porta-objetos con agua y jabon, éstos se lavan con etanol al 70% y se dejan secar
al aire. Luego se sumerjen individualmente en una solucién de poly-L-lysine (Sigma) diluida 1:10 con agua,

durante 5 min. Los porta-objetos se secan al aire por 1 hora y se conservan hasta una semana a 4°C.

B19b2. Fijacién de los parasitos

Los parasitos se lavaron con PBS y se fijaron durante 20 min en hielo con 2% de paraformaldehido en
PBS ( recién preparado). Para disolver el paraformaldehido es necesario calentarlo a 50°C y ajustarle el pH a 7
con NaOH 10 N afiadido gota a gota. Para ver la fluorescencia de la GFP sélo fue necesario poner una gota de

los parasitos en las placas de poly-L-lysine, esperar a que se secaran un poco Yy afiadirles una gota

62



(aproximadamente 25 pl) del medio de montaje que usamos, que fue el VECTASHIELD Mounting Medium
(Vector Laboratories). Para teiiir el nicleo con DAPI, después de fijar los parasitos, éstos se permeabilizaron

con saponina al 0,025 % en PBS durante 1 6 2 min. Luego se afiadi6 el VECTASHIELD al que se le habia

incorporado DAPI a una concentracion de 0,5 pg/ml.

B19b3. Microscopia de fluorescencia y confocal

La microscopia de fluorescencia se llevo a cabo en un microscopio Zeiss Axiophot (West Germany)

con un objetivo Planar Neofluar 100X, usando un filtro FITC para visualizar la proteina verde y un filtro UV

para visualizar las estructuras tefiiddas con DAPIL.

La microscopia confocal se llevo a cabo en un microscopio confocal Leica Modelo TCSSP pertenenciente a la

Unidad Mixta de Investigaciones Médicas, Hospital San Cecilio de Granada.

B20. Analisis informatico

Para los andlisis de similitud de secuencia en los bancos GenBanK y EMBL se utiliz6 el programa
BLAST (Altschul 1990). Para los alineamientos de secuencias se utilizé6 el paquete de programas GCG,

desarrollados por la Universidad de Wisconsin (Devereux 1984).

Para el modelaje de la proteina TcCK1.1 se utilizé el programa WHAT IF version 19970813-1517 by
Swiss Model.

Para la determinacion de las Km se utilizd una regresion no lineal de una curva Michaelis-Menten con

ajuste estricto de los datos usando el software de Graphlt (Erithacus Software Limited).
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IV. RESULTADOS

A. Aislamiento de los genes CK1 de T. cruzi

Al. Disefio de la sonda conservada, aislamiento y secuenciacion de dos isoformas CK1 de T. cruzi

Como las proteinas pertenecientes a la familia CK1 contienen varias secuencias identificativas que las
distinguen del resto de las quinasas (Hanks and Quinn 1991), usamos estas secuencias conservadas para disefiar
cebadores que nos permitieran obtener por PCR la parte mas conservada del o los genes de T cruzi. El cebador
5' esta tomado del dominio V, exactamente, de la secuencia conservada LLGPSLE, mientras que el cebador 3'
esta tomado del dominio X, concretamente, la secuencia conservada LPWQGLK (Fig. 1bl). La secuencia del
producto de esta PCR de 603 pb se analizé y se confirmé que correspondia a una CK1 con una homologia del
79% con respecto a la isoforma CK18 humana. Este fragmento se marc6 radioactivamente y se utilizo
posteriormente como sonda para rastrear una libreria AZAP cDNA de la cepa Y de 7. cruzi. En los ocho clones
positivos que se encontraron, s6lo se obtuvieron dos secuencias diferentes que confirmaban contener dos
isoformas de los genes CK 1 de 7. cruzi. Una de ellas contenia el gen CK1 homoélogo 1 (7¢CK1.1) que tiene 936
nucledtidos y que codiﬁéa para una proteina de 312 aminoacidos de aproximadamente 36 kDa, y la otra
contenia el gen CK1 homélogo 2 (7cCKI.2) que tiene 990 nucledtidos y que codifica para un polipéptido de
330 aminacidos de aproximadamente 37 kDa. Las isoformas son 88% idénticas entre si (94% en sus dominios
cataliticos) y se diferencian principalmente en su extremo carboxilo. El homélogo 2 tiene una extension de 35

aminoacidos mas alla del dominio quinasa, mientras que el homdlogo 1 tiene una cola mas corta de tan solo 19

aminoacidos (Fig. Al)

TcCK1.1 y TcCK1.2 son aproximadamente 65% idénticas a las isoformas humanas CK16 y CKle y a la
isoforma CK1 de levadura, Hhpl. También tienen una alta homologia con las CK1 de otras especies como
Arabidopsis thaliana (63%), Drosophila melanogaster (59%) y P. falciparum (58%). En cuanto a los
aminoacidos de interés para la estructura terciaria, las tres secuencias que identifican a la familia CK1 estan
presentes en TcCK1.1 y TcCK1.2 (Ver también Figura Al). La secuencia del loop L-EF (LPWQGLKA)
(residuos 214-221 tomando a TcCK1.1 como punto de referencia) esta conservada en todos los organismos
descritos hasta ahora, excepto en TcCK1.1, descrito en este trabajo, en el cual la lisina es reemplazada por una
prolina (para una descripcién de la nomenclatura utilizada para las proteinas CK1 ver (Xu, Carmel et al. 1995).
La secuencia de localizacién nuclear descrita por Gross y Anderson en la CK18 humana(Gross, Loijens et al.
1999), TKRQKY, corresponde a la secuencia TKQEKY (residuos 223-228) en ambos homologs TcCKl1.
También hay un dominio homélogo de kinesina en la CK18 humana (Gross, Loijens et al. 1999), HIPYR que

est4 conservada en ambos homologos de 7. cruzi (residuos 167-171). Por otra parte, existe una insercion de 3
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residuos, GGV, en el dominio de unién a nucleétido (residuos 63-65) que esta ausente en todas las otras CK1
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Figura Al. Alineacion de secuencias de isoformas CK 1 de diferentes especies. TcCK1.1 (7. cruzi),
TcCK1.2 (7. cruzi), HuCK 1d (isoforma & humana), HuCKle (isoforma € humana), Hhpl (S. pombe),
PfCK 1 (P. falciparum), DmCK1 (D. melanogaster), AtCK1 (A. thaliana). Las secuencias peptidicas
fueron alineadas para una méaxima identidad por medio de la introduccién de espacios (representados por
puntos) usando el programa GCG PILEUP de la Universidad de Wisconsin. Residuos idénticos en todos
los CK 1 descritos hasta hoy estan sombreados en gris y los residuos idénticos en las especies
representadas aqui y que estan conservadas en todas la familia CK1 estan sombreadas en negro. Las
secuencias que caracterizan a la familia CK1 (Gross and Anderson 1998) se sefialan con una doble linea
numerada sobre la secuencia (1,2,3). Los cebadores disefiados para obtener la sonda CK/ fueron tomados
de los motivos 1y 3. Los tres residuos que son exclusivos de CK1 de 7. cruzi estan encuadrados. Las
lineas continua y discontinua muestran la sefial de localizacién nuclear y el dominio de homologia con

kinesina, respectivamente.

2. Consecucién de sondas especificas para TcCK1.1 y TcCK1.2; localizacién cromosémica y

organizacion genémica
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Figura A2. Organizaciéon genémica de los genes TcCKI de T. cruzi. 5 pg/carril de ADN genoémico de la
cepa Y fueron digeridos con distintas enzimas de restriccion, sometidos a electroforesis, tranferidos e
hibridados con diferentes sondas. (A) sonda correspondiente a 603 pb de una region codificante de CK/
(Ver Materiales y Métodos), carril 1, Kspl; carril 2, Sacl; carril 3, Kpnl; carril 4, Scal. (B) Sonda
cspecifica para TcCK1. 1. Carril 1, Xhol; carril 2, Sacl; carril 3, Kspl; carril 4, Pvull. (C) Sonda especifica
para TcCK1.2. carril 1, Kspl; carril 2, Sacl; carril 3, Kpnl,; carril 4, Scal. (D) 5 pg/carril de ADN genémico
fueron digeridos con Kpnl a 2, 4, 8, 15, 30, 60 y 90 min (carriles 1 a 7), e hibridados con la sonda
especifica para TcCK .2, mostrando el tipico patrén de escalera de un gen repetido en tandem. Ninguna de
las enzimas utilizadas cortaban la sonda. Los marcadores de tamafio (Kb) son derivados del ADN del fago
A digerido con la endonucleasa HindIll y del fago ¢X174 digerido con Haelll. (E,F) Localizacion
cromosomica de los genes TcCKI.l and TcCKI.2 genes: los cromosomas de formas epimastigotas se
separaron utilizando una electroforesis de campo pulsado (CHEF) bajo con las condiciones descritas en
Materiales y Métodos. El gel fue transferido e hibridado con las sondas especificas para 7cCK1.1 (E) y
TeCK1.2 (F). Los marcadores de tamafio (Mb) fueron los Marcadores de Cromosomas de Levaduras PFG

de Biolabs. (O) representa la posicion del pocillo de partida.

Una digestién preliminar del ADN genémico de la cepa Y de 7. cruzi y la hibridacion de su Southern
blot con la sonda CK1 conservada de 603 pb sugiri6 la existencia de diferentes genes CK1, de los cuales uno de
ellos parecia ser una gen multicopia (Figura A2A). Cuando los dos genes aislados fueron clonados y
secuenciados, se disefiaron sondas especificas para cada uno de ellos. Para TcCK 1. 1 se disefi6 una sonda basada
en los nucledtidos —166 a 37, y para TcCKI.2 se us6 una sonda que comprendia desde el nucleotido 909 hasta
el 1260. Estas sondas marcadas radioactivamente fueron utilizadas para hibridar un Southern blot de ADN
genémico de T. cruzi con diferentes enzimas de restriccion. Cada Southern blot reveld diferentes patrones de
corte como se muestra en la figura A2 (B y C). En el caso de TcCK]/.2, exceptuando un carril, todo el ADN
hibridé en bandas del mismo tamaiio cuando fue digerido con diferentes enzimas que cortan el gen una vez,
excluyendo a Kspl (Figura A2C). En el caso de la digestiéon con Kspl, se obtuvo un fragmento de
aproximadamente 600 pb, debido a un sitio mas de corte en el gen para esta enzima (carril 1, figura A2C). El
patron de hibridacion sugiere que 7cCK]/.2 ciertamente esta repetido en tdndem; éste no es el caso de 7cCK1. 1
que parece ser un gen de doble copia por genoma haploide (figura A2B). Para confirmar que 7¢CK/.2 es un gen
multicopia, se realizé una digestion parcial de ADN gendmico de 7. cruzi con la enzima Kpnl que corta una vez
el gen. Las muestras se corrieron en un gel de agarosa, se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa y se
hibridaron con la sonda especifica TcCKI.2. La digestiéon parcial muestra la repeticion en tandem del gen
multicopia (figura A2D). Para determinar la localizacién cromosémica de los genes CK/, los cromosomas de 1.
cruzi se separaron realizando una electroforesis de campo pulsado e hibridandola con las sondas especificas

descritas arriba. Los resultados indican que, en la cepa Y, ambas isoformas, 7cCKI1.l y TcCKI.2, estan

localizadas en dos cromosomas mayores de 2 Mb (figura A2E,F)
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B. Anailisis de la expresion y actividad diferencial de las isoformas TcCKl1.1y TceCK1.2
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Figura B1. Expresion especifica de estadio del ARNm de 7cCKI. ARN total RNA (20pg) de formas epimastigotas
(E), amastigotas (A), y tripomastigotas (T) en fase de crecimiento logaritmico medio y tardio de la cepa CL-Brener de 7.
cruzi fueron hibridados con las sondas especificas para TeCK1.1 (A), TeCK1.2 (B), y TcCK1 (C). Las tinciones de los ARNr
con bromuro de etidio se muestran en los paneles inferiores. Los marcadores ARN estandar (kb) son de Promega. (D)
Aumento en la expresion de ARNm de CK1 de amastigotas y tripomastigotas con respecto a las formas epimastigotas del
parasito, segin normalizacién por analisis densitométrico de los rARN (Ver Materiales y Métodos). (E) Diferentes formas
del parasito (cepa CL-Brener) fueron obtenidas seglin estd descrito en Materiales y M¢étodos. Los sobrenadantes de la lisis y
centrifugaciéon a 13000 x g fueron analizados por duplicado sobre su actividad especifica CK1. Los datos mostrados son ¢l
resultado de un experimento representativo. En el caso de los epimastigotas el nimero calculado fue la media de la actividad

durante los seis dias de la fase logaritmica de crecimiento.
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Se estudiaron las expresiones de los dos genes en los diferentes estadios de vida del parasito. Se extrajo
ARN total de las formas amastigotas, tripomastigotas y epimastigotas de la cepa CL-Brener de 7. cruziy se
separaron por electroforesis en geles de formaldehido y agarosa. Estos geles se transfirieron a papel y se
hibridaron con las sondas especificas de los genes T7cCK1.1 y TcCK1.2. Se obtuvieron sefiales en ARN
mensajeros de aproximadamente 1300 pb, que era el tamaifio previsto para los clones cDNA, pero la intensidad
de la sefial con respecto al estadio del parasito result6 ser diferente para cada uno de los genes. En el caso de
TcCK1.1 (figura B1A) hubo una baja expresion en el estadio epimastigota y, comparativamente, hubo un
aumento superior a 30 veces (figura B1D) en las formas tripomastigotas (el filtro tuvo que ser sobreexpuesto
para poder detectar la sefial en el carril de los epimastigotas) (figura B1A). En lo que respecta a 7cCK1.2
(figura B1B), las formas epimastigotas y tripomastigotas mostraron una expresion similar entre si, mientras que
se produjo un incremento de expresion de dos veces en las formas amastigotas (figura B1D). Los Northern
blots se hibridaron con la sonda general 7cCK! que reconocia las dos isoformas, y se encontrd que, en las

formas amastigotas y tripomastigotas, los ARNm de los 7cCK/ estan expresados mas de tres y casi dos veces,

respectivamente, en comparacion con las formas epimastigotas (figura B1C).

[La actividad CK1-like de los extractos de parasitos fue algo mayor en los amastigotas con respecto a
los tripomastigotas, mientras que en los epimastigotas esta actividad alcanzo6 s6lo de un 57 a un 68% de la de
los amastigotas, dependiendo del estado de replicaciéon en que se encontraran los parasitos en cultivo cuando se

recogieron las muestras (ver abajo) (Para esta comparacion, s6lo se tomaron en cuenta las actividades CK 1

anteriores a la fase estacionaria de crecimiento) (figura B1E)

C. Anélisis de la actividad CK1 durante la replicacién de 7. cruzi

La actividad CK1-like de las formas epimastigotas a lo largo del crecimiento en cultivo en las
cepas CL-Brener e Y de 7. cruzi. Tal como se muestra en la figura C1, se observo actividad en el primer
dia de crecimiento. Esta actividad continué aumentando hasta que los parasito entraron en la fase tardia de
crecimiento logaritmico. Tan pronto como los parasitos la alcanzan se observo un descenso de la
actividad. El analisis de la actividad CK1-like en dos cepas con muy opuestos tiempos de duplicacion (en

CL-Brener es mucho mas lento que en Y), revel6 que el mas alto nivel de actividad especifica se daba en

aquella cepa cuyo tiempo de duplicacion era mas rapido (figura C1).
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Figura C1. Actividad CK1-like durante el crecimiento de las formas epimastigotas de 7. cruzi. Mediante el uso de

formas epimastigotas de las cepas (A) Y y (B) CL-Brener de 7. cruzi, se analizé la actividad CK1 a lo largo del

creicmiento de los parasitos en cultivo utilizando el péptido sustrato especifico para CK1. Los circulos representan el

numero de parasitos por ml y los cuadrados, la actividad especifica CK1-like.
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D. Localizacion celular de las isoformas CK1 de T. cruzi

Con formas epimastigotas de la cepa Y de 7. cruzi se realizé un fraccionamiento subcelular para

conseguir fracciones nucleares, citosélicas y microsomales por centrifugacion diferencial. Dichas fracciones

fueron analizadas con respecto a su actividad CK | revelando que la mayor parte de la actividad se localizaba

en la fracciéon microsomal (Tabla D1). Més del 53% de la actividad se mantuvo en el precipitado microsomal

mientras que el sobrenadante de la centrifugacién a 105000 x g s6lo contuvo un 16% de la actividad total y el

P-10, o fraccion nuclear y mitocondrial, contabilizé tan solo 7.5% de la actividad total.

Tabla D1
i Actividad CK 1-like de diferentes fracciones celulares de 7. cruzi
3 Actividad Especifica Actividad Total

Fraccion (pmol/min/mg) (pmol/min)
Extracto total 3180 24887
sonicado

| P-10 2460 1877
Sobrenadante
citosolico 1406 4007
Fracipitado 3755 13261
microsomal

Epimastigotas dela cepa Y de T. cruzi fueron fraccionados tal como se describe en Materiales y Métodos. La
actividad CK 1-like se determiné con las diferentes fracciones. Los ensayos se realizaron por duplicado arrojando

una desviacion estandar de menos de 10%.

E. Anilisis de la expresién de las isoformas TcCK1.1 y TeCK1.2 y actividad CKI1 en el ciclo celular

Epimastigotas de 7. cruzi se sincronizaron y monitorizaron por analisis de citometria de flujo

como se muestra en la figura E1. Los ARNm de 7cCKIl.l y TcCKI1.2 se analizaron mediante

cuantificacion de las sefiales radioactivas y se normalizaron con f-tubulina 'y 18S rRNA (Fig. E2). La

expresion de los ARNm de 7cCK1.1 sigue un patrén similar al de la actividad CK1-like de los extractos

de parasitos, mientras que la expresion del ARNm de 7¢cCK!/.2 aumenta después de la liberacion del

tratamiento con hidroxiurea tras lo cual mantiene una expresion similar a lo largo del ciclo celular (figura

E2B). Después de la liberacion del bloqueo (t=0) (figura E2C), las formas epimastigotas presentaron un

incremento gradual de la actividad CK 1-like a medida que los parasitos entraron en la fase S hasta t=10 h
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cuando la replicacion del ADN alcanza su maximo. A t=12 h la mayor parte de la sintesis de ADN
termina; en este momento la actividad CK1-like disminuye a su minimo hasta t=15, momento en que las
células estan en la fase temprana G2/M. Un fuerte aumento en la actividad enzimatica se observé at=18 h

(fase G,/M tardia), cuando los epimastigotas estan dentro o abandonando la fase de mitosis, segin el

analisis de citometria de flujo (figura E1).
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2 , 281001 .WZL _ E e 231['_]_1_,&]7 ~ g 281001 001
o
o 3
3 2 ¢
i 29 §3
38 38 g
& = =1
2 e
o o

281001.011

Counts
0 10 20 30 40 50 60 70

= R
3 3
= - T.15
i i
8 !
o Vid
§ . W(N %l, ~
—_— 2 e
o - e ' g
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 =
FL2H FL2H §8
&
281001.012 1:81@1,012_ _ -
T.21

Counts

0 10 20 30 40 50 60 70

0 10 20 30 40 50 60 70

Counts
0 10 20 30 40 S0 60 70

i
e

FL2H

1000

Figura E1. Sincronizacién de parasitos T. cruzi. La progresion del ciclo celular de los epimastigotas se interrumpio,
mediante incubacion durante 24 h, con hidroxiurea. Después de la liberacion del tratamiento se recogieron muestras de
parasitos a diferentes tiempos y se analizaron por citometria de flujo para monitorizar su estado de ciclo celular (ver
Materiales y Métodos). Un control de parésitos no tratados con hidroxiurea también se analiz6. El tiempo cero representa
el momento en que los parasitos son liberados del medio que contenia hidroxiurea. Se muestran aqui varios tiempos
representativos. Las graficas son histogramas de fluorescencias relativas por PI (proporcional al contenido de ADN)

representado vs la frecuencia de eventos por canal (equivalente al nimero de células) (ver Materiales y Métodos). Cada

histograma representa los datos recogidos de 20000 elementos por muestra.
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Figura E2. (A) Expresién de TcCK1.1 y TcCKI.2. Se tomaron alicutoas de epimastigotas de la cepa Y a los siguientes
tiempos: 0, 6, 8, 12, 16, 18 y 24 h. El tiempo cero representa el momento en el que los parasitos son sacados del medio
que contenia la hidroxiurea (ver Materiales y Métodos). Los ARNm de estos parasitos se extrajeron; aproximadamente 25
ug de cada uno se transfirieron a filtros de nylon y se hibridaron con las sondas especificas para 7cCK/.1 'y TcCK1.2 para
determinar la variacion en expresion a lo largo del ciclo celular. El blot se normalizé usando sondas para f-tubulina'y 185
rRNA.. (B) Relacién de la expresion de ARNm con la actividad de las isoformas 7cCK/ durante el ciclo celular. En los
dos paneles superiores, cada punto representa el cambio en el nimero de veces de expresion de los niveles de ARNm
(relativos al tiempo 0) con respecto a la normalizacion tanto con la sonda para f-fubulina (lineas continua) como para
los/8S rRNA (linea punteada). El panel inferior muestra la actividad CK1-like en los parasitos sincronizados. Para medir
la actividad enzimética se recogieron parasitos a los siguientes tiempos: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21 y 23 h, y su
actividad CK1-like se determiné usando el péptido sustrato especifico para CK1 (ver Materiales y M¢todos). Los

experimentos se repitieron tres veces y arrojaron esencialmente los mismos perfiles mostrados aqui.
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F. Proteina recombinante TcCK1.1

1. Analisis de la expresién de la proteina recombinante TcCK1.1

Se cloné el gen TcCK 1.1 en el vector pET22b" y se expreso en bacterias E. coli C41(DE3). Los
extractos inducidos mostraron la produccion de un polipéptido de aproximadamente 36 kDa (figura F1A)
en la fraccion precipitada del lisado crudo (figura F1B). El tamafio de la proteina
molecular previsto, de 36 kDa para el péptido del marco abierto de

ciones bacterianas, se obtuvo poca cantidad de la

que permanecio
sobreexpresada coincidia con el peso

lectura. Debido probablemente a que CK1 afecta las fun

proteina recombinante, lo que dificultd la cuantificacion de la concentracion de proteina, como s ha

observado en otras ocasiones. Sin embargo, esta proteina tiene una alta actividad especifica, como indican

Klimczak et al (Klimczak, Farini et al. 1995). Para optimizar la produccion de la proteina TcCKl1.1

recombinante, se cambié la temperatura de induccion de 37°C a 19°C y tambien se extendio el tiempo de

- cubacion hasta 18 h. Aun asi, la inmunodeteccion en la fraccién soluble no arroj6 ninguna sefial. Se

procedio a purificar esta fraccion incubandola en una columna de Ni-NTA agarosa y eluyendola luego con

un gradiente lineal de concentracién de imidazol. La actividad de las fracciones se determiné por su

fincionalidad cinética, como se describe abajo, y aquellas con mayor actividad se combinaron y

concentraron antes de analizarlas en un gel SDS-PAGE que fue luego tefiido con azul de Coomassie

(figura F1B). Al mismo tiempo se transfirié otro gel de estas caracteristicas para realizarle una

proteina recombinante (figura

- unodeteccion. Con esta estrategia se pudo detectar la presencia de la

F1C).

Figura F1. Sobreexpresion y purificacién de TcCK1.1 recombinante. (A) Tincién del gel SDS-PAGE, con azul de

Coomaise, de las proteinas totales de las bacterias % coli transformadas con pET 22b" (lane 1) y TcCK1.1/pET

22b"(lane 2) después de la induccion con IPTG. (B) Tincion del gel que contiene el sobrenadante (carril 3) y el

precipitado (carril 4) de los extractos crudos de TcCK1.1/pET 22b°; proteinas de fusion a cola de histidina purificadas
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en una columna de Ni-NTA agarosa: fraccién conteniendo la méaxima actividad CK1 (carril 5) y fraccion sin ninguna
actividad (carril 6). (C) Anélisis por Western blot de los extractos totales inducidos (carril 7), de la fraccion con la
maxima actividad CK 1 (carril 8),y de una fraccién sin actividad CK1 (carril 9) usando un anticuerpo monoclonal anti

6X-His (a una dilucién de 1:1000) como se describe en Materiales y Métodos. Las flechas apuntan a la posicion de

TcCK1.1. Los patrones de peso molecular (kDa) eran de Bio-Rad.

F2. Anilisis de parametros cinéticos de la proteina TcCK1.1

Se us6 TcCKIl1.l recombinante para realizar ensayos enzimaticos segun los procedimientos
descritos en Materiales y Métodos. Las fracciones eluidas de la columna de Ni-NTA agarosa se analizaron
en base a sus actividades CK 1. Aquellas fracciones que estaban dentro del pico de actividad se unieron, se
concentraron y se usaron para los ensayos cinéticos. Se encontr6 que las Km aparentes para -caseina y el
péptido sustrato especifico para CK1 eran de 5.7 mg/ml y 128 uM, respectivamente. Para el ATP, la
proteina TcCK 1.1 mostré una Km aparente de 56.2 pM. Cuando se usé el péptido especifico para CKl1
como sustrato se obtuvo una inhibicién cercana al 40% con 100 uM del inhibidor CK1-7 y 100 uM de
ATP. La heparina ha sido utilizada como criterio para distinguir entre las proteina quinasas CK1 y CK2
(Pulgar, Tapia et al. 1996) ya que es un inhibidor especifico de las proteinas CK2. Se observo que la
heparina apenas disminuia la actividad de TcCK1.1 (alrededor de un 10% a la maxima concentracion
utilizada, que fue de 30pug/ml). El otro compuesto utilizado, HD, es un potente inhibidor natural de CKI
(Meijer, Thunnissen et al. 2000). Cuando se estudié el efecto de HD sobre CKI, se observd que la
actividad CK 1 se inhibia significativamente, tanto cuando se usaron extractos de parasitos (IC50, 23 nM),
como cuandose utilizé porteina TcCK 1.1 recombinante (IC50, 13 nM) (figura F6). Asi pues, en cuanto a

los pardmetros bioquimicos generales, la proteina TcCK1.l recombinante mostré propiedades

caracteristicas de la familia de enzimas CK1.
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Figura F2. Efecto de HD sobre la actividad CK1 de T. cruzi. La actividad CK1 fue analizada usando 300 uM del péptido
sustrato especifico de CK1 y 100 uM de ATP sobre extractos de epimastigotas de 7. cruzi (Panel A) y sobre proteina

TcCK 1.1 recombinante purificada (Panel B). Se afiadieron concentraciones crecientes de HD (0, 5, 15, 25, 50 y 100 nM

para los extractos de parasitos y 0, 5, 12.5, 20 y 40 nM para la TcCK1.1 recombinante).
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G. Transfectantes CK1 y CK1/GFP de T. cruzi
G1. Sobreexpresion de CK1 de los transfectantes

G1a. Expresion ARNm de los genes CK1 transfectados

Después de conseguir parasitos transfectados resistentes al antibiotico de seleccion (ver Materi

Métodos) la sobreexpresion de los genes transfectados fue analizada mediante Northern blots hibridados con

sondas especificas para cada gen. La expresion de los ARNm de los parasitos transfectados con los genes

TcCK1.1y TcCK1.2 ligados al vector pRIBOTEX fue comparada con la de los parasitos transfectados con el

vector vacio (figura Glal). La construccion 1.1/pRIBOTEX no mostro sobreexpresion alguna a nivel de ARN

A B

1 > 3 1 2 3

Figura Glal. Se analizé por Northern blot ARN total (20pg) de los parasitos transfectados de la cepa Y de T. cruzi. (A) La

expresion de ARNm de CK1 del vector pRIBOTEX vacio (carril 1) se compar6 con la de los parasitos transfectados con los

genes TcCK1.1 (carril 2) y T ~CK1.1/GFP (carril 3), ambos clonados en el vector pRIBOTEX. Se utiliz6 la sonda especifica

La expresion de ARNm de CK1 del vector pRIBOTEX vacio (carril 1) se compar6 con la de los

del gen TcCK1.1. (B)
nes TeCK1.2 (carril 2) y TcCK1.2/GFP (carril 3), también clonados en pTIBOTEX. Se usé

parasitos transfectados con los ge

la sonda especifica para el gen TeCK1.2 (C) Iméagenes de los ARN ribosomales tefiidos con bromuro de etidio. Los mismos

se usaron como marcadores de tamafio (kb).

pero si la construccion 1.1/GFP/pRIBOTEX (figura GlalA). En cambio la transfeccion con el gen 7cCK/.2 con

y sin fusién a GFP mostr6 una sobreexpresion significativa con relacion a la expresion del gen constitutivo
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(figura GlalB). Para confirmar que los genes transfectados con fusion a GFP eran procesados de forma
continua con la proteina fluorescente se utilizé la sonda GFP para hibridar un northern de los transfectantes
fluorescentes comparados con el vector vacio pRIBOTEX. Como se puede observar en la figura Gla2, el
tamafio de los transcritos de los genes T7cCK1.1 y TcCK 1.2 fusionados a GFP esta por encima de la sefial para el

ARNmMm del transfectante con sé6lo la cola GFP. La especificidad de la sonda se puede observar en la falta de

seflal del carril control con el vector vacio.

2.3

1.9

Figura G1a2. Expresion de las construcciones con GFP. (A) Northern blot de los parasitos transfectados con:
el vector vacio pRIBOTEX (carril 1), 7cCK1.2/GFP/pRIBOTEX (carril 2), TcCK1.1/GFP/pRIBOTEX (carril 3)
y GFP/pRIBOTEX. La sonda utilizada era especifica para la GFP. Se usaron los ARN ribosomales como

marcadores de tamafio (kb). (B) Tincion de los ARN ribosomales con bromuro de etidio como control de carga.

G1b. Anilisis de la sobreexpresion de proteinas CK1 en los transfectantes

Las proteinas totales de los parasitos transfectados con las construcciones pRIBOTEX,
1.1/pRIBOTEX, 1.2/pRIBOTEX, GFP/pRIBOTEX, 1.1/GFP/pRIBOTEX y 1.2/GFP/pRIBOTEX se extrajeron

y analizaron por tincién con azul de Coomassie de un gel SDS-PAGE. No se observo, por este método,

sobreexpresion de las proteinas transfectadas (figura G1b)
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Figura G1b. Tincién con azul de Coomassie del gel SDS-PAGE que contiene las proteinas totales de los parasitos
transfectados con las construccionas: pRIBOTEX (carril 2), GFP/pRIBOTEX (carril 3), 1.1/pRIBOTEX (carril 4),
1.2/pRIBOTEX (carril 5), 1.1/GFP/pRIBOTEX (carril 6)) y 1.2/GFP/pRIBOTEX (carril 7). El carril 1 muestra los patrones

de peso molecular (kDa) de BioRad.
G1le. Andlisis de la sobreexpresion de actividad CK1 en los transfectantes

Se analizé la actividad CK1 de los transfectantes con las construcciones 1.1/pRIBOTEX,
1.2/pRIBOTEX, 1.1/GFP/pRIBOTEX Yy 1.2/GFP/pRIBOTEX para comprobar que los parasitos transfectados
con estos genes poseian una mayor actividad CK1 que aquellos transfectados con el vector vacio o con el vector
fusionado a GFP (figura Gl1cA y B). Se observ6 que no habia sobreexpresion de actividad CK1 en los parasitos
transfectados con el gen TcCKI.1. Sin embargo aquellos que incluian la transfecciéon con el gen 7cCKl.2
sobreexpresaron la actividad quinasa con una media de dos veces mas capacidad de fosforilar el sustrato

especifico para CK1 que el control (figura GlcA). Para ésta dltima sobreexpresion el andlisis estadistico del

student t arroja un valor de p<0.0005.

En cuanto a la actividad CK1 de los transfectantes fluorescentes, se observé una ligera subida en la
actividad especifica para los transfectantes TcCK1.1/GFP y un incremento también para la construccion
TcCK1.2/GFP con respecto al control del vector fusionado a la proteina verde (GFP) (Grafica GlcB). La

aplicacién del student t-test corrobora que 1a diferencia entre las actividades es significativa: p<0.015 para

TcCK1.1/GFP y TcCK1.2/GFP con respecto a GFP.
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Griafica G1cA. Determinacion de la actividad especifica de los transfectantes CK1 de T. cruzi. (A) La actividad de los

parasitos transfectados con el vector vacio (pR) es comparada con la de aquellos transfectados con los genes TeCKI1.1 (1.1)

y TcCK1.2 (1.2). La grafica representa la media de los datos de siete experimentos independientes.
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Grafica GleB. Determinacion de la actividad especifica de los transfectantes CK1/GFP de T. cruzi. El vector de
transfeccion ligado a la proteina verde (GFP) es utilizado como control para medir la actividad de los parasitos que

sobreexpresan las proteinas de fusion TcCK1.1/GFP (1.1/GFP) y TcCK1.1/GFP (1.2/GFP). La grafica representa la media

de los datos de dos experimentos independientes.
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G2. Estudio de la sensibilidad a inhibidores

Se analizo el efecto que los inhibidores NG-95 y NG-97 tenian sobre los transfectantes que
sobreexpresaban la actividad CK1. Para ello se realizaron estudios de viabilidad de parasitos crecidos en cultivo
en presencia de dichos inhibidores. El método del MTT con controles en ausencia de los compuestos permitio la
determinacién de la IC50 de los parasitos, que, en el caso del NG-97, result6 ser de casi dos veces mas elevada

para los parasitos TcCK1.1 y solo ligeramente mas alta para los TcCK 1.2 (ver grafica G2) comparada con los

controles pRIBOTEX

Unidades arbitrarias

1.1 B

Grifica G2. Numero de veces en que los transfectantes CK1 resiten la acciéon de NG-97. Parasitos
transfectados con los genes 7cCK1.1 (1.1) y TeCK1.2 (1.2) son comparados con el control (vector vacio) en
cuanto a su IC50 para el inhibidor NG-97. Las determinaciones de las concentraciones inhibitorias se realizaron

por el método del MTT segun descrito en Materiales y Métodos. Los datos mostrados son la media de cinco

experimentos independientes.

En cuanto a la sensibilidad de los parasitos transfectantes al inhibidor NG-95 no se encontraron

inhibiciones significativas en los niveles micromolares del inhibidor.
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G3. Microscopia de transfectantes TcCK1.1y Tc¢CK1.2 fusionados a GFP

El analisis por microscopia confocal revelé que la localizacién de las proteinas quimeras TcCK1.1/GFP

y TcCK1.2/GFP se encuentra mayoritamiente cerca del bolsillo flagelar para TcCK1.1/GFP y ademas de forma

perinuclear para TcCK1.2/GFP (ver figura G3B y C). Las figuras se comparan con las de la localizacion

nuclear del control GFP (figura G3A).

GFP DAPI

Figura G3A. GFP se localiza en el nicleo. Parasitos transfectados con la proteina verde (GFP) fueron

observados con un aumento de 63X y un filtro azul para detectar su fluorescencia verde, y con un filtro UV para

detectar la fluorescencia producida por la tincién con DAPI (ver Materiales y Métodos).
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Figura G3B. La proteina TcCK1.1/GFP se concentra mayoritariamente en estructuras cercanas al bolsillo

proteina TcCK1.1 fusionada a GF P (A-E) fueron observados in

A

flagelar. Transfectantes 7. cruzi conteniendo la

vivo con un objetivo 100X y un filtro para GFP. (A-E) Tomas de diferentes parasitos.
A
l B
k.

Figura G3C. Localizacién de la proteina quimera TcCK1.2/GFP. Los parasitos 7. cruzi transfectados con la

construccion para la proteina TcCK1.2 unida a GFP fueron fijados y teflidos con PI como se describe en

Materiales y Métodos. (A-C) Diferentes tomas con un objetivo 100X muestran al lado izquierdo la fluorescencia

por GFP y al lado derecho, aquella por PL.
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V. Discusion

Se aislaron dos genes de 7. cruzi que codifican proteinas homoélogas a la familia de quinasas CK1.
Ambos genes TcCKI parecen localizarse en dos cromosomas. Sin embargo, teniendo en mente que este
organismo es diploide y que se han descrito polimorfismos alélicos en él (Dujardin 2000), esta localizacion
probablemente se trata de dos alelos de distinto tamaiio del mismo cromosoma. Una caracteristica importante de
las isoformas 7cCKI es que a pesar de que uno de sus genes, 7cCK/.1, es un gen de dos copias (por genoma

haploide), el otro, 7cCK 1.2, es un gen multicopia, el inico descrito hasta ahora.

CK1 es una familia de quinasas Ser/Tre altamente conservadas en su dominio catalitico: son idénticos
en mas de un 50%, presentando la mayoria de las diferencias en sus extremos amino y carboxilo terminal. En
estas diferencias estd basada la mayoria de la clasificacion de las isoformas. Las isoformas CK1 han sido
agrupadas en tres ramas mayoritarias (Gross and Anderson 1998): enzimas localizadas exclusivamente en el
citoplasma, en donde interaccionan con la membrana plasmatica, y que estan representadas por las YCKs y
Ckil; enzimas localizadas mayoritariamente en el nucleo, donde regulan la reparacién del ADN y cuyo mejor
ejemplo se encuentra en la HRR25; y, finalmente, enzimas que parecen distribuirse en muchos lugares de la
célula (donde realizarian funciones tan diversas como regulacién de la mitosis o transduccion de senales) y que
estarian representadas por las isoformas CK1p y CKla. Los homologos de CK1 de 7. cruzi son similares a
muchas de las isoformas CK1 de mamiferos y levaduras y no se les puede adscribir una funcién particular
basdndonos sélo en las similitudes de secuencia. Ambos genes contienen casi todos los residuos que son
caracteristicos de estas proteinas quinasas, pero con algunas diferencias. El aspecto mas destacable de las
secuencias de los homélogos T7cCK 1, es una singular insercion de tres residuos en el dominio catalitico, ausentes
en todas los demés miembros de la familia descritos hasta hoy; dicha insercién ocuparia un lugar en el bucle que
une la hélica oA con la lamina B4 (LA4) (Xu, Carmel et al. 1995). Este bucle se localiza detras del sitio de
union de ATP, donde estos tres residuos podrian influir sobre la unién del nucleétido. Esta insercion en la
secuencia podria explicar algunas diferencias bioquimicas en TcCK1.1. Como el subsitio donde se localizaria el
trifosfato esta altamente conservado a través de la superfamilia de quinasas, cualquier diferencia encontrada en
los residuos que bordean el bolsillo para la purina son claves para el disefio de agentes especificos que puedan
interferir con la actividad enzimatica. En la busqueda de principios activos eficaces contra las enfermedades
parasitarias, las enzimas diana deben ser lo suficientemente distintas de sus homoélogas en el hospedador como
para que el farmaco utilizado solo afecte al parasito. Llama mucho la atencion que Knockaert y col. (Knockaert,
Gray et al. 2000) describieran como una matriz de purvalanol (un derivado de purina) unia algunas CKI1 de
protozoos, entre ellas la de 7. cruzi, y no las de otras especies. jPodrian estos tres residuos ser la explicacion de

dicha observacion en el caso de este tripanosomatido?
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Cuando buscaban inhibidores especificos de las quinasas dependientes de ciclina (CDKs), Meijer et al
encontraron la himenialdisina (HD) (Meijer, Thunnissen et al. 2000), un inhibidor de las CDK1, CDKS, GSK3-
B y CK1, con una IC50 de 22, 28, 10 y 35 nM, respectivamente. Nosotros hemos probado HD sobre la CK1 de
T. cruzi, y hemos obtenido una IC50 de 23 nM para la actividad CK1-like del parédsito y de 13 nM para la
actividad CK1 de la proteina TcCK 1.1 recombinante. En todos los experimentos utilizamos el péptido sustrato
especifico para CK 1. La especificidad de este péptido, practicamente anula toda posibilidad de detectar sefiales
de fosforilacién procedentes de otras quinasas (algo que parece confirmarse por el hecho de que la inhibiciéon de
TcCK 1.1 recombinante muestra un patrén casi idéntico al de los extractos totales del parasito 7. cruzi), esto
'indicari'a que la mayoria de la actividad cuantificada en estos ultimos es exclusiva de la accién de CK1 y no de

otras quinasas presentes en el extracto parasitario.

Otro inhibidor de algunas CK1, la heparina (que es un polianién que sirve para distinguir entre las dos
caseina quinasas: CK1 y CK2) se probé en la TcCK1.1 recombinante. Se obtuvo una muy baja inhibicion
(30%) a 30 pug/ml. Esta cifra es comparable con los datos publicados para la CK1 de mamiferos, que tiene una
IC50 de 24 pg/ml cuando se utiliza caseina a 2 mg/ml como sustrato (Kuret, Woodgett et al. 1985), mientras que
la IC50 de CK2 a las mismas condiciones es <0.15 pg/ml (Padmanabha R 1987). Aparte de estos datos, los
parametros cinéticos de la TcCK 1.1 recombinante apuntan a una diferencia estructural entre las CK1 de 7. cruzi
y la mayoria de las de otros organismos estudiados. Por ejemplo, TcCK1.1 tiene una de las Km para ATP mas
altas de todas las publicadas para la familia (con la excepcion de Km de la CK1 del nicleo de higado de rata y
levaduras (Gross and Anderson 1998)) . Para la B-caseina encontramos una Km también mas alta que para la
mayoria de otros organismos (Barik, Taylor et al. 1997), (Pulgar, Tapia et al. 1996), (Vancura, O'Connor et al.
1993), (Itarte E 1981), (Klimczak and Cashmore 1993); sin embargo, cuando se utilizé el péptido especifico
para CK1 como sustrato, nuestra TcCK1.1 nos dio una Km un poco menor que la calculada para otras CK1
(Pulgar, Tapia et al. 1996). Es pertinente mencionar que la concentracion de NaCl usada en los ensayos de
actividad CK 1 varia de grupo a grupo. Sin embargo, basdndonos en los estudios llevados a cabo por Calabokis y
col. (Calabokis, Kurz et al. 2002) sobre la concentracién éptima de sales para una CK1 parcialmente purificada
en T. cruzi, la concentracion utilizada por nosotros (150 mM) varia sélo un 30% de la maxima, 6 un 60% de la
minima actividad posible sin la adicién de ninguna sal. Por ello, la mayoria de nuestras comparaciones estan
hechas con grupos que usaron condiciones similares a las nuestras en sus ensayos. Finalmente, la baja inhibicion
detectada en nuestra actividad TcCK1.1 con el inhibidor CK1-7, denota que la afinidad por el sitio de unién a
nucle6tido es mas baja que para otras especies (Fish, Cegielska et al. 1995), (Barik, Taylor et al. 1997). Estas
observaciones se confirman con el trabajo de Calabokis y col. (Calabokis, Kurz et al. 2002) cuando determinan
los parametros bioquimicos de su CK1 parcialmente purificada en 7. cruzi; estos cuales estan de acuerdo, en la
mayor parte, con los que nosotros hemos obtenido. Es mas, Vancura y col. (Vancura, O'Connor et al. 1993)
trabajaron con un homélogo de CK1 en levadura, YCK2, y encontraron s6lo un 30% de inhibicion a

concentraciones de hasta 500 um. Asi pues, no es tan inusual encontrar algin miembro de la familia para el cual
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el inhibidor especifico de CK1 no actua tan eficientemente. Esta es otra clave que apunta a una estructura

diferente para las CK1 de 7. cruzi, lo que las hace aiin mas relevantes a la hora de buscar posibles dianas

terapéuticas contra el parasito.

Como se mencioné antes, una peculiaridad de los genes CK1 caracterizados aqui es el hecho de que
uno de ellos est4 organizado en tdndem. En muchos organismos se han encontrado CK1 presentes bajo varias
isoformas, o como diferentes productos de procesamientos alternativos; pero en nuestro caso, hemos dado con
una tnica isoforma, 7cCK]1.2, repetida varias veces. En los tripanosomaétidos, muchos genes constitutivos estan
presentes como grandes grupos de repeticiones en tindem. Estas duplicaciones podrian estar relacionadas con la
regulacién de la expresiéon de dichos genes. De hecho, 7cCK1.2 estd mucho mas expresado que 7¢CK/. 1. Un
anélisis comparativo de la expresion del ARNm de los TcCKI/s refleja una contribucion significativa de
TcCKI.1 en la fase infectiva del parasito. Aparte de esto, parece que 7cCK/.l no contribuye demasiado a la
expresion general de las TcCKIs. No podemos descartar la posibilidad de que haya alguna otra isoforma que
contribuya a la expresion global de la expresion y la actividad de CK1 en 7. cruzi, particularmente con respecto
a la expresién de ARNm en las formas amastigotas donde el aumento de sefial pareciera ser superior al de la
suma de las dos isoformas que nosotros hemos aislado en este trabajo. Los resultados de las determinaciones de
actividad enzimatica en los tres estadios del parasito, revelan que las dos formas que viven en mamiferos,
(amastigotas y tripomastigotas), tienen una actividad CK1 significativamente superior a la de la forma que vive
en insecto. El punto comun de los estadios mamiferos es la necesidad de ajustarse a un medio fisiologico y a
necesidades celulares tales como temperatura, sefializacién parasito-hospedador, tréifico, etc. (factores que
pueden requerir la presencia de numerosos reguladores del metabolismo, como CKI). El hecho de que la
actividad CK1 presente diferencias con respecto a la expresion ARNm, puede ser atribuido a modificaciones

post-traduccionales como proteolisis, fosforilacién y localizacién de la proteina, los que han sido descritos para

otros homologos de CK1 (Graves 1995), (Zhai, Graves et al. 1995).

La expresion del ARNm de 7cCK/.] varia a lo largo del ciclo celular, mientras que la de TcCK1.2,
después de liberarse del bloqueo por hidroxiurea, sube a niveles que tienden a mantenerse constitutivamente
altos. A pesar de esta expresion constante del ARNm, se observa una caida en la actividad CK1 en medio del
ciclo celular, probablemente (tal como hemos anotado antes) respondiendo a algun tipo de regulacion post-
traduccional. Los resultados de los ensayos de actividad CK1 en los cultivos sincronizados, muestran un
aumento que corresponde a la entrada celular en la fase S (confirmada ésta por determinaciones de
incorporacion de timidina tritiada) y, probablemente, en la M. La presencia de un pico de actividad en mitosis
confirma los hallazgos de otros grupos (Behrend, Stoter et al. 2000), (Robinson, Hubbard et al. 1992) y necesita
ser mejor caracterizada todavia en 7. cruzi. Lo que si resulté sorprendente y nuevo fue encontrar un pico de
actividad durante la fase de sintesis de ADN que aparecia constantemente en todos nuestros ensayos. Los

sustratos de CK1 descritos en otros organismos, y su accién sobre ellos, también parecen indicar que existiria
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una funcién de CK1 en la regulacién de la replicaciéon de ADN (como en el caso del bloqueo del origen de
replicacion de antigeno T grande del virus SV40 (Cegielska and Virshup 1993)). Asi pues, no se puede descartar
un probable papel de las TcCK1 en el control del crecimiento y del ciclo celular. Este concepto es apoyado con
nuestros estudios de actividad CK 1 durante el crecimiento de las formas epimastigotas de 7. cruzi, que reflejan
que, aunque hay siempre una actividad en células con muy poca o ninguna actividad replicativa, si hay un

aumento evidente de actividad CK 1 durante la fase logaritmica de replicacion celular.

Un posible nexo que uniria todas nuestras observaciones de este estudio con la probable funcion de las
TcCK1, esta en la fosforilacidon de proteinas estructurales. Tubulina, troponina, miosina, la banda 4.1, kinesina,
tau y dineina flagelar (todas ellas proteinas relacionadas con la estructura) han sido descritas como posibles
sustratos de CK1 (Tuazon and Traugh 1991), (Singh, Grundke-Igbal et al. 1995), (Yang and Sale 2000).
Algunas de ellas necesitarian la accion de una u otra isoforma CK1 en 7. cruzi, dependiendo del estadio de vida
en que se encontrara el parasito. Dineina, aparte de estar presente en el flagelo, es una proteina motora de
microtubulos, presente en los husos mitoticos y centrosomas, que tiene un importante papel en mitosis cuando
los microtibulos construyen la estructura necesaria para la segregacion de los cromosomas. CK1 también ha
sido relacionada con los centrosomas y los husos mitéticos (Brockman, Gross et al. 1992), mas evidentemente
después de dafio al ADN, al fosforilar la proteina supresora de tumores, p53 (Knippschild, Milne et al. 1997).
Igualmente, HRR25 est4 relacionada con reparacion de ADN en S. cerevisiae (Hoekstra, Liskay et al. 1991) y la
CKla de D. melanogaster esta inducida cuando se perturba el ADN (Santos, Logarinho et al. 1996). Nuestras
proteinas TcCK1 podrian jugar papeles similares en 7. cruzi . No sélo tienen en su secuencia una sefial de
localizacién nuclear, que los habilitaria espacialmente para actuar durante el ciclo celular, sino que también
tienen una secuencia homdloga a kinesina, lo cual es otra razon para plantearse una posible relacion que CK1
tenga con proteinas estructurales (especialmente con aquellas asociadas a los microtubulos). Nuestros resultados
parecen apoyar esta posibilidad. Primero, las fracciones subcelulares que contienen la mayor parte de la
actividad CK1 son aquellas enriquecidas con membranas, donde se localizan las proteinas del citoesqueleto.
Segundo, la actividad CK1 muestra un pico durante las fases S y M del ciclo celular, especialmente en M,
cuando la presencia de los microtubulos resulta vital. Més atin, ademas de verlo en los cultivos sincronizados, lo
vemos cuando los parasitos estan en su punto mas algido de replicacion, esto es, en la fase logaritmica de
crecimiento en cultivo; entonces la actividad CK1 alcanza su pico. Tercero, el hecho de que una de las
isoformas esté repetida en tdndem apunta a que haya un gran requerimiento de la actividad CKI, lo que
usualmente sucede con enzimas cuyos sustratos son proteinas estructurales con gran necesidad de sus enzimas
reguladoras. Cuarto, es en el area cercana al bolsillo flagelar donde comienza la division del nuevo parasito
cuando llega el momento de la replicacion, y es alli donde parece localizarse una de las isoformas TcCK1. Todo
lo dicho antes parece llevarnos a dilucidar una relacion futura entre las TcCK1 y proteinas del citoesqueleto

tales como microtibulos, proteinas asociadas a los microtubulos (MAPs), o proteinas motoras de microtubulos,

como kinesina y dineina.
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CK 1 ha sido descrita como una enzima pleiotropica, lo cual significa que podria estar involucrada en
metabolismo, movilidad, trafico y/o sefializacién. La presencia de una expresion y actividad de TcCK1 en el
parasito, sin importar el estadio de vida en que se encuentre (con todas las diferencias fisiologicas que ello
implica) parece apoyar esta idea. Por ello es particularmente importante encontrar inhibidores especificos de
esta enzima en los pardsitos 7. cruzi. Nuestros estudios con los derivados del purvalanol NG-95, y
particularmente NG-97, podrian arrojar informacion importantisima en el disefio racional de farmacos dirigidos
contra las TcCK 1. Nuestro transfectante CK 1, que sobreexpresa la isoforma TcCK1.2, es un valioso instrumento
en este sentido. Por otro lado, los ensayos de microscopia fluorescente en directo, sin la intervencion de

compuestos externos como los que se utilizan en las detecciones de inmunofluorescencia indirecta, permiten

tener una mayor panoramica de la posible funcién de la proteina, a juzgar por su localizacién subcelular.

La posibilidad de que sea una proteina multifuncional, junto con el hallazgo de que las secuencias
tienen una insercion unica que probablemente les dota de diferencias estructurales con respecto a otras CKl,
hace de las isoformas TcCK1 un factor muy relevante cuando se consideran blancos moleculares en la lucha

contra la enfermedad de Chagas. Al mismo tiempo, los resultados presentados en este trabajo podrian ayudar a

dilucidar mejor el papel de CK1 en organismos eucariotas superiores.
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V1. Conclusiones

1. Hemos aislado dos isoformas CK1 en Trypanosoma cruzi denominadas TcCK1.1 y TcCK1.2. Estas

enzimas, de 313 y 339 aminoécidos, estan relacionadas con la familia CK1 descrita en otros eucariotas.

2. Los alineamientos de secuencia de TcCK1.1 y TecCK1.2 con las de CK1 de otros organismos revelo

que existe una insercion de tres aminoécidos en el dominio catalitico de la enzima, lo que la convierte en la

unica de estas caracteristicas dentro de la familia CK1.

3. La caracterizacion molecular de las isoformas CK1 en 7. cruzi mostré que 7cCK1.1 es un gen de dos

copias y TcCK]1.2 esta multiplemente repetido en tindem. Ambos genes se localizan en un cromosoma de mas

de 2 Mb.

4. Los estudios de expresion y actividad de la enzima revelaron que las dos isoformas se expresan

diferencialmente en los tres distintos estadios de 7. cruzi.

5. Los parametros cinéticos estudiados reflejan ciertas diferencias bioquimicas con proteinas

homdlogas en otros organismos.

6. La actividad de la proteina CK1 en los parasitos aumenta durante la fase logaritmica de crecimiento,

al igual que en las fases S y M del ciclo celular; esto indica algin tipo de implicacién de la quinasa en la

regulacion de estos procesos.

7. Los estudios de localizacién por fluorescencia de la proteina verde fusionada a las dos isoformas

TcCK1, permitieron distinguir la localizaciéon de TcCKI1.1 cerca del bolsillo flagelar y de TcCK1.2 en

estructuras alrededor del nucleo.

8. Los estudios de inhibicién con derivados del purvalanol en parasitos que sobreexpresan TcCK1.2,

muestran una mayor resistencia de estos parasitos al compuesto, con relacion a sus controles.
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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirrubonucleiclo
ARN  Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

ATP  Adenosina trifosfato

BSA  Albumina de suero bovina

CHEF Contour clamped homogeneous electric field
CDK Proteina quinasa dependiente de ciclina

CK1 Caseina quinasa 1

CK2 Caseina quinasa 2

col. Colaboradores

cpm cuentas por minuto

D.O. Densidad 6ptica

2 gramo

g (x g) Aceleracion centrifuga relativa

G418 Geneticina

IPTG Isopropyl-B-D-tiogalacto-pirandsido

Kb Kilobase

kDa  Kilodalton

' lttro

M Molar

Mb Megabase

Mg miligramo

min minuto

ml mililitro

mM  milimolar

pb pares de bases

PCR Reaccién de cadena de la polimerasa

PKA  Proteina quinasa dependiente de AMP ciclico
PKC Proteina quinasa dependiente de calcio y diacilglicerol
rpm  révolucionés por minuto

SBF  Suero bovino fetal

U Unidades de enzima

ng microgramo
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