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1. INTRODUCCION

La existencia de mecanismos naturales para ajustar el contenido del
génoma parece contradictoria con la nocion general de que su organizacion es
relativamente estable, siendo alterada solamente por la recombinacion genética
a nivel de la linea germinal y no a nivel somatico. A lo largo del proceso
evolutivo, los cambios se dan lentamente, lo cual no es extrafo porque permite
mantener la viabilidad de los individuos y de las especies. La escala evolutiva
en terminos de tiempo real, entre eucariotas y procariotas es distinta dada |a
diferencia en tiempos de generacion, pero aun a pesar de ello, los cambios en
el genoma de éstos ultimos son relativamente lentos, un ejemplo de ello es |a

similitud del mapa genético entre dos especies bacterianas como Escherichia

Los mecanismos naturales que llevan a la evolucion del genoma se dan, ya
seéa por la adquisicion de secuencias nuevas o por el rearreglo de las ya

existentes. La introduccidon de secuencias nuevas es el resultado de la

capacidad de los vectores para llevar informacion entre genomas.

Los elementos extracromosomales mueven la informacion horizontalmente
mediando la transferencia de segmentos (usualmente cortos) de material

genetico. En las bacterias los plasmidos se mueven por conjugacion, mientras

que los fagos se propagan por infeccion. Ocasionalmente, tanto plasmidos
como fagos, transfieren genes del hospedador unidos a su propio replicon. La
transferencia directa de ADN ocurre entre algunas bacterias por medio de Ia
transformacién; en eucariotas algunos virus pueden transferir informacion

genetica durante un ciclo infectivo.
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Los rearreglos pueden llevar a la creacion de secuencias nuevas 0 a
cambiar la funcion de las ya existentes, algunos de ellos, involucran el
movimiento de segmentos de ADN desde sus posiciones originales a sitios
diferentes, 0 la duplicacion de segmentos de ADN contenidos en un
locus particular dando origen a repeticiones en tandem, en otros casos,

los segmentos de ADN se duplican y se desplazan a posiciones distantes en el

genoma (elementos transponibles), utilizando mecanismos basados en
reacciones que afectan al ADN, o bien pasando por intermediarios de ARN vy
por reacciones de transcripcion inversa. Finalmente, las copias adicionales de
segmentos esenciales pueden mutar y adaptarse para desempenar funciones
nuevas 0 modificadas. En conjunto, todas éstos mecanismos llevan a un
aumento del genoma no solo en su tamano sino en su capacidad fenotipica, lo

cual combinado con la seleccion natural le proporcionan flexibilidad vy

capacidad evolutiva.

1.1.Elementos madviles o elementos transponibles (ETs)

Una poderosa fuente de cambio tanto en los genomas eucaridticos como
procarioticos esta dada por los elementos moéviles o elementos transponibles
(ETs) (Weiner y col., 1986; Schmid y Maraia, 1992; Okada y Ohshima, 1995). A
diferencia de los otros procesos involucrados en la reestructuracion del
genoma, la transposicion no cuenta con ninguna relacion entre las secuencias
donadoras y receptoras, ya que los elementos transponibles se limitan a
moverse por si mismos, algunas veces con secuencias auxiliares del genoma,
a nuevos sitios dentro del mismo genoma. La primera descripcion de éstos
elementos fue hecha por Barbara McClintock en los anos 40 (MacClintock,
1948), estudiando la herencia del color y distribucion de la pigmentacion del
maiz, ella observo que la regulacidon de la activacion y desactivacion de ciertos
genes podia alterarse como consecuencia de la accion de distintas unidades

genéticas con capacidad de transposicion, a las cuales llamod elementos
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controladores. Estos elementos son por lo tanto, areas del genoma que tienen
la capacidad de moverse por si mismas y directamente de un sitio a otro del
genoma codificando las proteinas necesarias para su transposicion. Los
elementos transponibles tienen una amplia distribucion en la naturaleza y han
sido identificados en virtualmente todos los organismos examinados. Ellos
constituyen el principal componente del ADN repetido del genoma de animales
y plantas, estando presentes en un nimero de copias que va desde un par o
diez, hasta cientos o miles por genoma. Recientemente, se ha estimado que
representan mas del 50% del genoma del maiz (SanMiguel y col., 1996), en
Drosophila, del 10 — 15% del genoma esta formado por ETs, la mayoria de las

cuales se encuentran en distintas regiones de la heterocromatina céntrica

(Pimpinelli y col., 1995).

Clasificacion de los elementos moviles

La clasificacion de éstos elementos moéviles ha estado basada en el tipo de
hospedador (procaridtico o eucariético), en las estructuras (repeticiones
terminales invertidas o repeticiones terminales directas), en la similitud en
secuencias (genes homologos, como transposasas) y se pueden distinguir en
general dos clases principales, de acuerdo a sus diferentes modos de
transposicion (Finnegan., 1992). Los elementos clase | que son retroelementos
que usan la transcriptasa inversa para transponerse a partir de un ARN
Intermediario. Ellos incluyen los LTR-retrotransposones o like-retrovirus y los

no-LTR o secuencias LINE “long interspersed nucleotide elements” vy SINE

“Short interspersed elements’.

Los elementos clase Il se transponen directamente de ADN a ADN e
Incluyen transposones como la familia del Activator-Dissociation (Ac-Ds) del
maiz, el elemento Tam en Antirrhinum, el elemento P en Drosophila, y el

elemento 7Tc7 en el Caenhorabditis elegans. Recientemente, se ha descubierto
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una categoria de ETs cuyo mecanismo de transposicibn no se conoce
todavia (Wessler y col.,, 1995). Estos ETs con repeticiones invertidas minimas
(MITESs) tienen propiedades de las dos clases de elementos. Son secuencias
cortas (100-400 pb) y a ninguna se le ha encontrado capacidad codificante.
Estan presentes en un alto numero de copias (3000 — 10000) por genoma y
tienen preferencia como sitio blanco, en plantas por TAA o TA. MITEs como el
elemento Tourist en el maiz y el elemento Stowaway en el sorgo (Wessler y
col., 1995) se encuentran frecuentemente en las regiones 5’ y 3’ no codificantes
de los genes y estan asociadas con frecuencia a las regiones reguladoras de
los genes de distintas plantas florales. También se han descrito, ETs con
propiedades similares en Xenopus (Unsal y col., 1995), humanos (Morgan.,
1995; Smit y col.,, 1996) y en el mosquito de la fiebre amarilla, Aedes aegypti
(Tu., 1997). Un genoma puede contener elementos tanto funcionales como no
funcionales (defectivos), a menudo, la mayoria de los elementos en los
genomas eucarioticos son defectivos y han perdido la habilidad para
transponerse independientemente, aunque pueden ser reconocidos como

sustratos para transposicion por las enzimas producidas por los transposones

funcionales.

Retrotransposones

Dentro de los retrotransposones y basandose en su estructura y en la
similitud de secuencia de sus transcriptasas inversas, se pueden distinguir dos
clases de elementos, los clase | con simetria terminal o LTR-retrotransposones
que incluyen los elementos copia de Drosophila, los elementos Ty de levadura
o el elemento THE 1 de humanos. Estos elementos presentan una elevada
similitud con los retrovirus de mamiferos y aves (McClure., 1993), el elemento
gypsy de Drosophila es un ejemplo de un tipo raro de retrotransposén que
puede comportarse en algunos casos como un retrovirus (Bucheton., 1995).

Estos LTR-retrotransposones poseen en sus extremos 5’ y 3’ secuencias largas
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de repeticion (LTR) simétricas, las cuales juegan un papel relevante en el
mecanismo de transposicion (Eichinger y col., 1990). El segundo grupo mas
heterogéneo denominado retrotransposones no-LTR, presentan en su extremo
3’ una cola de adeninas y estan flanqueados por secuencias directas de
tamano pequeno (7 a 20 nucledtidos). En éste grupo, como se menciono
anteriormente estan tanto las secuencias SINE como las LINE, dentro de ellos
se denominan retrotransposones aquellos que contienen las secuencias que
codifican las proteinas necesarias para la transposicion, llamandose retrogenes
al resto de los elementos. La mayor parte de las secuencias de ADN
moderadamente repetidas en mamiferos pertenecen al grupo de elementos
SINE. Estos, son elementos cortos y repetidos de aproximadamente 80 - 400
pb que se presentan a menudo en mas de 10° copias por genoma. Hasta la
actualidad, casi todos los SINE reportados, de fuentes tan diversas como
mamiferos y plantas se derivan de ARNt (Okada, 1991; Ohshima y col., 1993;
Okada y Ohshima, 1995), con la excepcion de las conocidas secuencias Alu
de primates y B1 de roedores, las cuales se derivan de ARN 7SL (Ullu y
Tschudi, 1984; Weiner, 1980). Alu es un dimero de dos secuencias homologas,

conteniendo una de ellas un promotor funcional de la polimerasa lll (Rogers,

1985).

Las secuencias LINE o retrotransposones no- LTR poseen un tamano
entre 4 a 6 kb y estan presentes de forma dispersa en un numero de copias
mayor de 10* por genoma, habiéndose descrito en organismos tan distantes
como mamiferos, insectos, protozoos, plantas y anfibios (Hutchison,1989;
Xiong y Eickbush, 1990), dentro de los mas estudiados estan los L1 de
humanos (Boeke y Corces, 1989), factor | de Drosophila melanogaster
(Bucheton y col., 1984) y R2Bm de Bombyx mori (Luan y col., 1993). Los
elementos LINE, al contrario de los SINE, son capaces de codificar las
proteinas involucradas en el proceso de su propia retrotransposicion, aunque,
ultimamente se han descrito algunos ejemplos donde los productos de

traduccion de los elementos LINE son utilizados en trans por los SINE para su

transposicion (Okada, y col., 1997).

N
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Los retrotransposones no-LTR o elementos poli(A), como también son
conocidos, se pueden a su vez subdividir en dos tipos: los secuencia
especifica, los cuales se localizan en determinados sitios del cromosoma vy los
Nno secuencia especifica que se distribuyen al azar en el genoma. Dentro del
primer grupo estarian los elementos R1 y R2 presentes en insectos (Jakubczak
y col., 1991); CRE1, SLACS y CZAR en tripanosomatidos (Gabriel y col., 1990:
Aksoy y col.,, 1990 y Villanueva y col., 1991); TRAS1 y SART1 de B. mori
(Okasaki y col., 1995 y Takahashi y col., 1997) y entre los no especificos el
mas importante seria el L1 de humanos cuyas inserciones se encuentran
distribuidas en todos los cromosomas, con aproximadamente 100000 copias,

representando el 5% del ADN nuclear (Fanning y Singer, 1987)

Estructura de los retrotransposones no-LTR

Una comparacion de la organizacién basica de los retrotransposones no-
LTR, retrotransposones LTR y retrovirus se muestra en la figura 1. La mayoria
de los retrotransposones no-LTR 6 elementos LINE contienen dos marcos de
lectura abiertos (ORF), situados en fases diferentes y solapando en un corto
segmento. En algunos estan en la misma fase de lectura, separados por un
codon de terminacidon (Fawcett y col.,, 1986; Skowronski y col., 1988) o los dos
marcos estan fusionados en uno mas grande (Burke y col., 1987: Gabriel y col.,
1990). ElI primer ORF de los no-LTR tiene un tamafo entre 300-500
aminoacidos, contiene algunos motivos de cisteinas cerca de su extremo
carboxi-terminal con una separacion de residuos cisteinas e histidinas similar al
encontrado en los genes gag de los retrovirus. Se cree, por analogia, que éste
ORF codifica para una proteina de unién a acidos nucléicos la cual estaria
actuando en la unidon del ARN intermediario en el proceso de transcripcion
inversa. El segundo ORF tiene alrededor de 1000 aminoacidos presentando
homologia con los genes pol de retrovirus, especialmente en lo que respecta al

dominio transcriptasa inversa (RT), dominio conservado en todos los
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LTR LTR
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Retrotransposones ﬁa'i’-like

ORF1  ORF2 pol-like
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N HOI-“ke 2 -llke
ORF1  GRrF2 -

Fig 1. Esquema comparativo de la estructura de L1T¢ con los diferentes
retroelementos.

retroelementos desde retrovirus a secuencias internas del grupo Il de intrones
(Michel y Lang, 1985). En la mayoria de los casos eéste dominio esta localizado
en la zona central del ORF, pero en algunos elementos puede estar cerca de la

zona amino-terminal (Kimmel y col., 1987) o en la carboxilo-terminal (O’'Hare y

col., 1991).

A pesar de estas semejanzas estructurales que sugieren una capacidad de

retrotransposicion propia, solo, recientemente se ha podido demostrar
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A pesar de estas semejanzas estructurales que sugieren una capacidad de
retrotransposicion propia, solo, recientemente se ha podido demostrar
experimentalmente esta capacidad. La actividad transcriptasa inversa de los
no-LTR, codificada por el ORF similar a po/, ha sido descrita para el elemento
jockey de Drosophila melanogaster (lvanov y col., 1991), CRE1 de Crithidia
fasciculata (Gabriel y Boeke, 1991) y L1 de humanos (Mathias y col., 1991). La
evidencia directa de que éstos elementos se replican mediante un ARN
Intermediario se ha obtenido para algunos elementos, el | de D. melanogaster
(Jensen y Heidmann, 1991, Pelisson y col. 1991), en L1 de ratén (Evans y
Palmiter, 1991) y mas recientemente el L1 de humano (Moran y col., 1996).
Estos resultados no dejan duda de que los elementos no-LTR representan una

clase de elementos transponibles activos.

En el segundo marco de lectura abierto de los retrotransposones LTR
ademas de la actividad transcriptasa inversa, se ha encontrado una homologia
en secuencia con los dominios retrovirales que codifican para otras tres
actividades enzimaticas como son la ARNasa H, proteasa e integrasa (Doolittle,
1989). Sin embargo, en el caso de los no-LTR no se ha descrito la presencia de
dominios proteasa y sOlo en un pequeno numero de elementos se han
encontrado pequenas homologia con integrasa (Gabriel y col., 1990; Villanueva
y col., 1991) 6 ARNasa H (Fawcett y col.,, 1986; McClure, 1991). Esto
probablemente, no sea debido a una baja conservacion de éstos dominios con
respecto a los de la RT, ya que se han detectado motivos ARNasa H y
proteasa conservados entre las enzimas retrovirales y bacterianas (Doolittle y
col., 1989).

Existe evidencia directa de una actividad enzimatica diferente a la
transcriptasa inversa, codificada por los no-LTR en la region 5 del ORF2 y es
una actividad endonucleasa, el motivo se describié primero en el elemento
L1Tc de Trypanosoma cruzi (Martin y col., 1995), luego se identificd en varios

retrotransposones no-LTR (Martin y col., 1996) y posteriormente se demostro
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su actividad en el L1 de humano (Feng y col., 1996) y en L1Tc de
Trypanosoma cruzi (Olivares y col., 1997), este dominio endonucleasa se
encuentra solamente en la mitad de los elementos secuencia especifica y en la
mayoria de los no secuencia especifica, localizandose hacia la zona amino
terminal del ORF2, el unico elemento poli(A) no secuencia especifica que lo
pierde es el elemento Dong, el cual contiene el primer motivo (QET) de la zona
N-terminal, pero pierde los demas motivos, sugiriendo que la copia

secuenciada de Dong representa una mutacion con una deleccion interna del
ORF2 (Feng y col., 1996).

Distribucion y filogenia

Los retroelementos se han encontrado en una amplia variedad de
organismos que van desde mamiferos, anfibios, plantas, insectos, hongos vy
protistas. La mayoria de los elementos no-LTR se insertan en diferentes
localizaciones a lo largo del genoma del hospedador. Sin embargo, hay un
numero significativo de elementos que se encuentran localizados en sitios

especificos del cromosoma, como se menciono anteriormente. R1 y R2 se

encuentran en sitios especificos en una fraccion de los genes rARN 28S de la
mayoria de los insectos (Jakubczak y col., 1991), también lo hace el R4 en
nematodos (Burke y col.,, 1995). Tx1 de Xenopus laevis se inserta en un
segundo elemento movil, Tx1d, presente en la misma especie (Garret y col.,
1989). CRE1, SLACS y CZAR se encuentran en el exon del spliced leader (SL)
de especies de Trypanosomatidae (Gabriel y col., 1990; Aksoy y col., 1990 y
Villanueva y col, 1991). DRE de Dictyostelium discoideum se inserta
adyacente a los genes ARNt (Marschalek y col., 1992) al igual que Ty1 y Ty3

en levaduras (Chalker y Sandmeyer, 1990). Recientemente se han descrito
nuevos retrotransposones no-LTR de Bombyx mori TRAS1 (Okasaki y col.,
1995) y SART1 (Takahashi y col., 1997) y HetA de Drosophila melanogaster

(Biessmann y col., 1990) insertados en las secuencias repetidas del telomero.
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Comparando la secuencia de aminoacidos del dominio transcriptasa
inversa Eickbush establecid una probable relacion filogenetica de los
retroelementos (Eickbush, 1992). Ademas de I|os retrotransposones vy
retrovirus, el analisis incluye un numero de elementos geneticos adicionales
que codifican para transcriptasas inversas. Estos elementos incluyen los virus
ADN, hepadnavirus de animales y caulimovirus de plantas (Toh y col,
1983), un numero de intrones mitocondriales grupo |l de hongos (Michael y
Lang, 1985) y elementos de insercion bacterianos los cuales producen
multicopias de ADN de sencilla cadena (lnouye y col., 1989; Lim y Maas,
1989). Basado en la similitud de secuencia de siete dominios conservados
de mas de 80 RTs y tomando como raiz del arbol filogenético las ARN
polimerasas dependientes de ARN, todos los retroelementos se dividieron en
dos grandes grupos (Fig. 2). Un grupo contiene los retrotransposones no-LTR y
elementos de bacterias y organelos, todos ellos han perdido las repeticiones

terminales directas 6 invertidas. Localizados en el segundo grupo estan los

retroelementos cuya replicacion involucra las repeticiones terminales,
incluyendo las tres clases de virus (retrovirus, caulimovirus y hepadnavirus) y
los retrotransposones LTR. Los retrotransposones LTR se dividen a su vez en
dos grupos: el grupo de los Ty1 - copia y el grupo de los Ty3 - gypsy. La
principal diferencia estructural entre estos dos grupos es el orden de los
dominios transcriptasa inversa e integrasa en sus genes po/ (Mount y Rubin,
1985). El grupo Ty3 - gypsy al igual que los retrovirus tiene el dominio integrasa

corriente abajo del dominio RT, mientras que el grupo Ty1 - copia lo tiene

corriente arriba.

La localizacion de todos los retrotransposones no-LTR en la misma rama
del arbol filogenético de los retroelementos sugiere que ellos tienen un origen
comun, por lo tanto, ninguno de los ya caracterizados parece originarse a partir
de un retrotransposon LTR que haya perdido recientemente sus repeticiones
terminales. Los miembros mas divergentes del grupo no-LTR son CRE1,
SLACS y CZAR. Con la excepcion de cuatro elementos de D. melanogaster

(Doc, F, Gy jockey) la relacion fillogenética de los no-LTR no muestra una
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Retrovirus ,

Hepadnavirus

Fig 2. Arbol filogenético de los retroelementos basado en la comparacion de
secuencias de aminoacidos de transcriptasas inversas.
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correlacion con las relaciones filogenéticas de los organismos en los cuales se
encuentran. Por ejemplo, | de D. melanogaster estd mas relacionado con ingi
de T. brucei 6 Tx1 de X. laevis con Cin4 del maiz. Esta relacion de secuencia.
aparentemente al azar entre elementos de origen muy diferente, indica o que
los retrotransposones ( o sus transcriptasas inversas) se han dispersado
horizontalmente entre los principales grupos taxonémicos o que el origen de

los retrotransposones no-LTR precede a la evolucion de los metazoarios.

Transcripcioén

Los LTRs tanto de los retrovirus como de los retrotransposones LTR
juegan un papel critico en la transcripcion del ARN, la transcripcion reversa vy la
Integracion. El hecho de que los no-LTR no los posean sugiere que ellos

utilizan un mecanismo diferente para éste proceso. Los retrovirus y los

retrotransposones LTR contienen promotores convencionales ARN polimerasa
tipo Il localizados en el LTR del extremo &', iniciando la transcripcion en un sitio
corriente abajo (Varmus y Brown, 1989). Los elementos del promotor corriente
arriba de dicho sitio, los cuales no estan presentes en la zona 5' del ARNm
resultante, son regenerados durante la transcripcion reversa del ADN
Intermediario por la secuencia LTR del extremo 3'. Para los retrotransposones

no-LTR esto representa una paradoja, porque si la transcripcion esta

controlada por un promotor Pol I, ; como se puede regenerar éste

promotor a partir del ARN cuando no hay una duplicacion de él en la zona 3' del
ARNmM?.

Una solucion al problema de reestablecer el promotor en la ausencia de
LTR explicaria el alto numero de elementos no-LTR sitio especifico, en
contraste con lo observado para los LTR (Sandmeyer y col., 1990). R1y R2 en
los genes 28S de los insectos y CRE1, SLACS y CZAR en los exones del SL
de los tripanosomatidos estan en la orientacion adecuada para ser

cotranscritos por el promotor del gen donde se insertan. Asi, que una posible
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explicacion de por qué éstos elementos no-LTR han evolucionado hacia una
especificidad de sitio y orientacion en su insercion en genes particulares, es

que de esta forma se aseguran que las nuevas copias siempre estén

localizadas corriente abajo de un promotor apropiado.

Probablemente, el uso de un promotor externo, no soluciona el problema
de reestablecer el promotor luego de la retrotransposicion para los elementos
que no son sitio especificos. Los retrotransposones no-LTR,
transcripcionalmente activos que se han encontrado en diferentes sitios dentro
del genoma y sin promotor conocido, probablemente tengan un promotor

interno (Fawecett y col., 1986; Mizrokhi y col., 1988; Drombroski y col., 1991).

La demostracion directa de un promotor interno para los elementos no-LTR
fue sugerida primero para el elemento jockey de D. melanogaster (Mizrokhi y
col., 1988) y el elemento L1 de Raftus norvegicus (Nur y col., 1988). Usando
ensayos de transfeccion transitoria Mizrokhi y colaboradores fueron capaces de
demostrar que se requerian solamente algunos nucledtidos para la
transcripcion del elemento jockey y que estaban localizados corriente abajo del
sitio de iniciacidn. Los primeros trece nucledtidos de jockey eran esenciales
para el inicio correcto de la transcripcion. Experimentos posteriores con el
elemento L1 (Swergold, 1990), el elemento | (Mclean y Finnegan, 1991) vy el
elemento F de humanos (Minchiotti y Di Nocera, 1991) indican que su
transcripcion también esta controlada por un promotor interno localizado cerca
al extremo &' del elemento. Para L1, | y F1 los componentes criticos del
promotor se localizan en las primeras 100 pb del elemento, sin embargo toda la
region controladora de la transcripcion se distribuye en algunos cientos de
pares de bases del extremo 5'. El inicio de la transcripcion corriente arriba del
promotor en los elementos no-LTR les permite conservar los promotores luego
de la replicacion via la transcripcion inversa. La presencia de un promotor
interno en eéstos elementos podria ser un argumento a favor de que la
transcripcion esta dada por la ARN polimerasa lll, pero la ausencia de las

secuencias correspondientes a las cajas A y B de los promotores Pol lll, la
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sensibilidad de los promotores a la a-amanitina y la poliadenilacion del ARNm

son argumentos a favor de una ARN polimerasa tipo Il (Mizrokhi y col., 1988).

La localizacion de componentes criticos de un promotor tipo Pol Il corriente
abajo del sitio de inicio de la transcripcion no tiene precedentes. En Drosophila
melanogaster se ha visto que algunos genes del desarrollo tienen secuencias
controladoras esenciales corriente abajo del sitio de iniciacion (Thummel, 1989:
Winslow y col., 1989). Sin embargo, en ningun caso todas las secuencias
necesarias para la transcripcion in vivo estan localizadas corriente abajo del
sitio de Inicio. Esto lleva a la pregunta de si los factores de transcripcion de
estos elementos estaran codificados por ellos mismos y seran especificos,

siendo capaces de esta inusual iniciacion corriente arriba.

1.2. Evidencia de transposicion e importancia bioldgica

Los retrotransposones clase | mas ampliamente estudiados han sido los Ty
de levadura,en parte, por la facilidad de manipulacion genética y molecular de
las levaduras. Saccharomyces cerevisiae es el primer organismo eucariotico
para el cual se ha determinado la secuencia entera de su genoma. Contiene
51 retrotranposones que se pueden dividir en 4 clases diferentes desde
Ty1 a Ty4. El elemento TyS identificado en el cromosoma Ill y los otros siete
TyS de la cepa aS288C se han considerado copias incapaces de transposicion,
en contraste, se han encontrado elementos Ty5 competentes en S. paradoxus
(Zou y col., 1995, 1996). Los elementos Ty juntos ocupan 300 kb de la
secuencia, equivalente al 2,4% del genoma de Saccharomyces cerevisiae
(Hani y Feldmann, 1998). Desde muy temprano se ha mostrado una asociacion
bastante estrecha entre los elementos Ty y los genes ARNt (Eigel y Feldmann,
1982 y Sandmeyer y col., 1982), basado en el analisis de una gran cantidad de
locus de genes ARNt, mostrando que el sitio preferido para la transposicion de
Ty eran las regiones &' flanqueantes de dichos genes (Warmington y col.,

1987). Mientras Ty1, Ty2y Ty4 seintegran de una manera region especifica,

14



Introducciodn

Ty3 lo hace de una manera especifica a distancia, 16 a 19 pb corriente arriba
de los genes ARNt (Sandmeyer y col., 1982). En un analisis realizado por Hani
y Feldmann, encontraron que el 26% de los genes ARNt estan asociados
estrechamente con un solo elemento, mientras que 34% estan localizados en

‘puntos calientes” de transposicion, en los cuales se acumulan cerca de 10

elementos con patrones muy complejos.

Mucho menos estudiados son los elementos copia, ellos estan presentes
en aproximadamente 60 copias por genoma haploide de Drosophila y éste
numero aumenta tres veces en algunos tejidos (Potter y col., 1979), el ARN de
copia esta entre los mas abundantes en las células de Drosophila (Finnegan y
col., 1978). Un estudio de Yoshioka y colaboradores mostréo evidencias de
transposicion del elemento copia (Yoshioka y col., 1991). El nimero de los
elementos de la clase Ty-copia ha aumentado considerablemente en los
ultimos anos y se han descrito elementos Ta1l a Ta10 en Arabidopsis thaliana
(Voytas y Ausubel, 1988; Konieczny y col.,, 1991), Tnt1 en el tabaco, el cual
junto con Bs1 de maiz es uno de los dos retrotranposones en plantas en los
cuales se ha demostrado actividad (Johns y col., 1985 y Grandbastien y col.,
1989). Tnt1 esta presente en mas de 100 copias por genoma haploide y se vio
que era capaz de Inactivar por insercion el gen de la nitrato reductasa en
cultivos de lineas celulares de protoplastos de hojas del tabaco. También se ha

descrito el elemento Tp1 del Physarum polycephalum (Rothnie y col., 1991).

Los miembros de la familia gypsy tampoco han sido estudiados tan
Intensivamente como los Ty, probablemente, porque son menos activos
transcripcionalmente o por su numero (mas de 10 familias en el genoma de
Drosophila). De todas formas, algunos de éstos elementos son capaces de
transposicion, lo cual se deduce de la variacion cepa a cepa en la organizacion
genomica o en las consecuencias fenotipicas de su transposicion (Smith vy
Corces 1991). Esta familia también incluye el elemento del/ de Lilium henryi
(Smyth y col., 1989), Tf1 y Tf2 de S. pombe (Levin y col., 1990) y SURL del

erizo de mar (Springer y col., 1991).
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A pesar de que hasta el momento han sido descritos elementos LINE o no-
LTR en una gran variedad de organismos, sélo recientemente ha podido ser
demostrado que éstos elementos son capaces de transposicion.
desconociendose el mecanismo mediante el cual un transcrito completo de un
elemento LINE puede ser retrotranscrito e integrado en otro lugar del genoma
que lo hospeda. Hasta 1991 no se demostré experimentalmente que dicha
transposicion ocurre via ADN-ARN-ADN en Drosophila y en humanos (Jensen
y Heidmann, 1991; Pelisson y col., 1991 y Dombroski y col., 1991). Analisis de
la frecuencia de elementos transponibles en el genoma humano evidencian que
durante la evolucion deben haber ocurrido mas de 500.000 integraciones
aisladas en la linea germinal. La mayoria de elementos L1 (10%) estan
truncados y han perdido secuencias que presumiblemente se requieren para la
transposicion, pero recientemente se han encontrado elementos completos que
se han insertado como en el caso de genes del Factor VIl en pacientes con
hemofilia A (Kazazian, Jr y col., 1988; Woods-Samuels y col., 1989), en el gen
APC de celulas tumorales de un paciente con cancer de colon (Miki y col.,
1992) y el gen distrofina de un paciente con distrofia muscular (Holmes y col.,
1994), estos datos sugieren que la transposicion no sélo puede ocurrir en

células germinales sino también en células somaticas.

Se ha descrito la presencia del elemento L1 en tumores de células
germinales de testiculo humano, observandose su expresidn también en
celulas metastatizadas (Bratthauer y Fanning, 1992). Estudios epidemioldgicos
muestran que al menos el 10% de los canceres de células germinales de
testiculo expresan el elemento LINE1. Asimismo éste elemento se expresa en
un 5% de celulas de tumor ovarico y en un 30% de tumores extragonales
(Bratthauer y col., 1993). Por ello se postula, que la insercidn de los elementos
moviles L1 originan mutaciones que pueden jugar un papel importante en la
etiologia de algunas neoplasias. Ademas existen claras evidencias de que la
expresion de éstos elementos, puede contribuir al origen y progresion de
algunos canceres humanos de mama (Asch y col., 1993). Recientemente, se

ha publicado el primer ejemplo de una mutacidon debida a la recombinacién no

homologa entre elementos LINE1 en el gen que codificala subunidad B de

16



Introduccidn

la fosforilato kinasa (PHKB), lo cual ha llevado a la delecion de 7574
nucledtidos incluyendo el exon 8, lo cual dio lugar a la enfermedad de

almacenamiento de glucégeno por la deficiencia de la fosforilato kinasa

(Burwinkel y Kilimann, 1998).

Si bien es cierto que la insercion de un elemento transponible puede tener
efectos perjudiciales para el hospedador como se refleja en muchos de los
ejemplos anteriores, cada dia va en aumento la lista de efectos beneficos
generados por ellos. Recientemente, Kidwell hace un analisis del efecto de las
transposiciones de los elementos mdviles sobre los organismos hospedadores
desde el punto de vista evolutivo (Kidwell y Lisch, 1997). En este analisis tiene
en cuenta: la seleccion directa de los elementos transponibles a nivel de la
secuencia de ADN (ADN parasito), la coevolucion del elemento con el
hospedador para evitar o mitigar el efecto deletéreo de las inserciones y la

seleccion positiva de elementos que han evolucionado para dar algun beneficio

a su hospedador :

1.2.1. Elementos transponibles como parasitos genomicos

La naturaleza intrinsicamente parasitica de los elementos transponibles
activos tiene que ver con su indiscutible capacidad de invadir nuevas especies,
aumentando el numero de copias y permaneciendo largos periodos de tiempo
a lo largo de la evolucidon. Esto lo pueden lograr porque, su estructura
generalmente compacta y la inclusion en ella de la capacidad de transposicion
les da una ventaja replicativa. La seleccidon natural que actua sobre los ETs a
nivel de la secuencia de ADN es responsable del mantenimiento de sus
propiedades parasiticas esenciales. Por ejemplo, los elementos P pueden
invadir rapidamente una poblacion virgen de Drosophila melanogaster, a pesar
de la seleccidn negativa extremadamente fuerte a nivel del hospedador con

altas frecuencias de esterilidad gonadal dependiente de temperatura (Kidwell,
1984).
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1.2.2. Coadaptacion para disminuir los efectos deletéereos del

hospedador

Como ya se dijo, los retrotransposones son elementos geneticos moviles,
que han invadido una amplia variedad de organismos y que presentan
similitudes tanto a nivel de secuencia como de estructura con los retrovirus,
pero a diferencia de ellos han perdido la capacidad de producir particulas
infecciosas y por lo tanto de colonizar nuevos hospedadores, estando
restringidos a su huésped y a una transmision vertical. En general, sus
inserciones dan como resultado mutaciones, inversiones o rearreglos en las
secuencias del hospedador. Se piensa que todos éstos cambios aumentan |a
plasticidad del genoma y de ésta forma contribuyen a un avance mas rapido en
el proceso evolutivo. Sin embargo y dado que la retrotransposicion es un
evento altamente mutagénico, solamente la existencia de un fuerte mecanismo
de control puede permitir a los elementos transponibles activos subsistir en
genomas viables, dandose asi una verdadera simbiosis, donde el elemento
puede persistir en el hospedador si le confiere a este una ventaja evolutiva.
Para ello, los retrotranposones presentan algunas estrategias o una capacidad
de adaptacion similar a la de los retrovirus para permanecer en el hospedador
sin afectar su viabilidad, una de ellas es la especificidad por el sitio de
insercion, que ademas explicaria porque muchos de ellos han evolucionado
hacia ser sitio especificos. Otra seria el hecho de que estos elementos
presentan con bastante frecuencia mutaciones en los elementos importantes
para su expresion, dando lugar a un gran numero de copias defectivas o
truncadas, también el hecho de que la estructura de sus elementos reguladores
esté en tandem, los hace ser mas inestables en el proceso de transposicion y
su expresion en muchos casos esta limitada a ciertas etapas del desarrollo, a
determinados tejidos o a condiciones medioambientales muy particulares.
Todos éstos mecanismos son los que explican el bajo numero de elementos

activos identificados en los distintos organismos en los cuales estan presentes.
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1.2.2.1. Insercion en zonas no codificantes

Un ejemplo de ésta preferencia es el elemento P de Drosophila el cual
prefiere insertarse en regiones potencialmente reguladoras de los genes hacia
la zona 5’ (Spradling y col., 1995). Los Ty1 de levaduras tambien lo hacen, se
han observado cerca de 100 inserciones nuevas de este elemento en el

cromosoma lll cerca de los genes ARNt o0 en LTR preexistentes, solamente un

3% se encuentran en zonas codificantes.

1.2.2.2. Insercion en elementos preexistentes

Es claro que una transposicion descontrolada seria absolutamente

desastrosa para el hospedador. Por ejemplo, en el maiz el numero de
retroelementos que se encuentran en sus genes puede representar el 50% del
genoma (SanMiguel y col., 1996). Las cinco familias mas abundantes ocupan
cerca del 25% y una sola familia la Opie el 10-15% del genoma total, pero la

mitad de los elementos analizados estan insertados en otros elementos.

1.2.2.3. Procesamiento de los transcritos de pre-ARNm

Se ha sugerido que el procesamiento de los ETs a partir de secuencias
exonicas ha evolucionado como un medio para disminuir sus efectos
deletéreos en el hospedador. Se han descrito muchos casos en Drosophila, C.
elegans y en plantas donde el procesamiento del ARN lleva a la eliminacion del
elemento y a una reversion parcial de la mutacion causada por la insercion
original (Fridell y col.,, 1990; Purugganan y Wessler, 1992 y Rushforth vy
Anderson, 1996).
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1.2.2.4. Especificidad de tejidos

Un buen ejemplo de una probable adaptacion de un ET a su hospedador es
la restriccion de transposicion de los elementos P e [ a la linea germinal
(Bregliano y Kidwell, 1983). Es benéfico para un elemento transponerse en
aquellos tejidos que le aseguren la transmision a la siguiente generacion del
hospedador, pero restringir su actividad a los tejidos somaticos puede resultar
en una pérdida de capacidad del hospedador sin ningun beneficio para el
transposon. Por lo tanto, la represion de la transposicion del elemento P en las
células somaticas ocurre a nivel del procesamiento del ARNm. Los intrones 2-3
son eliminados solamente en las células germinales, dando como resultado la
ausencia de transposasa en las células somaticas. La eliminacion del intron es
prevenida en las células somaticas por una proteina de 87 kDa que se une a un

sitio en el exon 2 localizado 12-31 bases hacia 5 del sitio de corte (Iseng y

col., 1991).

1.2.2.5. Regulacion del numero de copias de ET por parte del

hospedador

En el maiz al igual que en Drosophila, se encuentran buenos ejemplos de
regulacion del numero de copias por parte del hospedador. Factores
desconocidos del hospedador metilan especificamente Ac, Spm y Mutator en el
caso del maiz (Chomet y col., 1987). En el caso de Mu hay simultaneamente,
una metilacion global de docenas de elementos activos en una sola
generacion. En las hembras de D. melanogaster la expresion del gen envelope
del elemento gypsy, esta reprimida fuertemente por una copia del alelo de
flamenco, los efectos de flamenco en la expresion de gypsy estan restringidos

a las células somaticas del foliculo que rodean la linea germinal materna
(Bucheton, 1995).
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1.2.2.6. Regulacién del numero de copias por parte del mismo ET

Si el efecto deletéreo sobre el hospedador es inmediato y ocurre como una
consecuencia directa de la transposicion en si misma, puede haber una ventaja
selectiva sobre los elementos con tasas de transposicion reducidas que les
permitan expandirse en el genoma, pero a un costo reducido para su
hospedador (Brookfield, 1995). La actividad del elemento P en D. melanogaster
esta regulada por productos represores codificados por el mismo elemento.
Estos represores se dividen en dos categorias tipo | y Il. Los represores tipo |
son responsables de una condicion celular conocida como citotope P, la cual

depende de una proteina de 66 kDa codificada por el elemento que reprime la
transposicion y excision (Robertson y Engels, 1989). Los tipo |l usualmente

presentan grandes delecciones internas y son sensibles a la localizacion

genomica.

En las plantas, el elemento Ac presenta efecto de dosis, un aumento en el
numero de elementos da como resultado una disminucion en el numero de

transposiciones del elemento (McClintock, 1951).

1.2.2.7. Regulacion en la expresion de los fenotipos mutantes

Los fenotipos mutantes asociados con algunas inserciones de los
retrotransposones estan enmascarados por alelos de genes supresores del

hospedador que actuan en trans como reguladores de la expresion de los
retrotransposones (McDonald, 1995), hay evidencia de ello en poblaciones

naturales de Drosophila (Csink y McDonald, 1990).
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1.2.3. Caracteres inducidos por ET con efecto benéfico sobre el

hospedador

Se ha dado un gran debate sobre los efectos beneficiosos o daninos de los
elementos transponibles y su significado a nivel evolutivo. El principal
argumento en contra tiene que ver con la naturaleza impredecible de los
movimientos de los elementos transponibles unido a |la escasez de los sitios de
insercion. Sin embargo, cada dia aumenta la lista de ejemplos de ET que han

evolucionado hacia funciones altamente sofisticadas.

1.2.3.1. Inserciones con funciones reguladoras

Por algun tiempo se ha especulado que los cambios en las regiones
reguladoras en cis de los genes duplicados, pueden ser mas importantes a
nivel evolutivo que mutaciones en las secuencias codificantes. Recientemente
se han obtenido datos que sustentan ésta hipotesis; por ejemplo en Drosophila
tres genes paired (prd), gooseberry (gsb) y gooseberry neuro (gsbn) han
evolucionado de un gen ancestral comun, luego de la duplicacidon del gen,
ahora cada uno tiene una funcion diferente durante la embriogénesis. Las tres
proteinas correspondientes PRD, GSB y GSBN son factores de transcripcion,
Li y Noll demostraron que las tres proteinas son intercambiables con respecto a
sus funciones reguladoras y que sus distintas funciones en el desarrollo son
consecuencia de cambios en las secuencias reguladoras mas que en las
proteinas en si mismas (Li y Noll, 1994). Este efecto también ha sido visto en
plantas (Wessler y col., 1995) y mas recientemente en el Aedes aegypti (Tu,
1997). La insercion de un LTR controla la expresion del gen de la
oncomodulina de rata (Britten, 1997). La senal de poliadenilacion de la
timidilato sintasa de raton esta dada por la insercion de un L1, ésta insercion
aparentemente, ocurrio hace 5 millones de anos, basados en la divergencia de

un seudogen TS el cual también incluye la insercion L1 (Harendza y Johnson,
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1990). La inhibicion transcripcional del gen del receptor de la eritropoyetina

murina esta dada por EpoR (Youssoufian y Lodish, 1993).

1.2.3.2. Nuevos patrones de expresion en tejidos especificos

Los ETs pueden contribuir a la diversificacion de los genes por suministrar
dominios reguladores en cis que alteren los patrones de expresion, por ejemplo
se ha descrito que la insercion del elemento gypsy en una zona corriente arriba
del gen yellow de Drosophila lleva a una perdida de expresion de éste gen en
ciertos tejidos (Pelisson y col., 1994). La alteracion en la expresion en
determinados tejidos se debe a la presencia de una secuencia especifica de
ADN que se une a Sy, el cual se cree que es un factor de transcripcion (Gdula
y col., 1996). En Drosophila la expresion de un retrotransposdon solamente en
algunos tejidos se demostro en el desarrollo de la lamina (Mozer y Benzer,
1994). Aparentemente, esta expresion se requeria para el desarrollo apropiado
del sistema nervioso de las larvas de tercer estadio. Esta expresion especifica
es una propiedad intrinsica del elemento, es claro que en las moscas actuales

el retrotransposon es necesario para el desarrollo normal del ojo.

1.2.3.3.Como mecanismo reparador del ADN

En las levaduras la mayoria de las roturas cromosdmicas son reparadas
por un proceso normal que involucra RADS2, cuando éste proceso falla por una
mutacion o por cualquier otra causa los retrotransposones hacen las

reparaciones de forma efectiva (Moore y Haber, 1996 y Teng y Gabriel, 1996).
En éste caso como en otros se puede ver la coadaptacion, éstas roturas

pueden representar un buen sitio para la insercion del ET y éstas a su vez en
algunas oportunidades pueden ser una forma de reparacion mas eficiente para

el hospedador.
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1.2.3.4. Actuar como teléomeros

Algunos retroelementos, tales como HET-A, TART, TRAS1 y SART1 como
ya se menciond, tienen la funcion de reemplazar las terminaciones danadas de
los cromosomas que en otros organismos es hecho por la telomerasa. La
frecuencia de insercidn de los ETs se ha adaptado para mantener constante el
tamano del cromosoma, éste es el mejor ejemplo de un ET que cumple una

funcion vital para el hospedador.

1.3. Mecanismos de integracion

Como se menciond anteriormente, el mecanismo de integracion de los

retrotransposones LTR es conocido y esta bastante estudiado, ya que es

similar al de los retrovirus en cuanto posee los LTR, secuencias encargadas de
la regulacidon y control de la transposicion. EI ARN gendmico de estos
elementos moviles se convierte a ADN de doble cadena por el proceso de
transcripcidn inversa y éste ADN replicado se integra en el ADN de la celula
hospedadora de donde puede ser transcrito nuevamente para producir nuevas
moléculas de ARN gendmico. La sintesis de cada cadena de ADN del
retrotransposdn empieza con la sintesis de productos cortos de ADN llamados
cadena negativa y un ADN de parada cadena positiva. La sintesis de ADN de
la cadena negativa es iniciada a partir del grupo 3'-OH de un cebador ARNt
unido al sitio de union al cebador (primer binding site 6 PBS), localizado justo
corriente debajo de la secuencia R —U5 del ARN gendmico. La sintesis de la
cadena positiva se inicia desde un oligoribonucledétido resistente a la ARNasa H
que es una secuencia rica en purinas localizada justo corriente arriba de la
secuencia 3’ U3-R del ARN. El producto final de la transcripcion reversa da
como resultado una molécula lineal de ADN de doble cadena mas larga que el
ARN con dos LTR. Este proceso se lleva a cabo en particulas como virus
(“virus-like particles 6 VPL) donde ocurre ademas la recombinacion mediada
por la RT (Xu y Boeke, 1987).

24



Introduccion

En el caso de los retrotranposones no-LTR o elementos LINE su estructura

y secuencia de nucledtidos sugieren que dichos elementos probablemente
usen mecanismos de transposicion diferentes a los descritos para los
elementos LTR y retrovirus. Las evidencias experimentales, que permiten
establecer el mecanismo por el cual el transcrito completo de un elemento LINE

puede ser transcrito e integrado en otro lugar del genoma que lo hospeda, son

relativamente escasas. Sobre la base de que no se habian descrito, aparte de
la RT, otras actividades enzimaticas codificadas por los no-LTR y de que sodlo
se habia observado un bajo nivel de homologia en un numero pequeno de
ellos, con integrasa y/o ARNasa H, Eickbush en 1992, postuld un mecanismo
de transposicion basado en la existencia de extremos 3'-OH libres en el ADN,
generados por roturas creadas ocasionalmente y al azar en el cromosoma.
Estos extremos libres, servirian como iniciadores para la sintesis de la primera
y segunda cadena de ADN a partir del ARN plantilla. Posteriormente, se
observo el mejor modelo de transposicion de un no-LTR, en el elemento R2Bm
de Bombyx mori, éste elemento codifica para una sola proteina con actividad
tanto endonucleasa especifica como RT (Luan y col.,, 1993). La proteina corta
un ADN blanco, generando un 3'-OH que es usado luego por la RT para la
trasnscripcion reversa especificamente del extremo 3' del ARN de R2Bm (Luan

y Eickbush, 1995). Este mecanismo se puede aplicar a algunos elementos

LINE, pero no a los que no son secuencia especificos, para estos se propone
que usarian cortes hechos por endonucleasas celulares (Branciforte y Martina,
1994). Recientemente, con la demostracion de actividad endonucleasa en
varios elementos y la conservacion en la mayoria de ellos de los aminoacidos
del dominio catalitico implicados en dicha actividad, se ha postulado que la
nucleasa generaria los cortes en el ADN, luego éste corte seria usado como un
cebador para la transcripcion inversa del elemento a partir de su extremo 3'. A
diferencia de los retrovirus, el reconocimiento del sitio de corte y la
transcripcion reversa estarian acoplados en éstos elementos (Feng vy
col.,1996). Moran y colaboradores demostraron una alta frecuencia de
retrotransposicion de los elementos L1 en cultivos de celulas de mamiferos y

postulan que el complejo formado por la proteina de union a acidos nucléicos

25



Introduccidon

codificada por el ORF1 que colocaliza con el ARN de L1 en un complejo

citoplasmico de alto peso molecular seria un intermediario en el proceso de

retrotransposicion (Moran y col., 1996). Analisis mutacional del ORF2 demostro
que por lo menos dos funciones son necesarias para la retrotransposicion, la

actividad RT y una funcion asociada al dominio rico en cisteinas.

1.4. Trypanosoma cruzi

1.4.1. Generalidades

Trypanosoma cruzi es un protozoo flagelado perteneciente a la familia
trypanosomatidae. Es un parasito digenico, con un hospedador vertebrado que
puede ser el hombre, animales salvajes o domeéesticos y otro invertebrado
representado por insectos pertenecientes al genero Triatoma y especies

relacionadas, actuando a su vez como vectores.

El ciclo de vida de Trypanosoma cruzi es complejo, con tres estadios
morfoldgicamente diferentes, dependiendo del medio ambiente en el cual viva
(Fig. 3), la forma epimastigota que se encuentra en el tracto digestivo del vector

diferenciandose a tripomastigotes metaciclicos que representan la fase

iInfectiva y no replicativa del parasito y la forma amastigota que se encuentra en

las células del hospedador.

Los insectos ingieren tripomastigotes de sangre periferica de mamiferos

infectados, los parasitos se multiplican como epimastigotes en el lumen del
tracto medio del vector, esto lleva después de 15-30 dias al desarrollo de
tripomastigotes metaciclicos en el recto del insecto. Las formas infectivas salen
con las heces y los tripomastigotes inician la infeccion entrando por la herida
causada por la picadura o a traves de laceraciones de la piel o las mucosas.
Esta forma de transmision se llama contaminativa a diferencia de la de

tripanosomiasis africana que es inoculativa. Las formas infectivas entran en las
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Fig.3. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. 1a 3. Formas epimastigotas que se

dividen en el intestino del vector. 4. Tripomastigotes metaciclicos infectivos que
son eliminados con las heces del vector. 5. Tripomastigotes penetrando en los
diferentes tejidos del hospedador donde se convierten a amastigotes. 6 y 7. Los
amastigotas pasan nuevamente a tripomastigotes para ir al torrente sanguineo Yy
reinvadir nuevos tejidos o ser tomados por el vector.

células de los tejidos, especialmente musculo, alli se transforman en
amastigotes, los cuales se multiplican y forman seudoquistes, convirtiéndose
en tripomastigotes, rompiendo la célula y quedando libres para invadir otra

célula o ser ingeridos por el insecto vector, cerrando asi el ciclo.

1.4.2. Patogenia

T'rypanosoma cruzi es el agente etiologico de la enfermedad de Chagas,
una tripanosomiasis humana endémica restringida al continente americano
que se presenta principalmente en poblaciones rurales de Centro y Surameérica.

Se estima que en el mundo existen unos 16 millones de personas infectadas,
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con una poblacion de riesgo de 90 millones y 60000 nuevos casos al ano,
segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1991) y con una

mortalidad aproximada de 50.000 fallecimientos anualmente.

La enfermedad de Chagas involucra cuatro fases distintas : periodo de
Incubacion con proliferacion de amastigotes en el interior de las células , paso
celula a celula de tripomastigotes y llegada de éstos al torrente sanguineo,
dando lugar en algunos casos a la fase aguda que se presenta generalmente
en ninos y se caracteriza por el hallazgo de los tripomastigotes en sangre
periférica, en la mayoria de casos hay una fase latente donde no hay
sintomatologia, cursa con baja parasitemia y en 30% de los casos se desarrolla
una fase cronica, la cual dependiendo del tropismo del parasito por el tejido
puede presentarse con anormalidades electrocardiograficas, arritmias,

peristalsis o0 cardiomegalia o megaesofago y megacolon.

1.4.3. Filogenia

La familia trypanosomatidae a la cual pertenece Trypanosoma cruzi, esta
iIncluida en el orden Kinetoplastidae, que junto con los euglenoides representan
el linaje mas antiguo de los organismos eucaridticos que contienen mitocondria
(Sogin y col., 1989). Dicha mitocondria es unica, presentando una matriz en la
que existe una compleja red de minicirculos y maxicirculos de ADN (ADN del

Kinetoplasto) situada adyacente al cuerpo basal del flagelo (Simpson y col.,

1987). Dentro de los kinetoplastidos, se reconocen dos tipos de relaciones
parasito-hospedador : i) kinetoplastidos monogénicos, los cuales parasitan un
unico hospedador invertebrado y i) kinetoplastidos digénicos, los cuales
parasitan a dos hospedadores, generalmente, uno invertebrado y otro

vertebrado. Se cree que los géneros digénicos tales como Leishmania vy

T'rypanosoma provienen de un ancestro monogeénico (Lake y col., 1988).
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1.4.4. Aspectos moleculares

En un principio el interés en el estudio de los tripanosomas se centro en las
implicaciones meédicas y veterinarias de éstos organismos. Este interés se
amplio a aspectos mas basicos de su biologia y en especial de su biologia
molecular, cuando se fueron describiendo aspectos uUnicos que los
diferenciaban de los demas eucariotas. Entre éstos aspectos se encuentran la
transcripcion policistronica, el trans-splicing y la edicion de ARN mitocondrial.
Todos estos aspectos peculiares de la biologia molecular de los tripanosomas
los hizo aparecer como uno de los modelos de estudio mas atractivos para los
biclogos moleculares. Por otra parte, se planted que éstas caracteristicas

Inusuales podrian estar contribuyendo a la flexibilidad bioquimica de los

tripanosomas.

1.4.5. Cariotipo y tamaino molecular

Actualmente se acepta que el genoma de 7. cruzi es diploide (Castro y col.,
1981) con una complejidad total de aproximadamente 2,5 x 10® pb (Lanar vy
col., 1981). Los cromosomas de los tripanosomas no se condensan durante la
mitosis y como consecuencia de ello resulta dificil estimar el niumero de
cromosomas de este parasito por las técnicas convencionales (Solari, 1980).
Sin embargo, experimentos de electroforesis en campo pulsado han permitido
realizar estimaciones acerca de la dotacion cromosomica de 7. cruzi. Los
diferentes grupos ofrecen datos que van desde los 20 cromosomas (Henrikson
y col., 1990) hasta los 250 cromosomas. Esta ultima estimacion fue obtenida
por Gibson y Miles cuando hicieron diferentes geles en condiciones variables

que permitian mayor resolucion de cada uno de los tamanos (Gibson y Miles,

1986).
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1.4.6. Estructura genética de las poblaciones de T. cruzi

Se ha demostrado que muchas especies de parasitos protozoarios carecen
de un ciclo sexual y las poblaciones observadas en la naturaleza representan
linajes clonales (Tibayrenc y col., 1990). Estudios de la estructura genetica en
poblaciones de 7. cruzi demuestran fijacion de heterocigocidad, ausencia de
segregacion, desviaciones de equilibrio Hardy-Weiemberg , asi como
predominancia o ausencia de determinados genotipos (De Luca D'oro y col.,
1993; Henriksson y col., 1990). Estos datos indican la existencia de un
predominio de la reproduccion asexual y por lo tanto una distribucion de la

poblacion de linajes clonales tambien para 7. cruzi.

1.4.7. Transcripcion policistronica

Algunos estudios han evidenciado que la mayoria de los genes codificantes
de proteinas son sintetizados como parte de un transcrito policistronico primario
(Clayton y col., 1992). Estos genes se encuentran organizados en tandem y no
parecen contener promotores ni dentro ni en los extremos de sus secuencias.
Por lo tanto, su transcripcion parece depender de un promotor localizado
normalmente varias kilobases corriente arriba del extremo 5 del mensajero.
Este promotor, seria por lo tanto, responsable de la transcripcion de un
policistron donde se encuentran numerosos preARNm. Hasta el momento, los
requerimientos precisos para la actividad promotora de una secuencia en
tripanosomatidos permanecen desconocidos, habiéndose caracterizado
promotores pertenecientes a dos familias genicas de 7. brucei, VSG y PARP
(Sherman y col., 1991; Gottesdiener y col, 1991), tambien se sabe que la
transcripcion no siempre esta dada por la ARN polimerasa |l (Zomerdijk y col.,

1991), no poseen la caja TATA y otros elementos propios de los promotores

eucariotas (Vakaar y col., 1994 y Ajioka y Swindle, 1993).
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En 7. cruzi se ha descrito un putativo promotor responsable de la
transcripcion del gen del SL (“spliced leader”) el cual fue capaz de dirigir la
expresion de un gen reportador despues de la transfeccion en epimastigotes
(Lu y Buck, 1991). Recientemente, en éste putativo promotor se identificd una
secuencia de un elemento proximal (PSE) localizada entre las posiciones —53 y
—40, la cual se requiere para la actividad optima del mismo. Esta secuencia
esta parcialmente conservada entre las diferentes cepas de 7. cruzi y se han
podido identificar dos subgrupos diferentes de PSEs. Este PSE putativo es
reconocido especificamente y se une a un factor de transcripcion presente en
los extractos nucleares de 7. cruzi (Nunez y col., 1997). También se ha
obtenido actividad promotora con un putativo promotor de ARNr en 7. cruzi
(Tyler-Cross y col., 1995). Y han sido utilizados sistemas similares para definir
elementos promotores del gen SL en Leptomonas y Leishmania (Hartree y
Bellofatto, 1995; Saito y col., 1994 y Agami y col., 1994).

Hasta hace un tiempo no se sabia como se especificaba el sitio de
poliadenilacion en tripanosomas puesto que no se habian encontrado
secuencias analogas al hexanucleotido AAUAAA caracteristico de los sitios de
poliadenilacion en otros eucariotas. En éstos ultimos anos se ha demostrado
que el sitio de poliadenilacion de un gen corriente arriba ("upstream") esta
acoplado funcionalmente al trans-splicing del gen corriente abajo
("downstream") (Mattthews y col., 1994; Lebowitz y col., 1993). De hecho la
seleccion del sitio de poliadenilacion esta especificada por la posicion del sitio
aceptor de splicing. Por lo tanto, secuencias requeridas para el splicing son
también requeridas para la poliadenilacion y la reaccion ocurre de forma
secuencial comenzando por la adicion del SL y finalizando con la

poliadenilacion (Ullu y col., 1993).
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1.4.8. Edicion del ARNm

El otro gran aspecto que diferencia los tripanosomatidos del resto de los
eucariotas es la edicion del ARNm mitocondrial (Benne y col., 1986; Simpson vy
Maslov, 1994 y Stuart, 1991). Esta edicion del ARNm crea marcos de lectura
abiertos en "criptogenes" (genes inicialmente no funcionales) por insercion o
delecion de residuos de uridina (U) en unos pocos sitios especificos dentro de
la region codificante de un ARNm (edicidn 5') o en multiples sitios a través de
todo el ARNm (pan-edicion). El numero preciso y la localizacion de las uridinas
que van a ser insertadas o deleccionadas son determinadas por apareamiento
con residuos de A 0 G en ARNSs especializados denominados ARNs guias
(ARNg). Estos ARNgs son codificados por los minicirculos presentes en la
matriz de la mitocondria, mientras que los criptogenes se encuentran en los
maxicirculos de la misma. El proceso de edicibn ocurre en complejos

ribonucleoprotéeicos conteniendo ARNgs, ARNms y proteinas.

1.4.9. Regulacion de la expresion génica

Existen muy pocos datos acerca de los mecanismos implicados en la
regulacion genica en tripanosomatidos. La similitud entre las unidades de
transcripcion policistronica de éstos parasitos y los operones sugiere un
mecanismo de regulacion similar en ambos casos. Es decir, los genes
presentes en una misma unidad de transcripcion estarian regulados
coordinadamente. Sin embargo, a pesar de que en algunos casos las unidades
de transcripcion de tripanosomatidos contienen genes relacionados en varias
unidades policistronicas no existe relacion alguna entre los genes que la
componen. Ademas en tripanosomas, al contrario de lo que ocurre en
procariotas, existen muy pocas evidencias de que exista regulacion de la
transcripcion de éestos policistrones. Solamente se han descrito algunos casos
en los que se ha detectado regulacidon a nivel del inicio de la transcripcion

(Urmenyi y col., 1992) y de la elongacion (Pays y Steinert, 1990). A pesar de
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esto, existe una gran abundancia de ARNms especificos de estadio , asi como
ARNmMs que solo se expresan en determinadas condiciones. En principio, éstas
diferencias en la abundancia de determinados ARNms puede ser regulada por
trans-splicing, poliadenilacion, transporte al citoplasma O estabilidad.De hecho
se conoce que los ARNs mensajeros de las VSG son desestabilizados durante
la transformacion de las formas sanguineas a las formas prociclicas (Pays y
col., 1990). Ademas se han descrito varios casos donde los extremos 3' no
traducidos de varios genes participan en la regulacion de la estabilidad del
mensajero (Jefferies y col., 1991; Bhat y col., 1992) asi como en la regulacién
de la traduccion (Hehl y col., 1994; Urmeéenyi y col., 1992). Otro tipo de
regulacidon es la detectada en el caso de las VSG de Trypanosoma brucei
(Pays y Steinert, 1988; Gottesdiener y col., 1991; Lodes y col., 1993), donde la
expresion de un nuevo antigeno va precedida de un fendmeno de transposicion

del gen que va a ser expresado desde un lugar silente del genoma a una

localizacion diferente que permite su expresion.

La generacion de un ARNM maduro requiere que las secuencias
codificantes y sus regiones no traducidas adyacentes sean separadas del
transcrito primario. Este proceso esta acompanado de dos reacciones de

procesamiento del ARN que se encuentran perfectamente acopladas: trans-

splicing y poliadenilacion:

Trans-splicing es una reacccion de procesamiento del ARN en la cual se
produce una unidén especifica entre exones derivados de transcritos diferentes.
Este mecanismo esta muy relacionado con el proceso donde los intrones son
eliminados de pre-ARNms en otros eucariotas (Hajduk y col., 1992). En la
figura 4 puede verse un esquema comparativo de ambos procesos. En ambos
casos se requiere de la presencia de los snARNs U2, U4, U5 y UGB, sin
embargo, en la reaccion de trans-splicing el U1 parece ser sustituido por el
propio SL ARN. La diferencia fundamental entre ambos procesos reside en el
que el sustrato para el trans-splicing no es un unico ARN, tal y como ocurre en

el cis-splicing sino que son dos, un ARN pequeno no poliadenilado, el ARN
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Fig 4. Esquema comparativo de Ilos mecanismos de Cis vy
trans-splicing. A) El cis-splicing de exones contiguos requiere en
la mayoria de los eucariotas del ensamblaje de un spliceosoma
conteniendo los ARNsns U1, U2, U4, U5y U6. Como resultado de la
reaccion se produce una estructura denominada lariat. B) La reaccion de
trans-splicing en tripanosomas también requiere la presencia de los
ARNsns U2, U4, U5y U6, mientras que el SL-ARN parece sustituir
funcionalmente a U1. La reaccion produce como producto secundario
una estructura denominada “Y-branch”.
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spliced leader (codificado por el gen del miniexon), que contiene el exon 5" (SL)
ademas del sitio donante de splicing y el segundo es el pre-ARNm aceptor, el
cual contiene el sitio aceptor de splicing y el exon 3’. El ARN SL y el pre-ARNm
quedan asociados en el nucleo en un complejo similar al spliceosoma presente
en la reaccion de splicing de la mayoria de los eucariotas. El SL es entonces
afiadido al extremo 5 del ARNm. Dado que el ARN SL contiene en 5 una
estructura de caperuza (“cap”), los ARNm quedan automaticamente protegidos
en su extremo 5’ por ésta senal. El procesamiento por trans-splicing parece ser
una etapa obligatoria en la maduracion de todos los ARNms de
tripanosomatidos (Nilsen y col., 1994). Aunque recientemente, se han descrito

en T brucei transcritos del retrotransposon ingi/RIME que no presentan SL
(Vasella y col., 1996)

1.5. Elementos moviles en tripanosomatidos

Se ha reportado la presencia de retrotransposones para algunas especies
de tripanosomatidos. Por ejemplo, el elemento RIME en el subgenero
Trypanozoon representa una familia de secuencias medianamente repetida
(Hasan y col., 1984). Las dos mitades del elemento RIME se encuentran
flanqueando el elemento ingi (también llamado TRS) el cual esta ampliamente
distribuido en determinados sitios del genoma de 7. brucei (Kimmel y col,
1987). SLACS esta a su vez, presente en el tripanosoma africano, pero a
diferencia de RIME, ingi y la mayoria de otros retrotransposones parece estar
presente en un solo locus, en los genes del ARN SL. El elemento CREI
(Gabriel y col.,, 1990) se integra en el ARN de los genes SL en el
tripanosomatido de mosquitos Crithidia fasciculata. En T. cruzi también se ha
caracterizado un retrotransposén, el CZAR en el ARN de los genes SL
(Villanueva y col., 1991). A diferencia de RIME e ingi los cuales estan
presentes en cerca de 400 copias, hay solamente de 20 a 30 copias de los
elementos asociados al SL por genoma diploide, ademas es interesante notar

que los tres se insertan en el mismo sitio blanco, ya que todos interrumpen la
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secuencia codificante entre los nucledtidos 11 y 12. Ademas, se han
encontrado retrotransposones asociados al SL en el tripanosomatido de insecto

Herpetomonas samuelpessoai y en un tripanosoma de rana el 7. ranarum ( ). El

analisis cromosomico sugiere que éstos retrotransposones estan localizados
primariamente en el mismo locus que los genes SL. Asi, la organizacion de la
familia de genes SL en los diferentes tripanosomatidos es similar estando las
unidades codificantes organizadas en repeticiones en tandem e interrumpidas

por 20 a 30 copias de retrotransposones de una forma sitio-especifico.

Basados en la organizacion estructural y en la conservacion de dominios
especificos estos retrotransposones de tripanosomatidos parecen pertenecer a
una misma familia de elementos moviles (Fig. 5). Cada uno de los elementos
contiene uno o dos marcos de lectura abiertos, el analisis del ORF2 muestra
que ademas de poseer los ocho dominios conservados de la RT, contienen un
motivo conservado cisteina-histidina en la zona &', similar al identificado para
las endonucleasas de retrovirus (Villanueva y col., 1992). Mientras que CREI
tiene un Unico marco de lectura abierto similar al 2 de SLACS y CZAR, estos
ultimos tienen un ORF adicional que es el ORF1. Este ORF1 tiene un motivo
conservado de cisteinas-histidinas diferente al mencionado anteriormente,

siendo similar al dominio gag de los retrovirus, éste motivo también esta

presente en el ORF1 de ingi (Pays y Murphy, 1987).

A pesar de éstas similitudes que hacen pensar en ellos como una familia de
retrotransposones evolutivamente relacionados, SLACS y CZAR son mas

similares entre ellos que con CRE1, lo cual esta de acuerdo con la relacion
evolutiva que hay entre los organismos en los cuales ellos estan presentes, ya
que analisis mitocondriales revelan que T. brucei 'y T. cruzi  estan
evolutivamente mas cercanos que Crithidia (Lake y col., 1988). Ademas
ambos tripanosomas son heterogéneos, requiriendo un hospedador vertebrado
y un insecto vector, mientras que Crithidia es monogénica con todo su ciclo

dentro del insecto. Asi que los retrotransposones de tripanosomatidos pueden
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Fig. 5. Transposones no-LTR sitio especifico o0 sitioposones de
tripanosomatidos. B SL. Los transposones interrumpen en la secuencia
conservada del gen SL en el nucledtido 11 de los 39. Las inserciones de los
elementos generan abundantes duplicaciones del ADN blanco (denotadas por
barras en los extremos: 49 nt en SLACS, 22 en CZAR y 28 en CREI. Todos
éstos elementos poseen una cola de poliA en su extremo 3', longitud entre
parentesis. SLACS y CZAR son similares en su organizacion, presentando un
motivo repetido de 185 pb 6 en la zona 5' no traducida @ . En T. brucei, el
ORF1 se separadel 2 por 79 ntyen 7. cruzi por 78. CZAR y SLACS conservan
el motivo gag caracteristico de retrovirus. CREIl posee solamente el ORF
similar al 2 de SLACS y CZAR basado en su tamano y organizacion. Los tres
presentan alta homologia con el dominio pol.

ser tan antiguos como sus hospedadores y las diferencias entre éstos

retrotransposones reflejarian la evolucion de los elementos en cada genoma.
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ser tan antiguos como sus hospedadores y las diferencias entre estos

retrotransposones reflejarian la evolucion de los elementos en cada genoma.

Elementos moviles en Trypanosoma cruzi

En Trypanosoma cruzi unicamente se han descrito dos retrotransposones
el ya mencionado CZAR (Villanueva y col., 1991) y el L1Tc (Martin y col.,
19995). Los dos retrotransposones presentan diferencias en cuanto al sitio de
insercion, dado que CZAR es sitio especifico mientras L1Tc no lo es, la
organizacion y la secuencia de aminoacidos también es diferente. Como se
menciond anteriormente CZAR presenta dos ORF el primero con homologia a
gag y el segundo con los genes pol de retrovirus, esta presente en un bajo

numero de copias y no presenta versiones truncadas del elemento.

L1Tc

Este elemento esta presente en un alto numero de copias del orden de
2500, distribuidas de forma dispersa en el genoma de Trypanosoma cruzi y se
expresa unicamente en las formas replicativas del mismo, con un tamano
aproximado de 5 kb y una organizacion en tandem al igual que el elemento ing;,
siendo los unicos retroelementos no-LTR que la presentan. El transcrito
presenta en su zona 3' una secuencia de ADN altamente repetida llamada
E12A (Requena y col., 1994) y en su zona 5' una secuencia con homologia con
el elemento RIME de 7. brucei (Hasan y col., 1984) y tres ORFs en diferente
fase de lectura (Fig. 1), donde el ORF1 codifica para una proteina con
homologia a las proteinas AP (nucleasas apurinicas/apirimidinicas de actividad
reparadora), conteniendo todos los residuos activos descritos para la
exonucleasa lll y el 80% de los residuos activos de la ADNasal humana vy
bovina (Martin y col., 1995), homologias similares se hacen extensivas a todos
los elementos LINE descritos (Martin y col., 1996). La actividad

endonucleolitica codificada por el L1Tc ha sido demostrada bioguimica y
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bioldgicamente (Olivares y col., 1997). El ORF2 mantiene conservados los siete
dominios consenso de las transcriptasas inversas (RT), siendo el elemento Ingi-
3 de T. brucei el mas relacionado y presentando un residuo de alanina en la
posicion X del dominio catalitico Y/FXDD similar a los otros no-LTR a diferencia
de los aminoacidos hidrofobicos descritos para los LTR. Otro aspecto que
diferencia a L1Tc de los demas no-LTR retrotransposones es su dominio de
union a acidos nucléicos, presente en el ORF3 a diferencia de los demas que lo
presentan en el ORF1. Este dominio posee los Zinc-finger en su estructura,
pero es CoH> similar a los factores de transcripcion del tipo TFIlIA-like (Miller y
col., 1985; Berg, 1986) y diferente de los descritos para los retrotransposones,
solo 4 no-LTR presentan este tipo de Zinc-finger, tres de ellos descritos en la
familia trypanosomatidae CZAR, SLACS e ing/ y otro en el R2Bm de Bombyx

mori. De todos ellos solo ingi lo presenta en el extremo 3’ al igual que L1Tc.

Como se menciond anteriormente, la zona 5’ del L1Tc presenta homologia
con el retrotransposon RIME de Trypanosoma brucei cuya insercion ha estado
implicada en procesos de actividad genica en determinadas regiones (Pays vy
col., 1989) y dado que L1Tc no presenta spliced-leader (SL) en su zona 5’ y es
un retrotransposon no-LTR no especifico de sitio es factible pensar que ésta
zona puede estar actuando como un promotor interno. Todas estas
caracteristicas unidas a los posibles papeles a nivel de regulacidon génica y las
iImplicaciones biologicas que se han descrito para los elementos moviles hacen
importante el analisis funcional del retrotransposon L1Tc, principalmente a nivel
de su actividad Transcriptasa inversa la cual determina la funcionalidad de

éstos elementos y la posibilidad de que la zona 5 del mismo esté actuando

como promotor interno.
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Objetivos

2. OBJETIVOS

El retrotransposon de la clase no-LTR descrito en Trypanosoma cruzi, L1Tc

fue caracterizado genéticamente en nuestro laboratorio, presentando las

secuencias consenso propias de los retroelementos.

Dado que la mayoria de los elementos transponibles son inactivos y la

Importancia que supondria para Trypanosoma cruzi su actividad, el objetivo

principal de la presente tesis es:
Caracterizar y analizar en su caso las actividades asociadas al elemento

L1 Tc necesarias para su transposicion y demostrar la actividad promotora de la

region 5’ del citado elemento.
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Materiales

3.1 MATERIALES

3.1.1. Productos quimicos

En general se utilizaron reactivos procedentes de las firmas Merck, Sigma,
Boehringer, Pharmacia, Carlo Erba, Stratagene, Amersham y Bio-Rad,
principalmente. Los membranas de nylon y nitrocelulosa se obtuvieron de Bio-
Rad y Millipore respectivamente. Las peliculas autoradiograficas utilizadas

fueron de las casas Kodak y Agfa. Los productos usados con marcaje

radiactivo fueron principalmente de la casa Amersham.

3.1.2. Medios de cultivo.

e Medio LB liquido: Bactotriptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl5gy
agua destilada hasta 1 litro, pH 7,5.

e Medio LB agar: medio LB liquido y agar al 15% (p/v).

e Medio LIT: NaCl 4 g, Na,HPO,.7H,0 15g, glucosa 2 g, infusidn de higado
3 g, triptona 5 g, hemoglobina 2 g, llevar con H,0 destilada hasta 1 litro.

e Medio DMEN: de la casa comercial GIBCO, suplementado con un 10%

de suero bovino fetal inactivado.

3.1.3. Tampones

elampon de carga 10X : glicerol 70% (v/v), sarcosil 5%, azul de

bromofenol (BPB), xilencianol 2% (p/v), EDTA 0.1 M pH 8.
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e lampon fosfato salino (PBS) : NaCl 0,13 M, Na,HPO, 70 mM, NaH,PO, 3
mM pH 7,2.

e Tampon SSC 20X : NaCl 3 M, citrato sddico 0.3 M pH 7 2.

e Tampodn TBE 10X : Tris-HCI 89 mM pH 8,3, acido boérico 89 mM, EDTA 2
mM

e Tampdn TAE 50X : Tris-HCI 2 mM pH 7,2, EDTA 50 mM pH 8, bromuro

de etidio 10 mg/ml, acido acético hasta pH 7,2 y agua destilada hasta 1 litro.

e Tampon TE : Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM

3.1.4. Soluciones

e Mezcla cloroférmica : Cloroformo : alcohol isoamilico en proporcion 24:1

» Fenol : el fenol destilado se saturd y equilibré con Tris-HC] 0,1 M pH 8.

En el momento de utilizar se afadid 8-hidroxiquinoleina hasta 0,1% y se
almacend a 4°C.

e Solucion Denhardt 50X : Ficoll 5 g, polivinilpirrolidona 5 g, albUmina

serica bovina 5 g y agua destilada hasta 500 ml.

e Formamida : se desionizé por agitacion suave durante 20 minutos en

presencia de la resina de intercambio idnico AG501-X8, hasta pH 7.
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e ADN de esperma de salmon : solucion madre 10 mg/ml en agua destilada,

se hirvio la solucion durante 10 minutos y se fragmentd el ADN por sonicacién

0 pasando por aguja. Se almacend en alicuotas a —20°C.

e Bromuro de etidio : se prepard una solucion madre a una concentracion

de 10 mg/ml en agua destilada.

3.1.5. Patrones de peso molecular

3.1.5.1. Geles de ADN

e ADN de fago lambda (c1857, ind1, Sam7) digerido con Hindlll (Daniels Yy
col., 1983). Fragmentos obtenidos : 23130, 9416, 4361, 2322, 2027. 564 y 125
pb.

e ADN del fago $X174 digerido con Haelll (Fuchs y col., 1978). Fragmentos
pbtenidos : 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118 y 72 pb.

Todos ellos fueron suministrados por la casa comercial Boehringer.

3.1.5.2. Geles de ARN

RNA markers suministrado por la casa comercial Promega. Los tamarios
de los ARN sintéticos son : 9488, 6225, 3911, 2800, 1898, 872, 562 y 363 pb.

3.1.5.3. Geles de proteinas

e Protein MWM Mid range” de Promega : los tamarios de las proteinas son
. 97400, 66200, 55000, 42700, 40000, 31000, 21500/19700 y 14400 Daltons.
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e "Prestained protein MWM” de Bio-Rad : los tamanos de las proteinas son:
104000, 81000, 47700, 34600, 28300 y 19200 Daltons.

Los pesos moleculares pueden variar ligeramente dependiendo del lote.

3.1.6. Parasitos

Las cepas de Trypanosoma cruzi utlizadas fueron la Y (Silva y
Nussenzweig, 1953) y Tulahuén (de Lange y col., 1984).

3.1.7. Cepas bacterianas

Las cepas de Escherichia coli utilizadas fueron:

e XLI-B : supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thi relA1 lac F’ [ proAB*
lacl® lacZAM15 Tn10(tef) ]

e GM119 : F" thr-1 leu-6 proA2 his-4 metB1 lacY1 galK2 ara-14 xyl-5 mtl-1
str-31 tsx-33 thi-1 thyA21 dam dcm sup-37.

e Topp1, 2, 3, 4,5, 6y 10 : mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80A/lacZAM15

AlacX74 deoR recA1 araD139 A(ar, leu)7697 galU galK A-rpsL(streptomycin ")
endA1 nupG.

eM15 : Nal® Str® rif*, lac™ ara- gal” mtl- F~ recA* uvr*.

*MIC 3001 : F supE44 supF58 lacY1 trpR55 galK2 galT22 metB1 hsdR14
(r« my) rnh-339:: cat recB270
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3.1.8. Vectores de transformacion

Los plasmidos utilizados fueron:

e pBluescript : pBSKS (Stratagene), utilizado para clonaje y secuenciacion

tiene un peso molecular de 2958 pb.

e pTEX : utilizado para transformacion de parasitos, tiene un peso

molecular de 5600 pb (Kelly y col., 1992).

e pTrcHis (Invitrogen) : utilizado para la expresion de proteinas, tiene un

peso molecular de 4400 pb.

e pQE (Qiagen) : usado para la expresion de proteinas, tiene un tamano de

3462 pb.

3.1.9. Péptidos

Los péptidos sintéticos usados para la obtencidon de antisueros policlonales

producidos en conejos fueron:

e 4998 : SYLCISEPQNNNESAATSTSGSS

e 5001 : SYRPISLTSIVSKVAEKMVLKRLLWVWT

e 5007 : LLNSFAGVTADMYADDLSIIVK

e 5011 : VDAYTKDYGITESSPREERFFRS
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3.2. METODOS

3.2.1. Cultivos “in vitro” de Trypanosoma cruzi

3.2.1.1. Cultivo de formas epimastigotas

Para el cultivo de las formas epimastigotas se empled el medio LIT,
suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado a 56°C durante 30
minutos. El cultivo se llevd a cabo en frascos de 25 cm? en 5 ml de medio con
un indculo inicial de 10° - 10° parasitos/ml. Las condiciones de crecimiento
fueron agitacion suave a 28°C. Con el objeto de mantener los cultivos en fase

logaritmica de crecimiento, se realizaron resiembras cada cinco dias.

3.2.1.2. Cultivo de formas tripomastigotas y amastigotas

La obtencion de formas tripomastigotas se realiz0 mediante la infeccion “In
vitro” de cultivos de células epiteliales de la linea LLC-MK,; (Andrews y Colli,
1982). Se partié de cultivos de las células crecidas a 37°C en una atmosfera de
un 5% de CQO, en frascos de 75 cm? con medio DMEN (Gibco) suplementado
con un 10% de suero bovino fetal e incubados hasta la formacion de una
monocapa de células semiconfluyentes. Estos cultivos se infectaron con una
proporcion de tripomastigotes 3:1 por célula. Al cuarto dia de incubacion se
recogieron del sobrenadante las formas tripomastigotas del parasito y se
lavaron tres veces con solucion salina PBS (0,13 M de NaCl, 70 mM de

Na,HPO, y 3 mM de NaH,PO, pH 7,2). La recoleccion de tripomastigotes se

realizd cada 24 horas.
Las formas amastigotas extracelulares se obtuvieron a partir de

tripomastigotes. Para ello, se incubaron en medio LIT a 37°C y 5% de CO;

(Andrews y col., 1987). A las 36 horas de incubacion han virado mas del 90%
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de las formas tripomastigotas a formas amastigotas y es cuando se procediO a

recolectarlas.

3.2.2. Aislamiento y purificaciéon de acidos nucléicos.

3.2.2.1. Aislamiento y purificacion de ADN gendmico.

La extraccion de ADN gendémico de cultivos de Trypanosoma cruzi
mantenidos “in vitro” a 28°C. se llevo a cabo a partir de 10" parasitos/ml. Los
parasitos se recogieron por centrifugacion a 3 000 rpm durante 15 minutos y se
lavaron tres veces con PBS. Luego del ultimo lavado, se resuspendieron en 8,5
ml de una solucidn fria que contenia NaCl 0,15 M y EDTA 0O,1M.
Inmediatamente se adicioné proteinasa K (0,1mg/ml) y SDS (0,5%) y se incubo
durante 30 minutos a 50° C. Transcurrido éste periodo, las muestras de ADN se
extrajeron sucesivamente con fenol, fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). La fase acuosa se precipito
afiadiendo 0,1 volumen de acetato sédico 3 M pH 6,25 y 2,5 volumenes de
etanol absoluto frio. En éstas condiciones el ADN gendmico forma una red
blanquecina visible. Esta red se recogié con una pipeta pasteur, se lavo con
etanol al 70% frio y se secO a temperatura ambiente durante 30 minutos a 2

horas. El ADN se resuspendié en agua o TE (Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 10

mM). El ARN contaminante fue digerido con 20 ng/ml de ARNasa pancreatica.

Finalmente, el ADN se extrajo nuevamente con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico y se precipité con 0,5 volimenes de acetato amonico 7,5 My 2,5
volumenes de etanol absoluto frio. Su concentracion se determind midiendo la

absorbancia a 260 nm, teniendo en cuenta que 1 unidad de densidad oOptica

equivale a 50 ng de ADN/m.
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3.2.2.2. Aislamiento y purificacion de ADN de plasmidos

Para la purificacion de ADN de plasmidos se siguieron dos métodos, para
chequeo de plasmidos recombinantes se utilizd el de lisis alcalina descrito por
Sambrook (Sambrook y col., 1989) y para secuenciacion el kit Wizard
minipreps ADN purification system de Promega. Para la obtencidn de los
plasmidos en grandes cantidades, se utilizd el kit Wizard maxipreps ADN

purification system de Promega siguiendo las instrucciones de la casa

comercial.

Método de lisis alcalina: se partid de cultivos bacterianos crecidos hasta
saturacion, durante 16 horas a 37°C con agitacion y en un medio LB con 100
ng/ml de ampicilina. Las células se recogieron por centrifugacion a 3 000 rpm

durante 15 minutos, se resuspendieron en 1 ml de STE (Tris-HCI 10 mM pH 8,
EDTA 1 mMy 0,1M de NaCl) frio, se centrifugaron a 6 000 g durante 2 minutos

a 4°C, se descartdé el sobrenadante y el precipitado se resuspendi6
completamente en 250 ul de una solucion fria de glucosa 50 mM. Tris-HCI 10
mM, EDTA 1mM pH 8, incubandose en hielo durante 10 minutos. Las bacterias
se lisaron con 500 pul de una solucién de NaOH 0,2 N y SDS 1% (p/v), durante
S minutos en hielo. Se anadieron 750 ul de una solucidn fria de acetato sédico

4 My acido acético 2 M, se agito vigorosamente y se dejoé en hielo durante 10
minutos. El precipitado resultante se elimind mediante centrifugacion a 12000g

durante 5 minutos a 4°C. El ADN plasmidico presente en el sobrenadante se
precipitd con 700 pl de isopropanol, se centrifugd a 12 000 g durante 10
minutos, se descartd totalmente el alcohol, para la eliminacion del ARN
bacteriano contaminante el precipitado se resuspendié en 250 ul de TE con 10
ug/ml de ARNasa libre de ADNasa durante 15 minutos a temperatura
ambiente. El plasmido finalmente se precipitd con 300 ul de una solucidon de

Isopropanol al 88% y acetato de potasio 0,2 M y con centrifugaciéon a 12 000g
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durante 5 minutos, el ADN precipitado se seco al vacio y se resuspendio en

H.,O bidestilada.

3.2.2.3. Aislamiento y purificacion de ARN

Para la purificacion del ARN se partié de un cultivo de parasito en fase
logaritmica de crecimiento con una concentracion de 107 6 10°® parasitos/ml que
se recogieron por centrifugacion en frio a 4 000 rpm durante 15 minutos. El
precipitado se lavd con 1 ml de PBS frio, resuspendiéndose en 1 ml de PBS
frio con NP40 al 10% hasta una concentracion final de 1% de NP40. Se mezclo
por agitacion y se centrifugd rapidamente a 12 000 g durante S minutos a 4°C
para eliminar los nucleos. El sobrenadante se extrajo sucesivamente con fenol
frio, fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). El ARN se precipitdé con acetato sodico 3 M pH 6,25 y etanol
absoluto dejandose a —20°C durante por lo menos 30 minutos. Luego se
centrifugd a 12 000 g durante 30 minutos a 4°C y se lavo con etanol frio al 70%.
Finalmente el ARN se resuspendié en H,O bidestilada. Todas las soluciones
empleadas en ésta purificacion se prepararon con H,O bidestilada estéril y
tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) al 0,1% para la eliminacion de

ARNasas, ademas el material utilizado también se trato con DEPC antes de su

esterilizacion.

3.2.3. Separacién de acidos nucléicos segun su tamano.

3.2.3.1. Separacion y visualizacion de moléculas de ADN.

La separacion de los fragmentos de ADN se realizO sobre geles de
agarosa de una concentracion entre 0,7 — 2 % (p/v) dependiendo del tamano

de los fragmentos a separar. La agarosa se disolvio en agua destilada,
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calentiandola hasta ebullicion. Posteriormente se enrasd al volumen final

deseado anadiendo agua destilada y TAE 50X para una concentracion final de
TAE 1X (Tris-HCI 40 mM pH 7,2, EDTA 1 mM pH 8, acido acetico hasta pH

7.2). Por ultimo se anadieron 0,2 mg/ml de bromuro de etidio. Para cargar las
muestras en el gel se utilizé como tampon de carga de alta densidad el descrito
como de tipo Il por Sambrook y colaboradores (Sambrook y col., 1989) que
contenia azul de bromofenol 0,25 %, xilenocianol FF 0,25%, Ficoll (tipo 400 de
Pharmacia) 15%. Se utilizd como tampén de electroforesis el TAE 1X. Las

condiciones de la electroforesis fueron 7V/cm durante 3 horas 0 1,5V/cm

durante toda la noche.

La visualizacion de los acidos nucléicos se realizd con luz ultravioleta (366

nm). La fotografia del gel se llevdé a cabo con una camara Polaroid con filtro

rojo oscuro y naranja y pelicula Polaroid 665 y con el sistema gelprinter (TDI).

3.2.3.2. Separacion y visualizacion de ARN

Para la separacion de distintas moléculas de ARN se utilizé |la tecnica de
electroforesis de geles de agarosa-formaldehido, (Sambrook y col., 1989).
Como tampdn de electroforesis se utilizé acido morfolinopropanosulfonico
(MOPS) 20 mM pH 7, acetato sodico 5 mM pH 6,25, EDTA 1 mM pH 8. Los
geles de agarosa se prepararon al 1% (p/v) con el mismo tampon, mas la

adicion de 16,7 ml de formaldehido al 37% por cada 100 ml de solucion .

Las muestras se prepararon mezclando en un tubo de microcentrifuga el
ARN resuspendido a la concentracion deseada, 6 ul de formaldehido y 15ul de
formamida desionizada. Las muestras se desnaturalizaron a 65°C durante 10
minutos, inmediatamente se enfriaron en hielo y se les anadieron 3ul de

tampon de carga (glicerol 50% (v/v), EDTA 1 mM pH 8, azul de bromofenol
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0,4%(p/v), xilencianol 0,4% (p/v) y bromuro de etidio 1 mg/ml). Las condiciones

de electroforesis fueron 7V/cm durante 3 horas.

3.2.4. Analisis de acidos nucléicos

3.2.4.1. Inmovilizacion de acidos nucleicos

Con la transferencia del ADN y el ARN separados en los geles de agarosa,
a una matriz inmovilizante, se obtienen replicas exactas inmovilizadas de las

macromoléculas separadas y de esta forma se pueden detectar por

hibridizacion con sondas especificas.

3.2.4.1.1. Transferencia e inmovilizacion de ADN a soportes solidos,

“Southern blot”

Se siguid el método de Southern (Southern, EM., 1975), para la
transferencia de ADN tanto a papel de nitrocelulosa como a nylon. Previo a la
transferencia y una vez finalizada la electroforesis, el gel se sumergio en HCI
0.25 M durante 20 minutos, con agitacion suave, esto con la finalidad de
producir una fragmentacion de las moléculas que mejore la eficiencia de la
transferencia. A continuacion, el ADN se desnaturalizo sumergiendo el gel en
una soluciéon de NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M con agitacion suave durante 30

minutos. Finalmente, se lavo ligeramente con agua destilada y se neutralizo
con una solucion de NaCl 1,5 My Tris-HCI| 0,5 M pH 8.

La transferencia se realizé utilizando como tampon SSC 10X (NaCl
1,5 M y citrato trisédico 0,15 M), durante 4 a 12 horas, segun el tamano de los
fragmentos a transferir y el porcentaje de agarosa del gel. El montaje de la
transferencia es tal y como se describe en Sambrook y colaboradores

(Sambrook, y col., 1988). Una vez finalizada la transferencia, se lavo el filtro
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con SSC2X y se dejd secar primero al aire y luego durante 2 horas en

un horno a vacio y 80°C. De ésta manera, el ADN quedd unido al filtro y se

guardo hasta su uso.

3.2.4.1.2. Transferencia e inmovilizacion de ARN a soportes sdlidos

“Northern blot”

El método empleado en la transferencia del ARN a soportes sdlidos,
fue el método alcalino. Una vez realizada la electroforesis de ARN se dejo el
gel unos minutos en la solucion de transferencia (NaOH 50 mM),
posteriormente se montd la transferencia usando una membrana de nylon sin

tratamiento previo solamente humedecida en agua bidestilada. Una vez

finalizada la transferencia la membrana se lavo en SSC 2X, dejandose secar al

aire, el ARN se fijo a 80°C durante 2 horas.

3.2.4.2. Marcaje de fragmentos de ADN con isétopos radiactivos
3.2.4.2.1. Marcaje de ADN de cadena doble

El ADN se marco mediante la técnica de hibridizacion de los

cebadores al azar (“random primer’) usando como precursor radiactivo dCTP
o-P y la enzima KLenow polimerasa del kit de la casa comercial Boehringer, el

protocolo seguido es el suministrado por dicha casa. Una vez finalizada la
reaccion, para separar los nucleotidos radiactivos no incorporados al ADN

marcado, la mezcla se paso por una columna de Sephadex G-50. EI ADN
marcado y libre de nucledtidos se eluydo en 100 pul en un tubo de
microcentrifuga. Con 1ul del eluido se midio la radiactividad incorporada en un

contador de centelleo liquido Packard 1900.
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3.2.4.2.2. Marcaje de ADN en cadena simple

El marcaje de oligonucledtidos se llevo a cabo mediante la
transferencia de grupos y fosfato del ATP a su extremo 5-OH. Esta reaccion

esta catalizada por la enzima Polinucleotido Kinasa del fago T4. La fosforilacion
del extremo 50OH de los oligonucledtidos se realizdé usando y*P-ATP (10

mCi/ml, 200 uCi totales) en presencia del tampon suministrado por la casa
comercial, mas 10 mM de ATP, 100 ng de oligonucledtido y 10 U de la enzima,
la reaccion se llevo a cabo durante 1 hora a 37°C. El ADN marcado se separ6
de los nucledtidos libres mediante el uso de columnas de Sephadex G-25.

Finalmente se midid la incorporacion de radiactividad en 1pul del eluido.

3.2.4.2.3. Marcaje de ADN mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa

Basandonos en la reaccion en cadena de la polimerasa (“PCR”), se

utilizé un método que permite el marcaje de ADN de doble cadena usando la

Taq ADN polimerasa (Boehringer)

La reaccion se llevo a cabo usando:

ADN 10 ng
dNTPs 25 uM cl/u

Tampon de lareaccion 10x 10 pl

Cebadores 50 pmoles c/u
(a->?P)dCTP 3000 Ci/mmol 100 puCi

Agua destilada hasta 100 pl
Taq ADN polimerasa 5 U
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La reaccidn se llevo a cabo en un termociclador Perkin-Elmer 2400 vy

se usaron 30 ciclos, donde el tiempo de unidon dependio de los cebadores
utilizados. Una vez finalizados los ciclos, las muestras fueron purificadas por

columnas de Sephadex G-50 y se mididé la cantidad de *P incorporado
utilizando un contador de centelleo. Las bandas se visualizaron tanto por
electroforesis en geles de agarosa con bromuro de etidio como por

autoradiografia.

3.2.4.3. Deteccidn de secuencias especificas sobre soportes solidos

Después de secar los filtros durante dos horas a 80°C y vacio, éstos
fueron prehibridados al menos durante dos horas a 42°C en una solucion de
50% de formamida, SSC 6X, Solucion de Denhardt’s 5X, tampon fosfato 50 mM
pH 6,8 y 200 ng/ml de ADN de esperma de salmdn sonicado y desnaturalizado.
Posteriormente los filtros se hibridaron con la sonda radiactiva correspondiente,
previamente desnaturalizada por calor, en la misma solucion anterior, la
hibridacion se llevd a cabo a 42°C con agitacion suave durante al menos 18

horas.

Transcurrido el tiempo de hibridacion, los filtros se lavaron 2 veces |,
durante 10 minutos en solucién SSC 2X y SDS 0,1% a 42°C, a continuacion se

hicieron dos lavados a 65°C de 15 minutos cada uno, en una solucion de
SSC1X -SDS 0,1%, y SSC 0,1X — SDS 0,1% respectivamente.

Finalmente los filtros se colocaron en plastico y se expusieron con una
placa radiografica a —70°C y después de diferentes tiempos dependiendo del
marcaje de la sonda y de lo esperado se revelaron en un revelador Curix 60 de
Afga.
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3.2.4.3.2. Con oligonucleotidos

La prehibridacion de las membranas se llevo a cabo en 10 ml de una
solucion de 5X SSC, 20 mM NaH,PO, pH 7, 7% SDS (p/v), 10X Denhardt’s,
10% dextran sulfato y 200 ng/ml de ADN de esperma de salmon sonicado y

desnaturalizado, el tiempo de prehibridacion fue de al menos 4 horas a 50°C.

Los filtros se hibridaron posteriormente, en la misma solucion anterior a

50°C durante 24 horas, con la sonda radiactiva correspondiente, previamente

desnaturalizada por calor.

Transcurrida el tiempo de hibridacion, las membranas se lavaron a 50°C
primero en una solucion de 3X SSC, 10X Denhardt's, 5% SDS (p/v) y 25 mM
NaH,PO, pH7,5 durante 30 minutos y finalmente en una solucion de 1X SSC y

1% SDS (p/v), durante 30 minutos mas.

Posteriormente los filtros se expusieron en instantimager (H. Packard) o
con placa radiografica como se indica en el apartado anterior.
3.2.5. Clonaje de fragmentos de ADN
El clonaje de fragmentos concretos de ADN se realizo aislando el
fragmento deseado mediante el uso de enzimas de restriccion y tratandolo
luego con otras enzimas dependiendo de cada caso como se describe a
continuacion:

3.2.5.1. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones del ADN con enzimas de restriccion se llevaron a cabo

segun las condiciones especificadas por el fabricante en cada caso (tampon de
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reaccion y temperatura), siendo la relacion unidadss de enzima/ug de ADN a

digerir generalmente mayor de 2, el volumen de reaccion oscilo entre 10 y 20ul

y el tiempo de incubacion entre 1 a 3 horas.

En el caso de digestiones dobles, si las conciciones de incubacion eran
compatibles se afnadieron las enzimas conjuntamerte, en caso contrario, tras la
primera digestién del ADN y previa comprobacion de una alicuota mediante
electroforesis en agarosa, del grado de digestion logrado con la primera
enzima, se hizo una extraccion con fenol : cloroformo : alcohol Isoamilico

(25:24:1), se precipito con etanol y se procedio a la siguiente digestion.

3.2.5.2. Elucion de ADN de geles de agarosa

Los distintos fragmentos requeridos para su posterior clonaje u otra
utilizacion, una vez separados en geles de agarosa e identificados, se
recuperaron mediante corte de la banda correspordiente, elucién y union a un

intercambiador aniénico en una matriz solida (kit de gen-clean, Stratagene).

3.2.5.3. Defosforilacion de los extremos 5

Los grupos fosfato de los extremos &' de los plesmidos usados en el clonaje
se eliminaron por tratamiento del ADN con fosfatasa alcalina de intestino de
ternera, la reaccion se llevo a cabo durante 1 hora a 37°C, en el mismo tampon
en que se realizd la digestion. Las endonucleasas de restriccion se inactivaron
oreviamente a 70°C durante 5 minutos. Una vez defosforilado el ADN se
purificd mediante electroforesis en gel de agarosa y posterior elucion del
fragmento. Este tratamiento previene la recircularizacion de los extremos del

plasmido cuando se ha digerido con una sola enzima.
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3.2.5.4. Rellenado de los extremos &' protuberantes

Se utilizoé el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli , ésta
enzima consta de una cadena polipeptidica simple obtenida por la ruptura de |a

ADN polimerasa | , ésta unidad conserva la actividad polimerasa 5 --- 3" y
exonucleasa 3' -— 5 de la ADN polimerasa intacta de E. coli , pero carece de la

actividad exonucleasa 5’ --- 3', por lo tanto, se usa para rellenar los extremos 3’

recesivos, creados por tratamiento con enzimas de restriccion que producen

extremos 5’ protuberantes.

La reaccion se llevo a cabo en el tampon de la polimerasa (50 mM Tris-HCI

pH 7,5, 10 mM MgCl,, 1mM DTT, 50 ug/ml BSA. Se anadieron 2 pl de una

mezcla de nucledtidos a una concentracion de 2,5 mM cada uno y 1 U de la

enzima Klenow. La reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 30

minutos. Esta reaccion da como resultado extremos romos y nos permite ligar

ADNSs con extremos 5’ protuberantes no compatibles.

3.2.5.5. Fosforilacion de los extremos 5'-OH

La fosforilacion de los fragmentos de ADN a ser clonados, se realizo con la
enzima T4 polinucledtido Kinasa (Biolab). Esta enzima cataliza la transferencia
del grupo fosfato en posicion gamma del ATP al extremo 5'-OH del ADN. Esta
fosforilacidn mejora el rendimiento durante la reaccion de ligacion. La reaccion
se realiz6 en el siguiente buffer: 50 mM de Tris-HCI pH 7,6, 7 mM MgCl,, 5 mM

DTT y una proporcion ATP/extremos 5-OH de 5:1.

3.2.5.6. Ligacion de fragmentos de ADN

Esta enzima cataliza la formacion de enlaces fosfodiester entre extremos

3-0OHy 5 — P de ADNs adyacentes.
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L as reacciones de ligacion de fragmentos de ADN con extremos cohesivos
se realizaron empleando 1U de enzima ADN ligasa del fago T4 y el tampon de
la reaccidon suministrado por la casa comercial para esta enzima (25 mM Tris-
HCI pH 7,5, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 4 mM ATP). La reaccion se llevo a

cabo en un volumen final de 10 ul y la proporcion ADN inserto: ADN vector, fue

de 2:1 6 1:1 en concentracion molar, dependiendo del tamano del inserto. En el

caso de ligacion de fragmentos con extremos incompatibles, se procedio en

primer lugar al rellenado de los mismos con la enzima Klenow y purificacion del
producto obtenido. Los extremos 5 — OH se fosforilaron por tratamiento con la
T4 polinucleétido kinasa y el producto purificado se incubd a 14°C durante 4

horas para su ligacion.

Pasado éste tiempo, los productos de la reaccion se emplearon para

transformar células competentes de Escherichia coll.

3.2.6. Transformacion con los plasmidos recombinantes

3.2.6.1. Transformacion por choque termico

Se utilizaron las diferentes cepas de E. coli ya mencionadas y se hicieron
competentes siguiendo el protocolo descrito por Morrison (Morrison, DA. y col.,
1979). Este método se basa en el tratamiento con CaCl,. Se partio de un cultivo
bacteriano en LB repartido en dos alicuotas de 500 ml e incubados en
matraces de 2 litros, crecidos a 37°C y con agitacion. Cuando los cultivos
alcanzaron la densidad optica a 600 nm de 0,5-0,8, se enfriaron en hielo
durante 10 minutos y se centrifugaron a 4°C, 8 000 rpm durante 5 minutos. Las

bacterias se resuspendieron suavemente en un total de 250 ml de MgCl; 0,1 M

frio. Las células se volvieron a centrifugar y se resuspendieron ésta vez en 250
ml de CaCl, 0,1M frio. Las células se suspendieron violentamente y se dejaron
en hielo durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo, se volvieron a

centrifugar y finalmente, se resuspendieron en 43 ml de CaCl, 0,1 M mezclado
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con 7 ml de glicerol estéril. Esta suspension de celulas competentes se

distribuy® en tubos de congelacion en alicuotas de 0,5 ml y se guardaron a —

80°C.

Para la transformacion de las bacterias competentes, se descongeld una
alicuota a 0°C. se le adiciono el ADN plasmidico a transformar y se dejaron en
hielo durante 30 minutos. Después de la incubacion, las celulas se sometieron
a un choque térmico 2 minutos a 42°C, se incubaron otros 5 minutos en hielo,

se pasaron a un 1 ml de LB a 37°C minimo durante 1 hora, se centrifugaron a
4°C durante 10 minutos y se resuspendieron en 200 ul de LB y se plaquearon

en LB agar con el antibiético al cual confiere resistencia el plasmido.

3.2.6.2. Transformacion por electroporacion

La preparacion de las células electrocompetentes se realizo como sigue: se
crecid un cultivo de la bacteria en 20 ml de LB durante toda la noche en
agitacion y a 37°C, con éste cultivo como indculo se crecio 1 litro hasta una
densidad éptica de 0,6-0,9. Se enfrid en hielo y se centrifugd a 4 000g, 15
minutos a 4°C. El pellet se resuspendioé en 1 volumen de H,O bidestilada esteril
a 4°C. Este proceso se repiti6 4 veces disminuyendo paulatinamente el
volumen de H,O utilizada en la resuspension. Finalmente, las ceélulas se
resuspendieron en 0,002-0,003 volumenes de H,O bidestilada estéril con un
10% de glicerol estéril preenfriado a 0-4°C y se alicuotearon en tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml para su congelaciéon a —80°C. La transformacion se

realizé anadiendo 1-3 ul de ADN resuspendido en H,O bidestilada 6 1-3 ul de la

mezcla de ligacion, a 40 ul de bacterias electrocompetentes. La mezcla se

colocod en cubetas BTX P/N 620 (2mm gap) pre-enfriadas y se dio un pulso en

un electroporador Electro Cell Manipulator 600 de BTX, en las siguientes

condiciones:
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Choose Mode T 2,5 kV/ Resistance High Voltage (HV)
Resistencia R RS (129 ohm)

Voltaje S 2,45 kV

Tiempo de pulso t 5-6 msec

Inmediatamente dado el pulso se anadiéd 1 ml de LB precalentado a 37°C.

El procedimiento de cultivo es similar al utilizado en la transformacién por

choque termico.

Por éste método de electroporacion se realizd también |la transformacion
transitoria de parasitos de Trypanosoma cruzi. Esta transformacion se hizo con
el plasmido pTEX (Kelly y colaboradores, 1992), para ello se tomd un cultivo de
epimastigotes en fase logaritmica de crecimiento, los cuales se lavaron con
PBS y se resuspendieron a una concentracion de 5x10” parasitos, en tampodn
de eleclropuracion eslenl (132 mM NaCl, 8 mM KCI, 8 mM Na,HFPO,, 1,5 mM
KH,PO4, 1,5 mM acetato de Mg, 90 uM de diacetato de Ca, pH 7). Luego de 10
minutos en hielo se adicionaron 100 png de ADN resupendido en agua
bidestilada estéril. Las células se electroporaron en el electroporador ECM 600-
BTX Inc. a 450V/12ms, se dejaron entre 10-20 minutos en hielo y luego se

pasaron a 5 ml de LB con 10% de suero bovino fetal.

Posteriormente, se incubaron 24 horas a 28°C sin agitacion, al cabo de éste
tiempo y dependiendo de su vitalidad se les adicionaron 100ug/ml del
antibidtico G418 y se pasaron a agitacion. Luego de 3 a 5 dias, las células
fueron subcultivadas manteniendo la concentracion de antibidtico. A los 15 dias
se hicieron subcultivos y se fue aumentando paulatinamente la concentracion
de geneticina hasta llegar a 3 mgr/ml. Los analisis no se realizaron hasta

pasadas 4 a 6 semanas de mantenimiento del cultivo a la misma concentracion

de antibiotico.
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3.2.7. Seleccion de las colonias recombinantes

La seleccion de los transformantes se basdé en cada caso en la
particularidad del vector de transformacion empleado. Por una parte, el
plasmido pBluescript contiene un gen de resistencia a la ampicilina que permite

crecer a las bacterias transformadas en un medio que contenga éste

antibiotico. Por otro lado, contiene también un marcador genético de insercion,
el gen de la 3-galactosidasa de E.coll, de manera que al transformar bacterias
lac” con pBS éstas pasan a ser lac’ y las colonias toman un color azulado
cuando el medio contiene el cromdgeno 5-Bromo,4-Cloro,3-indolil-B-D-
galactopirandsido (X-gal) y el inductor isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG). Si el plasmido contiene el inserto, se altera la pauta de lectura del gen

de la enzima, ya que el punto de insercion del fragmento se encuentra dentro

de la fase de lectura de la proteina y las colonias aparecen blancas, en lugar de
la coloracion azul que toman cuando se expresa el gen de la B-galactosidasa,

por lo tanto, las colonias blancas se cultivaron en LB liquido con la finalidad de

extraer el ADN plasmidico correspondiente y verificar la presencia del inserto

en ellos.

En el caso de los plasmidos que carecian de éste sistema de seleccion, los

clones recombinantes sse detectaron por transferencia a nitrocelulosa de las

colonias crecidas e hibridizacion posterior con la sonda especifica.

La seleccion de los parasitos transfectados se basé en el hecho de que el
plasmido pTEX contiene un gen neo de resistencia al antibidtico G-418, el cual

permite crecer solo a los parasitos con el plasmido, cuando se usan

concentraciones relativamente altas del mismo.
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3.2.8. Secuenciacion de acidos nucléicos

El método usado para secuenciar ADN utiliza reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con el kit ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction, de Perkin Elmer, éste kit utiliza una polimerasa amplitaq FS,

que es una mutante de la Taq ADN polimerasa, sin actividad nucleasa 5" --- 3/,

con una drastica reduccion en la discriminacion entre los dideoxinucledtidos, lo
cual permite utilizar niveles bajos de terminadores en las reacciones,

simplificando la eliminaciéon de los no incorporados, ademas usa terminadores

los cuales estan marcados, siendo detectados por el secuenciador ABI 373, de
ésta forma el crecimieto de cada cadena se detiene especificamente en el
terminador que corresponde a la base y como cada uno emite a diferente

longitud de onda cuando es excitado por la luz laser, los cuatro colores pueden

ser detectados en una linea.

La purificacion post — PCR se lleva a cabo en minicolumnas de Sephadex

G - 50.

3.2.9. Mutagénesis dirigida

La mutagénesis dirigida se utilizO para generar las mutaciones de los

aminoacidos conservados, presentes en los sitios cataliticos de las diferentes

enzimas.

La mutagénesis se realizd por reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR),
mediada por los oligonucledtidos (Higuchi y col., 1988), los dos oligonucleotidos
contenian la mutacion y eran solapantes pero con orientacion contraria (figura
6), lograndose asi la amplificacion de la zona 5 de la secuencia blanco. Estos
productos primarios solapantes en la zona de la mutacion, se purificaron y sus
extremos 3’ se completaron haciendo una segunda amplificacion unicamente,

con los oligonucledtidos externos (derecho e izquierdo), de ésta forma se

62



Métodos

A

e e o v e s 2

———————————————— -4—
- B
L

3 C 5
—————————————— e )

— |

}‘ 4 —'l
e
_— e
R oo —— —
I
l' ______________ _*_.\; 1
—_— |

Fig.6. Esquema del proceso de mutagéenesis dirigida por PCR con
oligonucledétidos. A, B, C y D representan los oligonucledtidos utilizados en

las amplificaciones.

obtuvo el fragmento completo de doble cadena con la mutacidon central.
Finalmente, este fragmento fue digerido con las enzimas de restriccion
necesarias en cada caso y clonado en el plasmido, en reemplazo de la

secuencia no mutada.

AR



M¢étodos

3.2.10. Obtencion de proteinas recombinantes

3.2.10.1. Clonagje

Para la obtencion de las proteinas recombinantes se utilizdO un sistema de
expresion que incluye en la zona aminoterminal de la proteina una extension de
polihistidinas (6) que permite la purificacion de la proteina por cromatografia de

afinidad a un i6n metalico (IMAC) (LeGrice, y col., 1991).

Se utilizaron como vectores de expresion los plasmidos pTrcHis (Invitrogen)
y pQE (Qiagen), el clonaje se realizé usando los métodos necesarios en cada
caso, ya descritos anteriormente. La seleccion de los plasmidos recombinantes
se hizo en algunos casos usando la sonda radiactiva 6 en otros usando un

anticuerpo monoclonal dirigido contra el motivo de las Histidinas (Clontech). La

comprobacion definitiva se hizo por secuenciacion del plasmido recombinante.

3.2.10.2. Expresion

Para la expresion de las proteinas recombinantes se hicieron varios cultivos

de 10 ml en LB ampicilina, hasta una DO 1 a 600 nm , luego se tomo una

alicuota de 1 ml para el tiempo 0’, la induccion de la expresion se hizo con
diferentes concentraciones de IPTG desde 0,2 mM hasta 1 mM. Los cultivos se
llevaron nuevamente a 37°C con agitacion y se tomaron alicuotas a los 30

minutos, 1, 2, y 3 horas para seleccionar las mejores condiciones de expresion.
También se ensayaron diferentes medios mas enriquecidos, 2% de

glucosa, mayor concentracidn de antibidticos, diferentes temperaturas y la

presencia de cofactores como Mg.
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3.2.10.2.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para el analisis de las proteinas, se utilizo la electroforesis de
proteinas en miniprotean (Biorad), con geles de poliacrilamida y SDS con
tincion de azul de Coomasie. Dependiendo del tamano predicho de la proteina,
se hicieron los geles a las diferentes concentraciones 8, 10 o 12% de
acrilamida. El tampdn de electroforesis contenia 25 mM Tris, 192 mM glicina y
3,46 mM SDS . Las muestras se resuspendieron en 50 ul de un tampon Laemli
50 mM Tris-HCI pH 6,8, 100 mM ditiotreitol, 2% SDS, 0,1% azul de bromofenol
y 10% de glicerol, se calentaron a 80°C durante 10 minutos antes de ser
cargadas en el gel. La electroforesis se llevd a cabo a 100V durante

aproximadamente 1,30 horas. Los geles se colorearon con una solucion de
azul de Coomasie al 0,1% en solucion fijadora con 50% de metanol y 10% de
acido acético durante 15 minutos. La decoloracion se llevo a cabo con una
solucion de metanol al 10% y acido acético al 10% con cambios sucesivos.

Finalmente, el gel se seco en membrana de celofan (Biorad) durante 2 horas a
80°C en un Slab Gel Dryer SGD4050.SAVANT.

3.2.10.2.2. Inmovilizaciéon de proteinas “Western blot”

Para comprobar que la proteina inducida correspondia realmente
con la proteina clonada, se transfirieron las proteinas de los geles de
poliacrilamida a una membrana de inmobilon P (Millipore). La transferencia se
llevo a cabo en camara fria, durante 2 horas a 70V y con agitacion constante
en un tampon 25 mM Tris, 192 mM glicinay 15% de metanol. Una vez ocurrida
la transferencia, la membrana se bloqued en una solucion de TBS (0,9%
NaCl,20 mM Tris-HCI pH 7,4) con 1% de Tween-20, 1% de suero de cabra y
5% de leche descremada liofilizada. Luego, se lavo 2 veces durante 10 minutos
en agitacion con una solucion de TBS-Tween20 y se incubd durante 1-2 horas
con el anticuerpo mono o policlonal correspondiente, diluido en la solucion
bloqueadora. Transcurrido éste tiempo, la membrana se lavo nuevamente 3

veces y se incubdo durante 1-2 horas con el anti-anticuerpo unido a fosfatasa
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alcalina diluido igualmente en la solucion bloqueadora. Nuevamente se lavo la
membrana y se reveld con una solucion de sustrato que contenia 0,56 mM

BCIP (5-Bromo,4-Cloro, 3-Indolil fosfato), 0,48 mM de azul de tetrazolio y 10
mM de tampdn de fosfatasa alcalina (100 mM NaCl, 5 mM MgCl, y 100 mM de

Tris-HCI pH 9,5). Se dejo unos minutos en oscuridad hasta ver aparecer las

bandas, |a reaccion se pard con agua bidestilada.

3.2.10.2.3. Obtencion de Anticuerpos policlonales

Para la obtencion de los anticuerpos policlonales se utilizaron
péptidos sintéticos correspondientes a las diferentes zonas antigénicas de las
proteinas, éstos se disolvieron en agua destilada o se acoplaron a KLH y se

Inocularon en conejos de 12 semanas, usando el siguiente protocolo de

iInoculacion:

Dia0 1 mg/ml péptido con adyuvante completo de Freund

Dias 15, 30, 40 y 60 - 1 mg/ml péptido con adyuvante incompleto de

Freund

La primera inoculacion se hizo en los ganglios, en diferentes zonas
del lomo, las otras inoculaciones se hicieron intramusculares, en dos sitios
diferentes de las patas traseras. Las sangrias se hicieron de la venas de la

oreja en los dias 0, 15 dias post-tercera inoculacion, 15 dias post-cuarta y 15

dias post-quinta.

La determinacion de los titulos de anticuerpos se hizo mediante la
técnica de FAST-ELISA (Falcon — Assay — Screening — test, Enzyme — Linked —

Immunoadsorbent Assay), (Patarroyo y col., 1991).
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3.2.10.3. Purificacidon de las proteinas recombinantes

La purificacion de las proteinas recombinantes se hizo siguiendo dos

metodos basicos de extraccion dependiendo de la solubilidad de 1a misma.

3.2.10.3.1. Extraccion de |la proteina soluble

Las celulas se resuspendieron en dos volumenes 6 5 ml/g de
tampon de resuspension (10 mM Tris-HCI pH 6,8, 1 mM PMSF, 6 mM MgCl,),
dejandose en agitacion durante 10 minutos en hielo, luego se trataron con
2mg/ml de lisozima recién preparada, también se adicionaron 10 pg/ml de
ADNasa y se dejaron nuevamente en agitacion durante 30 minutos en bafio de
hielo. Pasado éste tiempo se sonicd durante 8, el extracto obtenido se
centrifugé a 30 000 rpm durante 20 minutos a 4°C usando un rotor Sorvall

SS34. El sobrenadante obtenido contenia la proteina soluble y se purificéd en la

columna de niquel.

3.2.10.3.2. Extraccidén de los cuerpos de inclusion

El precipitado obtenido luego de la centrifugacion se resuspendio
en un tampon 0,8 mM de NaCl, 12 mM MgCl,, 2% de Triton X-100 (5 ml para
un precipitado de un litro) mas 16% de glicerol, se dej6 durante 5 minutos a
temperatura ambiente y luego se congeld en nitrégeno liquido. Posteriormente
se anadieron 0,5 volumenes de 100 mM de Tris-HCI pH 7,5 y 0,5 volumenes de

6 M de hidrocloruro de guanidina para una concentracion final de 1.5 M. Esta
suspension se agitd vigorosamente y se incubdé a 30°C durante 30 minutos.

luego de ésta incubacion se centrifugd a 30 000 rpm, durante 15 minutos a 4°C.
El  sobrenadante contenia la proteina soluble pero parcialmente

desnaturalizada, para renaturalizarla se disolvid rapidamente el cloruro de
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guanidina, agregando 20 V de tampon fosfato de sodio 50 mM pH 8, 0,3 M
NaCl, 20% de glicerol y 0,01% de Triton X-100. Esta soluciéon se filtré y se

purifico utilizando la columna de niquel.

3.2.10.3.3. Purificacion de la proteina en columna de niquel

El sobrenadante obtenido conteniendo la proteina soluble, se paso
varias veces por 4ml de resina /litro de cultivo (Ni-NTA nitrilo-triacético.
Qiagen), preequilibrada con tampdn fosfato 50 mM pH 8, 0,3 M NaCl, 5% de
glicerol, 1% de Triton X-100 e imidazol 40 mM. La columna se lavd
sucesivamente con 20 V del tampon anterior, 80 V de tampdn fosfato 50 mM
pH 6, 0,5 NaCl, 5% de glicerol, 1% de Triton X-100 e imidazol 40 mM. La
proteina se eluyd con 30 ml en un gradiente de imidazol desde 50 mM hasta
0,9 M, el tampon de elucion solo diferia del anterior en la concentracion de
Triton que fue de 0,05%. Se recogieron fracciones de 2 ml para ser analizadas
posteriormente por electroforesis en geles de poliacrilamida, Western vy

actividad transcriptasa inversa.

Las fracciones que contenian la proteina se unieron y se dializaron
contra un tampon 50 mM de Tris-HCI pH 7, 25 mM de NaCl, 1 mM ditiotreitol
(DTT)y 10% de glicerol. Finalmente el dializado se concentré en Centriprep-30
y Centricon-30 a <0,5ml y se guarddé a -20°C. Todos los pasos

cromatograficos se realizaron a 4°C y los tampones se esterilizaron antes de

usar.

3.2.11. Determinacion de la actividad transcriptasa reversa

3.2.11.1. Homopolimeros sintéticos

La actividad transcriptasa reversa se determind en 100 pl de una mezcla

de reaccion estandar conteniendo 50 mM Tris-HCI pH 8, 2 mM de DTT, 10 mM
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MgCl,, 7,5 mM KCI, 10% NP40y 1 mM EGTA. Los ensayos se llevaron a cabo
usando diferentes homopolimeros a una concentracion de 20 pug/ml: poli(rA)-
oligo(dT)s24s, pOli(rC)-oligo(dG), poli(rCm)-oligo(dG), poli(dA)-oligo(dT), poli(dC)-
oligo(dG) (Pharmacia) y 10 uCi [ o®*P JdNTP (Amersham). La reaccion se inicio
por la adicion de 10 ul de enzima y se incubo a 37°C durante 30 minutos. La
cantidad de deoxinucledtido trifosfato polimerizado se determind recogiendo la

muestra en papel de filtro Whatman DE81 utilizando un slot-blot, el filtro se lavd

tres veces durante 10 minutos en agitacion suave con SSC 2X. La

radiactividad retenida se midio en un sistema Instantimager (H.Packard).

La transcriptasa reversa de Mo-MulLV (Boehringer-Mannheim), diluida
1:50 se usd como control positivo en todos los ensayos y como control negativo
se usO solucion estandar. Los requerimientos i1onicos de la enzima fueron
determinados por el uso de diferentes concentraciones de los iones a analizar,

al igual que el efecto de los inhibidores.

La caracterizacion de los productos de la reaccion se analizdO por
electroforesis siguiendo el protocolo descrito por Gabriel (Gabriel y col., 1991).
Los productos marcados se visualizaron por autoradiografia. La naturaleza de
éstos productos se analizé por tratamiento con ARNasa H y nucleasa S1. Una
alicuota del producto de reaccion obtenido después de la reaccion de
polimerizacion con poli(rA)-oligo(dT) y poli(dA)-oligo(dT) se purifico con fenol-
cloroformo y precipitd con isopropanol. El precipitado se resuspendidé en 50 pl
de tampon de ARNasa H (40 mM Tris-HCI, pH 7,5, 4 mM MgCl,, 1 mM DTT) y
se adicion6 1U de la enzima. Luego de 20 minutos de incubacién a 37°C se

repitio el tratamiento con fenol-cloroformo seguido de la precipitacion con

iIsopropanol. Este precipitado se resuspendido en 100ul de tampdén S1 (30 mM

acetato de sodio pH 4,6, 50 mM NaCl, 1 mM ZnCl,, 5% glicerol) y se incubd por
10 minutos a 25°C, con 5U de nucleasa S1. Finalmente, el producto de la

reaccion se sometio a electroforesis siguiendo el mismo protocolo del producto

sin tratar.
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La determinacion de la actividad transcriptasa reversa en los lisados
totales, en nucleo y citoplasma del parasito, se realizd mediante el mismo
metodo de homopolimeros sinteticos. Para la obtencidon del lisado total se
tomaron 5x10" parasitos en fase logaritmica de crecimiento, los cuales se
lavaron cuatro veces con PBS a 4°C. Los parasitos se resuspendieron en el

tampon de reaccion y se procedio a determinar la actividad RT como se

describido anteriormente.

La separacion de las fracciones nuclear y citoplasmatica se realizd
siguiendo la metodologia descrita por Martin (Martin y col., 1993). Se lavaron
con PBS por tres veces, 2x10° parasitos, se resuspendieron en 100 ul de un

tampon que contenia 140 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH 8,4, 0,5
mM PMSF, 0,1% NP40 a 4°C. Los nucleos fueron recolectados por

centrifugacion a 400 x g por 15 minutos, mientras las proteinas citoplasmaticas

permanecieron en el sobrenadante. Un test de citrato sintasa (Sheperd y col.,

1973) se usd para monitorear la contaminacion mitocondrial en la fraccion
nuclear. Esta fraccion se lavo una vez mas en el mismo tampén y se lisé por la
adicion de 100 pl de una solucion de Hepes pH 7,9, 25% glicerol, 1,5 mM
MgCl,, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF y 300 mM NaCl. El lisado

nuclear se incubo en hielo durante 5 minutos y se centrifugd a 25 000 x g por
10 minutos a 4°C. 10 ul del lisado nuclear y de la fraccidon citoplasmatica
se adicionaron a 90 ul del tampon RT. La concentracidn de proteinas se

determind por el método de Bradford (Bradford, 1976).

3.2.11.2. RT-PCR

En éste ensayo se determind la actividad transcriptasa del L1Tc, usando
cantidades adecuadas de un molde de ARN exdgeno, del virus del mosaico del
tabaco (BMV) y un oligonucledtido de ADN especifico para dicho molde. El
ADNc se amplificoO posteriormente por reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) usando un par de cebadores especificos para el molde de BMV. La
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sensibilidad se aumento por hacer una hibridizacion usando como sonda un
oligonucledtido interno marcado. Dado que algunas ADN polimerasas son

capaces de amplificar sobre molde de ARN, se adiciond un exceso de ADN
activado (Aposhian, y col.,, 1962), como competidor en la reaccion RT para

evitar amplificaciones inespecificas (Lugert, y col., 1996).

La actividad RT se detecto utilizando como molde 21 ng de ARN de BMV.
18 NnM de cebador BMV 5-GGTCTCTTTTAGAGATTTACAGTG-3', 8 U de

ARNSsiIn, 5 ung de ADN activadoy 10 ul de la RT de L1Tc purificada. La reaccion
se llevo a cabo en un volumen final de 20 ul en un tampdén 16 mM Tris-HCI| pH
8,3, 83 mM KCI, 8 mM MgCl,, 3 mM DTT, 0,1% NP40 y 0,16 mM de la mezcla

de dNTPs. Se incub6 a 37°C durante 1 hora y posteriormente 1 minuto a 94°C

para desnaturalizar el ARN. Despues de la sintesis del ADNc, se realizé la PCR
con los cebadores BMV1, 5-CGTGGTTGACACGCAGACCTCTTAC-3 vy
BMV2, 5-TCAACACTGTACGGCACCCGCATTC-3 durante 40 ciclos de 94°C
15 s, 56°C 15 s y 72°C 15 s seguidos de 72°C 5 minutos. El producto de la
amplificacion se visualizO por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.
Posteriormente se realizo la transferencia a membranas de nylon y se hibridd

con un oligonucledtido interno marcado con **P cuya secuencia era 5'-
GCCTTTGAGAGTTACTCTTTG-3..

3.2.12. Determinacion de la actividad ARNasa H

3.2.12.1. Homopolimeros sintéticos

La actividad ARNasa H se determin6 usando como sustrato [ *H ]poli (rA)-
poli(dT) a una concentracion de 6,5 uM. El sustrato se preparé agregando a 50
uCi de [*H]poli(rA).poli(dT) disueltos en agua bidestilada, 2,65 ml de (dT ) que
contenia 0,5 U/ml Az . La mezcla se incubd a 70°C por 5 minutos, se dejo

enfriar a temperatura ambiente y se guardd en alicuotas a —20°C hasta su uso.

El ensayo de la actividad se hizo con 30 ul de un tampdén 25 mM Tris-HCI pH
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8,5, 5 mM MgCl,, 1,5% glicerol, 50 ng/ml BSA, 0,01 NP-40, 10 ul de sustrato y
10 pl de la enzima purificada que se incubaron durante 30 minutos a 37°C. La

reaccion se termind con la adicion de 150 ul de acido tricloroacético frioy 10 ul
de 0,5 mg/ml de ADN de esperma de salmon. Las muestras se dejaron en hielo
durante 10 minutos y a continuacion se centrifugaron a 12 000 rpm por 10
minutos. 75 ul de cada sobrenadante se agregaron en duplicado a viales Omni
(Wheaton) que contenian 3 ml de liquido de centelleo Ultima Gold y se

contaron en un contador de centelleo liquido Packard 1900.

3.2.12.2. Ensayo de complementacion

Los plasmidos conteniendo los genes RTRN, RN, RT y como control el
plasmido pQE30, sin inserto fueron transformados en la cepa de E. coli
MIC3001, la cual necesita una actividad RNasa H para crecer a la temperatura

restrictiva de 42°C. Luego de la transformacion las células se dejaron creciendo
durante 1 hora a 32°C y se plaquearon en LB mas ampicilina 50 ug/ml

incubandose 4 placas toda la noche a 42°C y 1 a 29° C. Las colonias que
crecen a 42°C se recogen con 4ml de LB y se dejan crecer hasta una D.Osso
de 0,5. Se hacen diferentes diluciones en PBS y se plaguean en LB ampicilina
mas 0,5 mM de IPTG. Se hacen duplicados y se incuban tanto a 42°C, como a
29°C todala noche. Luego se cuentan las colonias y se determina la eficiencia

relativa de plaqueo, por dividir el nimero de colonias crecidas a 42°C sobre el

de colonias a 30°C.

3.2.13. Analisis por ordenador

3.2.13.1. Busqueda de homologias en las bases de datos
Para el analisis de similitud de secuencia se utilizaron los programas

desarrollados por “University of Wisconsin Genetics Computer Group”

(Devereux y col., 1984), (GCG), algoritmos contenidos en el programa
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PC/Gene y programas de la red de servicios NCBI (Altschul y col., 1990). Los
programas FASTA y TFASTA (Lipman y col.,, 1985) se usaron para la
busqueda de similaridad entre L1Tc y las secuencias disponibles en las bases
de datos. El programa FASTA permite buscar homologias de una secuencia de
acidos nucléicos con las secuencias descritas en las diferentes bases de datos
GENEMBL 6 de una proteina, con las proteinas descritas en las bases de
datos SWISSprot. Sin embargo, el programa TFASTA es una modificacion del
anterior que permite buscar homologias entre una proteina determinada vy
todos los productos de traduccion posibles de las secuencias de nucledtidos
presentes en las bases de datos GENEMBL. El programa BLASTA se us6 para
la caracterizacion de homologias en regiones pequenas, homologias que no

son detectadas por los programas anteriores.

3.2.13.2. Analisis de las homologias encontradas

Una vez conocidas las secuencias potencialmente relacionadas, el
analisis de la significancia de tales resultados se determind mediante diferentes
programas (BESTFIT, COMPARE) del paquete GCG, éstos programas
permiten comparar dos secuencias potencialmente relacionadas. El programa
BESTFIT permite determinar las zonas con una mayor homologia, aunque
sean motivos de pocos aminoacidos. El programa COMPARE detecta la region
con mayor homologia pero teniendo en cuenta que dicha region sea lo mas
representativa posible en relacion al total de la proteina comparada. En la
utilizacion de dichos programas se utilizaron dos matrices de comparacion

diferentes: “default” y “PAM250", obteniéndose mayores resultados cuando se

uso ésta ultima.

3.2.13.3. Busqueda de motivos conservados entre diferentes secuencias

Una vez conocido el grado de significacion entre los diferentes grupos de

secuencias frente a los que se detectd la homologia, se utilizd el programa
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PILEUP para determinar motivos conservados entre varios grupos de

secuencias. Este programa compara las secuencias introducidas y obtiene un
alineamiento multiple en el que se mantienen en la misma posicion los

dominios conservados en la mayoria de las secuencias que se comparan. Este

mismo programa permite inferir un dendograma, representando la similitud

entre las diferentes secuencias.

3.2.13.4. Analisis filogeneético

Se utilizé el programa TREECON.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinacion de la actividad Transcriptasa inversa en Trypanosoma

cruzi

La actividad transcriptasa inversa se determiné por medir la incorporacion
de [ a - **P ] dNTPs utilizando moldes de poli (rA)/oligo (dT), poli (rC)/oligo
(dG) y poli (rCm)/oligo (dG). Como un control de la actividad polimerasa
dependiente de ADN se usaron homopolimeros de poli (dA)/oligo (dT) y poli
(dC)/oligo (dG). La tabla 1, muestra los datos de la radiactividad incorporada
(cpms netas) en los lisados de las cepas de Trypanosoma cruzi Tulahuen e Y
usando los diferentes moldes. Como se puede observar, el valor promedio de
la actividad ARN dependiente para ambas cepas es 1,9 y 1,7 veces mas alta
respectivamente, cuando se compara con la actividad dependiente de ADN,

éstos valores son similares a los obtenidos con la enzima control Mo-MulV.

Se detecté una mayor incorporacion de [ o -**P JdGTP en el lisado total
cuando se usO el molde de poli (dC)/oligo (dG) que cuando se usé el
homopolimero poli (rC)/oligo (dG). Para determinar si éste aumento estaba
asociado con una actividad transcriptasa inversa, se utilizaron en la reaccion
inhibidores de la actividad ADN polimerasa. La tabla 2 muestra que la adicion
de ddTTP, un inhibidor de las ADN polimerasas B y y (Krokan, y col., 1979), 6

afidicolina, la cual inhibe las ADN polimerasas o (lkegami, y col.,, 1978) no

afecté significativamente la incorporaciéon de [ a -**P ]JdGTPs. Se obtuvieron
resultados idénticos al agregar afidicolina a la mezcla de reaccion cuando los
homopolimeros utilizados fueron poli(rA)/oligo(dT) y poli(dA)/oligo(dT). Sin
embargo cuando se utilizd actinomicina D, un inhibidor especifico de la
actividad ADN dependiente asociada con las transcriptasas inversas (Brown y

col., 1991; Carstens y col., 1992) se observO una drastica inhibicion de la

T8



Resultados

Tabla 1
Requerimientos de molde/cebador para la actividad RT-like.

Nucledtidos incorporados® (cpm netas) rAdT/dAdT® Nucleétidos Incorporados® (cpm netas rCdG/dCdG°
poly(rA)/oligo(dT) poly(dA)/oligo(dT) poly(rCm)/oligo(dG) poly(rC)/oligo(dG) poly(dC)/oligo(dG)
Tulahuen 250 130 1.9 380 234 516 0.45
Y 239 137 1.7 247 201 485 0.41
Mo-MuLV 270 103 2.6 326 268 281 0.95

° Promedio de diez experimentos.
° Radio de los valores promedio de incorporacion de [o-“P]dTTP usando poly(rA)/oligo(dT) y poly(dA)/oligo(dT).
" Radio de los valores promedio de incorporacion de [a->*P]dGTP usando poly(rC)/oligo(dG) y poly(dC)/oligo(dG).
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Tabla 2.

Especificidad de la actividad “RT-like”

Molde/cebador Componentes Actividad relativa*®
poli(rC)/oligo(dG) Condiciones estandar 100
10 pg/ml afidicolina 118
38 ng/ml actinomicina D 95
20 uM ddTTP 88
poli(dC)/oligo(dG) Condiciones estandar 100
10pg/ml afidicolina 96
38 pug/ml actinomicina D 23
20 uM ddTTP 112
poli(rCm)/oligo(dG) Condiciones estandar 100
10 pg/ml afidicolina 117
38 pg/ml actinomicina D 107
20 uM ddTTP 96
poli(rA)/oligo(dT) Condiciones estandar 100
10 pg/ml afidicolina 135
1 U ARNasaH + 0.4 U S1 0
poli(dA)/oligo(dT) Condiciones estandar 100
10 pg/ml afidicolina 105
1 U ARNasaH + 0.4 U S1 94

* Los valores corresponden al promedio de tres experimentos.

incorporacion de [ a - **P ]JdGTP en las reacciones con el homopolimero

poli(dC)/oligo(dG).

Los productos de las reacciones de los homopolimeros poli(rA)/oligo(dT) y
poli(dA)/oligo(dT) se analizaron, tratandolos con ARNasa H y nucleasa S1. La
hidréolisis completa, solo se observO en la mezcla que contenia el
homopolimero de ARN (Tabla 2), indicando la formacion de un hibrido
ARN:ADN. La longitud de los productos de la reaccion estuvo alrededor de los

100 nucledtidos como se detectd por electroforesis en gel de poliacrilamida

(Fig. 7). Estos productos no se observaron en las muestras tratadas con

ARNasa H y nucleasa S1.
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Fig 7. Producto de la extension de la “RT-like” de T.cruzi. Los productos se obtuvieron
luego de incubacion de nucleos con poli(rA)/oligo(dT) en la presencia de [x->2P]dTTP.

El precipitado se resuspendié en 90% (v/v) de formamida y se cargé en un gel del 6%
de poliacrilamida. Los productos marcados se visualizaron por autoradiografia.

4.2 Caracteristicas de la actividad RT de Trypanosoma cruzi

Para analizar la localizacion citoldgica de la actividad dependiente de ARN,
se determind dicha actividad en el nucleo y en el citoplasma. Los resultados
que se muestran en la Tabla 3 indican que dicha actividad es 7 veces mayor en
el nucleo que en el citoplasma. El analisis de la contaminacion mitocondrial
dentro de la fraccidn nuclear fue negativo. También se observd que la actividad
del parasito, dependiente de ARN se inhibid en un 40y 70% con
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Tabla 3.
Actividad polimerasa ARN-dependiente en las fracciones nuclear y citoplasmatica.

Fraccion Cpm netas® Proteina total (mg) Actividad Especifica®
( cpm/mg proteina x 107 )

Nuclear 278 0.025 11.5
Citoplasmatica 66 0.044 1.5

* Los valores de cpm netas se midieron por el sistema de instantimager (H. Packard).
b . ; , e
Los valores corresponden al promedio de cinco experimentos (S.D.<11%).

concentraciones de 1 y 5 uM de AZT, respectivamente (Fig. 8A). La exposicién

a la rifamicina B (10 mM) también inactivo la actividad enzimatica (Fig. 8B). A
una concentracion de 2 mM de novobiocina la reaccidon polimerasa se inhibid
en un 40% (Fig. 8C). Sin embargo, se observo que la actividad dependiente de
ARN del Trypanosoma cruzi era dependiente de Mg*. El nivel 6ptimo de
actividad, con el homopolimero poli(rA)/oligo(dT), se obtuvo a una
concentracion de 20 mM Mg™ (Tabla 4).

Tabla 4.
Requerimientos 16nicos para la RT-like de 7. cruzi.

Condiciones de Reaccidn RT-T.cruzi'(% incorporado) RT-Mo-MulLV*® (% incorporado)
Condiciones estandar 100 100
(10mM Mg
Mg +0.5 mM Mn"" 3 ND
0.1 mM Mg 37 100
1 mMMg" 45 140
5 mMMg" 65 100
20 mM Mg 125 100
30 mM Mg"" 102 96

* El porcentaje de incorporacion se calculé en relacion a los valores obtenidos bajo condiciones
estindar como el radio Im/Is, donde Im es el porcentaje de incorporacion con los ensayos modificados e
Is el porcentaje de incorporacion bajo condiciones estandar usando el molde poli(rA)/oligo(dT). Los
valores de cpm netas se determinaron en un sistema instantimager (H. Packard).
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Fig.8. Efecto de inhibidores sobre la actividad enzimatica de la polimerasa
dependiente de ARN de T.cruzi. A. AZT a concentraciones de 0,1 a 5 uM;

B. Rifamicina SV a concentraciones de 0,5 a 10 mM; C. Novobiocina a
concentraciones de 0,25 a 2 mM. [ | Poli(rA)/oligo(dT). /\ poli(dA)/oligo(dT).
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4.3. Clonaje de la Transcriptasa inversa - ARNasa Hde L1Tc

El dominio L1TcRTRN se amplificé a partir del plasmido PSPFM55 que
contenia el elemento L1Tc (Martiny col., 1995), por la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) usando los oligonucledétidos L1Tcb
S'/AACGAGTCTGCAGCTACATCTAC-3’(1845y que mapea en 5’ con un sitio
de restriccion para Pstl y Tcreb4dc S5-AAAGCAGAATTCCAACCCCTGC-
3'(3720), que mapea en la zona 3’ del dominio, con un sitio de restriccion EcoRl.
La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador Perkin-Elmer 2400 durante
30 ciclos consistentes en 94°C 60s, 57°C 90s y 72°C 90s, luego de un ciclo
inicial que incluia un paso de desnaturalizacion de 3 minutos y que finalizaba
con una incubacion de 72°C por 5 minutos. El fragmento amplificado de un
tamano de 1869 pb fué analizado en un gel de agarosa, purificado y digerido
con las enzimas de restriccion Pstl y EcoRI|. Posteriormente fué clonado en el
plasmido pTrcHisB (Invitrogen Corporation), el cual habia sido digerido
previamente con las mismas enzimas (Fig. 9A); en éste vector de expresioén el
Inserto esta corriente abajo y en fase de lectura con una secuencia que codifica
un péptido de fusidon N- terminal. Esta secuencia codifica para un codén de
inicio de la traduccion ATG, seis residuos de histidinas en serie que funcionan
como un dominio de union a metal en la proteina traducida y una secuencia de
clivaje de enteroquinasa EK. La mezcla de ligacion se transformé en la cepa de
E. coli Topp10 para la expresion de la proteina, los transformantes se
seleccionaron por resistencia a ampicilina, confirmandose la construccion
correcta por analisis con enzimas de restriccion y secuencia y el plasmido
recombinante recibi0 el nombre de PpHISL1TcRTRN. Este plasmido
recombinante también fué transformado en las cepas de E. coli Topp1, 2, 3, 4,

5 y 6 de Stratagene para buscar la mejor expresion de la proteina

recombinante.

El plasmido pHisL1TcRTRN se usd para clonar éstos mismos dominios en el
vector de expresion pQE31 de Qiagen, éste clonaje se realizé haciendo la
digestion tanto del vector como del plasmido con las enzimas de restriccion

BamHI y Sall, el plasmido recombinante resultante se transformé en la cepa de
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I.1T¢ ORF1

ORF2
_— ST
A _ ") 1_ LIRS I

LiTcbh —p ¢ 4— Tcrebdc

ATG  (His), 1K

EcoR|
BstB |
Hind I

BamH |

Fig 9A. Representacion esquematica de la construccion del pHisL1TcRTRN.
El fragmento de ADN del ORF2 de L1Tc se clon6 en los sitios Pstl y EcoRI de
pIrcHisB como se describe en métodos.
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ATG  (His),

O

BamH |

RF2
pQL1TcRTRN

Fig 9B. Representacion esquematica de la construccion del pQL1TcRTRN.
El fragmento de ADN del ORF2 de L1Tc se clond en los sitios BamHI y Sall

de pQE-31 como se describe en métodos.
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E.coli XLI-B confirmando el plasmido recombinante correcto por analisis de
restriccion y secuencia, luego se transformé en la cepa de E. coli M15 la cual
posee multiples copias del plasmido pREP4 que lleva el gen /ac | que codifica

la proteina represora y recibié el nombre de pQL1TcRTRN (Fig. 9B).

4 4. Expresion de la Transcriptasa inversa — ARNasa H de L1Tc

La mejor expresion de la RT- ARNasaHL1Tc se obtuvo con el plasmido
recombinante pQL1TcRTRN a una concentracion de 0,5 mM de IPTG y fue
iIndependiente de la cepa de E. coli utilizada, el tiempo de induccion fue de 2
horas y se realizé6 a 28°C para favorecer la solubilidad de la proteina y en
presencia de 2 mM de Mg, con estas condiciones se obtuvo una proteina de
un peso molecular aproximado de 66 kDa, el peso tedrico (Fig. 10A), la
expresion de la RT- ARNasaH se confirmé por Western — blot usando el
anticuerpo policlonal 5001 dirigido contra un dominio que mapea en una de las

zonas conservadas de la RT (Fig. 10B).

4.5. Purificacion de la Transcriptasa inversa — ARNasa H de L1Tc

La proteina RTRN se purificO mediante las seis histidinas presentes en su
zona aminoterminal por el método de cromatografia de afinidad a metales. La
proteina se desnaturalizé parcialmente con hidrocloruro de guanidina, dada su
Insolubilidad a diferentes concentraciones de detergentes no idnicos ensayados
como Triton X-100, NP40, Tween 20, pB-mercaptoetanol y diferentes
combinaciones de ellos a diferentes pHs y alta fuerza i6nica (Fig 11). De ésta
forma, se obtuvo una purificacion parcial de la proteina, por lo cual, se pasd por
una columna de mono S obteniendose una purificacion del 90% (Fig. 12A y
12B).
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Fig. 10. Expresion de la proteina recombinante L1'T¢cRTRN. La induccion se
hizo con 0,5 mM de IPTG a 28°C en presencia de 2 mM de Mg?*. A) PAGE-SDS
con coloracién de azul de Coomasie. 1. Plasmido pHisLITcRTRN O horas.
2.3. pHisL1TcRTRN 3h de induccidn en la cepa XLI-B y M15 respectivamente.
4a7pQLITcRTRN en M15 a0, 1, 2 y 3 horas de induccién.
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Fig.11. Solubilidad de la proteina recombinante L1TcRTRN. 1.2. Fraccion
soluble e insoluble luego del tratamiento con triton 0,5%. 3.4. Fraccion soluble
e insoluble luego del tratamiento con tween-20 1%. 5.6. Fraccidn insoluble y
soluble luego del tratamiento con B-mercaptoetanol 10 mM. 7. Fraccidn
insoluble luego de tratamiento con 0,05% de SDS. 8. Proteina LITcRTRN 3 h

de induccidn.

4.6. Clonaje de la Transcriptasa inversa de L1Tc

El dominio L1TcRT se obtuvo a partir del plasmido recombinante
pQL1TcRTRN por digestidon con la enzima Hind |l cuyo corte mapea tanto en la
zona del sitio multiple de clonaje que esta hacia 3’ del fragmento clonado, como
en 2981 de L1Tc, de ésta forma saca el fragmento correspondiente al dominio
ARNasa H, el cual se elimina. El plasmido fué transformado en la cepa de
E.coli XLI-B, analizado por mapeo de restriccidn y secuencia, transformandose

luego en la cepa de E. coli M15 y se le di6 el nombre de pQL1TcRT (Fig. 13).
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A

B

Fig.12. Induccion y purificacion de la proteina recombinante LI TcRTRN. A) PAGE-SDS
con coloracion de azul de Coomasie. A) 1.2. 0 y 3 horas de induccion con 0,5mM de IPTG de
L1TcRTRN. 3.4. Fraccion soluble antes y después de pasar por la resina. 5 a 9.Fracciones 1,3,
5,7y 9 recogidas luego de pasar la fraccion soluble de la proteina por una columna de
afinidad Na-Ni y elucidon con gradiente de imidazol 50-500 mM. B)1. LITcCRTRN luego
de 3 h de induccidn 2.3. Proteina solubilizada con 1,5 mM de HCIGu antes y después de pasar
por laresina. 4 a 9. Fracciones 1, 3, 5, 7y 9 eluidas con gradiente de imidazol luego de pasar
la fraccion solubilizada con HCIGu.
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Sall
EcoRlI
BstB |
Hind i

BamH |

pQLITcRTRN

\ Hindil Hindlll
my

L1TcRN

Fig 13. Representacion esquematica de la construccion del pQLI1TcRT.
El ORF2 de L1Tc fue digerido con la enzima HindIll para eliminar el
dominio correspondiente a la ARNasaH.

4.7. Expresion y purificacion de la Transcriptasa inversa de L1Tc

La expresion del dominio RT se obtuvo mediante la induccién con 0,5 mM
de IPTG, durante 2 horas a 37°C, la proteina obtenida, con un peso molecular
de 40kDa, se purificO mediante un método similar a la proteina total y se
confirmd mediante Western — blot con el antisuero 5001 (RT) y el 5011
(ARNasa H), (Fig. 14A y 14B).
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A)

Fig. 14. Expresion y purificacion de la proteina recombinante L1TcRT.
A) 1 a4. PAGE-SDS con coloracion de azul de Coomasie de las fracciones 1, 3,
5, 7 eluidas de la columna de Ni-NTA con gradiente de 50-500 mM de imidazol
a partir de la proteina soluble. 5 a 8. proteina L1TcRT solubilizada con HCIGu
B) Western-blot con anticuerpo dirigido contra dominio RT. 1.L1TcRT luego de
3 horas de induccion con 0,5 mM de IPTG. 2 a4. Fracciones 1,5y 7 dela
purificacién de la proteina soluble.5 a 7. L1TcRT solubilizada con HCIGu.
8 y 9. L1TcRT insoluble.
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4.8. Actividad Transcriptasa inversa del L1Tc

4.8.1. Homopolimeros sintéticos

La actividad RT del L1Tc se ensay6 tanto con RTRN como con RT sola,
mediante el uso de los diferentes homopolimeros, mostrando en ambos casos
un comportamiento similar, con una mayor afinidad por el poli(rA)/oligo(dT) en
el caso de los homopolimeros de ribonucleétidos y en el caso de los de
deoxinucleodtidos por el poli(dC)/oligo(dG) (Fig. 15). La actividad enzimatica en
las dos proteinas, fue dependiente de cationes divalentes, con una mayor
preferencia por el Mg, la concentracion 6ptima para éste fue 5 mM (Fig. 16),
similar a la de la enzima retroviral usada como control positivo, la de Mn fue 1
mM (Fig.17), en el caso de KCI 80 mM (Fig. 18), el pH 8 (Fig. 19) y la
temperatura 37°C (Fig. 20). Como control negativo se usdé la bacteria con
plasmido sin inserto, siendo inducida, purificada y determinada la actividad en
las mismas condiciones que las descritas para la RT de L1Tc. En éste caso
tambien se usaron los diferentes inhibidores de las trancriptasas inversas

retrovirales y se observé un comportamiento similar al visto con los ensayos en

lisado total de 7. cruzi .

4.8.2. RT — PCR

La actividad transcriptasa inversa de RTRN y RT de L1Tc también se midid
mediante un ensayo de RT — PCR, usando como molde un ARN retroviral
(BMV) y en presencia de ADN activado, para evitar la amplificacion por parte
de posibles ADN polimerasas contaminantes. Usando ésta metodologia se
obtuvo la amplificacion de una banda de aproximadamente 150 pb, siendo
observada tanto en el gel con bromuro de etidio, como en la autoradiografia
luego de la hibridizacion con el oligonucleétido interno marcado con [ ** P]

(Fig.21). Como control positivo se usé la RT de Mo — MuLV y no se adicioné

enzima en el control negativo.
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Fig 15. Utilizacion de diferentes homopolimeros por parte de LITcRTRN y L1TcRT.
o poli(rC)/oligo(dG). o poli(rA)/oligo(dT). m poli(dA)/oligo(dT). m poli(dC)/oligo(dG).
pQE corresponde al control negativo, de plasmido sin inserto. Las reacciones se realizaron
en las condiciones estandar descritas en métodos.

4.9. Mutageénesis dirigida de la Transcriptasa inversa

La mutacion del dominio invariante de las transcriptasas inversas YADD se
realiz0 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) mediado por
oligonucledétidos. Se hicieron 2 mutaciones, la primera consisti6 en cambiar la
alanina (A) 311, por una metionina (M); para ello, inicialmente, se subcloné en
PBSSK un fragmento digerido con las enzimas de restricciéon Pvull (2332) y
Hind Il (2981) de un tamano de 649 pb y que incluia los nucleétidos a mutar ,
en este caso el 2730 y 2731, usando éste fragmento se realizé una primera
amplificacion y mutacion de una cadena, con el oligonucledtido que incluye las
mutaciones, RTM3 5’-GGGTGTCACAGCAGACATGTATATGGACG - 3’ y con
17 5 — AATACGACTCACTATAG -3' que mapea en el plasmido PBSSK
donde se habia subclonado el fragmento del gen RTRN a mutar y una
segunda amplificacion y mutacion de la cadena complementaria con el
oligonucledtido mutado RTM1 &' CGTCCATATACATGTCTGCTGTGACACCC
3" 'y M13r 5 —AACAGCTATGACCATG - 3’ (Fig. 22A). Luego de la purificacion
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Fig 16. Determinacion de la concentracion optima de Mg?* en el ensayo de actividad

Transcriptasa inversa de la proteina L1TcRTRN,usando los diferentes homopolimeros.
A)Bpoli(rA)/oligo(dT)® poli(rC)/oligo(dG). B) ® poli(dA)/oligo(dT). Bpoli(dC)/oligo(dG).
LLos ensayos se realizaron en las condiciones estandar descritas en métodos, variando

solamente las concentraciones de Mg.
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Fig 17. Determinacion de la concentracion 6ptima de Mn?* en el ensayo de actividad
Transcriptasa inversa de la proteina L1TcRTRN utilizando diferentes homopolimeros.
A)8poli(rA)/oligo(dT). ®poli(rC)/oligo(dG). B)&E poli(dA)/oligo(dT).& poli(dC)/oligo(dT).
LLos ensayos se realizaron en las condiciones estandar descritas en métodos, variando
solamente las concentraciones de Mn.
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Fig. 18. Determinacion de la concentracion optima de KCI en el ensayo de actividad
Transcriptasa inversa de la proteina L1TcRTRN, usando diferentes homopolimeros.
A)®poli(rA)/oligo(dT). B poli(rC)/oligo(dG). B) B poli(dA)/oligo(dT).® poli(dC)/oligo(dG).
[Los ensayos se realizaron en las condiciones estandar descritos en métodos, variando
solamente las concentraciones de KCIl.
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Fig. 19. Determinacion del pH optimo para la actividad transcriptasa inversa
de la proteina recombinante de LITcRTRN. A) © poli(rA)/oligo(dT).
® poli(rC)/oligo(dG). B)® poli(dA)/oligo(dT).® poli(dC)/oligo(dG). Los ensayos
se realizaron en las condiciones estandar descritas en métodos.
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Fig. 20. Efecto de la temperatura en la actividad transcriptasa inversa de la
proteina recombinante L1 TcRTRN. ® poli(rA)/oligo(dT). o poli(dA)/oligo(dT).
[Las reacciones se llevaron cabo como se describe en métodos, a temperaturas

de 15, 20, 25,28 y 37° C.

de los fragmentos de un tamano aproximado de 300 y 350 pb respectivamente,
se hizo una nueva amplificacion usando solamente los oligonucledtidos
externos, T7 y M13r, de ésta forma se obtuvo la doble cadena mutada de un
tamano aproximado de 750 pb, ésta banda se digirio, al igual que el plasmido
pQL1TcRTRN con las enzimas de restriccion Bsu36 | (2631) y Nru | (2971),

obteniéndose un fragmento de 340 pb que se clondé en reemplazo del mismo

fragmento no mutado (Fig. 22).

La segunda mutacidén consisti6 en cambiar el acido aspartico (D) 313, por
una isoleucina (l), se utilizé el mismo fragmento subclonado en PBSSK vy la
primera amplificacion se hizo con el oligonucleétido mutado RTI3 & -
GGGTGTCACAGCAGACATGTATGCGGACATCCTCTC — 3 y 17 de PBSSK
y la segunda amplificacion se hizo con el oligonucledtido complementario
mutado RTI1 5 — GAGAGGATGTCCGCATACATGTCTGCTGTGACACCC -3
Y M13r de PBSSK (Fig. 22), igual que en el caso anterior se purificaron los
fragmentos de un tamano similar al anterior y se realizé otra amplificacion con

los oligonucledtidos externos para obtener el fragmento mutado de un tamano
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Fig. 21. Deteccion de actividad Transcriptasa inversa de la proteina
recombinante L1TcRTRN mediante ensayo de RT-PCR. La actividad
enzimatica se determiné usando como molde de la RT, ARN del virus del
mosaico de tabaco (BMV) con amplificacién posterior por PCR. A) Electro-
foresis en gel de agarosa de los productos de la PCR. 1,7, MulLLV. 2,6, L1Tc
RTRN. 3,5 ADNpol. 4, no enzima. 8, AMV. 1 a 3 sin ADN activado. 4 a 8
con ADN activado. B) Autoradiografia del Southern-blot correspondiente.

aproximado de 750 pb, el cual se cloné en una forma similar al anterior

(Fig.22). Las mutaciones y las clonajes se confirmaron por secuenciacion.

4.10. Expresion y purificacion de los mutantes

Las proteinas mutadas se expresaron en iguales condiciones a las
silvestres obteniéndose un resultado similar (Fig. 23), por lo tanto, se procedio
a purificarlas siguiendo el mismo protocolo. A una alicuota de las proteinas

concentradas se le realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida , con
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Fig.22. Mutagénesis dirigida sobre L1TcRT. Las mutaciones se realizaron
como se describe en métodos.
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Fig.23. Expresion de la proteina recombinante LITcRTRN mutada en A311M
y D3131. 1. LITcRTRN silvestre luego de 3 horas de induccién con 0,5 mM de
IPTG. 2y 3. LITcCRTRN mutante A311M a 0y 3 horas de induccion. 4y 5. L1Tc¢
RTRN mutante D3131 a 0 y 3 horas de induccion.

coloracion de azul de Coomasie (Fig. 24 A) y un western de confirmacion (Fig.
24 B).

4.11. Determinacion de actividad de los mutantes

Los efectos de las diferentes substituciones realizadas en el dominio
catalitico de la transcriptasa inversa YADD sobre la actividad transcriptasa
inversa se muestran en la Figura 25. El reemplazo de la Ala 311 por Met
produce un ligero aumento en la actividad con respecto a la proteina silvestre,
en contraste con el reemplazo del Asp 313 por Iso que di0 una enzima con
actividad casi nula cuando se utilizaron los homopolimeros de ribonucleotidos

poli (rA)/oligo(dT) y poli (rC)/oligo(dG) y una disminucion de un 75% cuando los
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B

383 3

Fig. 24. Purificacion de la Trancriptasa inversa silvestre L1TcRTRN vy
mutantes. A) PAGE-SDS coloracion de Coomasie. 1. LITcCRTRN silvestre 0
horas de induccidn. 2. induccidon de 3h. 3.4. LITcRTRN tipo silvestre purificada
5.6. LITcRTRN mutante Met. 7. 8. LITcRTRN mutante Iso. 9. L1TcRT.
B) Western blot correspondiente utilizando un AcMo antiHistidinas.
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Kig. 25. Determinacion de actividad transcriptasa inversa con diferentes
homopolimeros de la proteina recombinante LITcRTRN silvestre y
mutantes A311M y D3131. A) ® polir(rA)/oligo(dT). ® poli(rC)/oligo(dG).
B) m poli(dA)/oligo(dT). ¥ poli(dC)/oligo(dG). Los ensayos se realizaron
en las condiciones estandar descritas en métodos.
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homopolimeros usados fueron poli (dA)/oligo(dT) y poli (dC)/oligo(dT)

comparado con la proteina no mutada.

4.12. Otras actividades asociadas a la Transcriptasa inversa

En el caso de los retrovirus y los retrotransposones del tipo LTR se ha
descrito una actividad ARNasa H asociada a la transcriptasa inversa, existiendo
como un dominio en la zona carboxiterminal de la RT (Tisdale y col.,1991;
Clare y Farabaugh 1985) siendo esencial para la conversion del ARN en doble
cadena de ADN. Estudios funcionales unidos a la existencia de las estructuras
cristalizadas de la ARNasa H de HIV (Davies y col. 1991) y de E. coli
(Katayanagi y col., 1990; Yang y col., 1990), revelaron estructuras similares a
pesar de presentar una homologia de aminoacidos solamente del 24%,
conservandose cuatro residuos relacionados con el mecanismo catalitico, un
acido aspartico (D) , acido glutamico (E), a una distancia de 35 residuos otro
acido aspartico (D) y un ultimo acido aspartico (Katz y Skalka, 1994). Basados
en éstos estudios y dado que para los retrotransposones no — LTR no se ha
descrito ésta actividad se hizo una busqueda de éstos aminoacidos en los

diferentes retrotransposones mediante el programa de
(Fig.26) .

4.13. Clonaje de la ARNasa Hde L1Tc

El dominio L1Tc ARNasa H se clon6é a partir del plasmido pQL1TcRTRN
eliminando el dominio RT, para ello el plasmido fué digerido con Bglll que corta
en el sitio multiple de clonaje, hacia la zona §' del fragmento y EcoRV que
corta en 3063 de L1Tc, sacando un fragmento de 1300 pb aproximadamente
éste sitio de restriccion esta presente entre los dominios RT y RNasa H. Para
no perder la fase de lectura, el extremo protuberante dejado por el corte con
Bglll se rellené con la enzima Klenow, seguido de una religacién del fragmento

(Fig.27). La mezcla de ligacion, se transformé en la cepa de E.coli XLI-By
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Motivos RNasaH conservados en 13 non-LTR

Retrotransposones, HIV y E.coli

dirsl-1 1 .FDLRMKSMEDQINNLSLAFTRFMKEPMFSSNTNSRSQ.PSHDDSNTENE
llrn-1 1 ..VONIQEIQDSMRRSNLRIIGIEESEDSQLKGPVNVEF...... NKIIEE
rlbm 1 RKKATWMEPDYQTSQILTGHGIFNKRLADMRLREGHA . .CDCGAVEE
rldm-2 1 ..VLGGAPPLDLAAKLLAIKYKLKRGFPLEENDWLYGE. ...DIACLSWE
cin4 1 .FDL.WAWCS§PCEIPKEVWLTVSEPDPELPPISTPLP....LVGAHHAE
ifactor-2 1 ..GIIGNELADQAAKLASNMPLIVTPNINNTDIKRHLK. . .AELATKQKE
rnasecoli 1 ..LKQVEIFTDGSCLGNPGPGGYGAILRYRGREKTFSAGYTRTTNNR.ME
rnasehiv 1 .IVGAETFYV!GAANRETKLGKAGYVTNKGRQKVVSLT . DTTNQKTE
rnaselltc 1 ..KEAGPSPHDLRTFVIGYGASKLRYGSELIWAVATDS........ AKNE
tadl-2 1 AADREEWLElATNRvasRYNHHLAAAVAKSGQRYEFTIADLNPKFSGE
brrd 1 .RWRYLGVDFEASGCVTLEHSISSALNNISRAPLKP. . ..... QORLE
cre?2 1 LKGADGDKDDDTYSFLSDDSDTEDRVPEDIDDRTSTSFTQELSPQTTAE
tart-bl2 1 .NRNSHTLALDENTSRLLEEKRILSRVFKATKNYEDKA...... KLKAAE
11md-2 1 .RTSGGITMPDLKLYYRAIVIKTAWYWYRDRQVDQWNR....... IEDPE
loaZ2 1 .GVPLKCKVGDDIPSPHCITLFCPRSVGRSTESLLVLL..... RNQONRIE
consensus 1 D E
dirsl-1 49 QSEDESSNNV....DVPTDYQLSDTLLGQYKHMVNNQGLLVEEECILKRD
llrn-1 43 NFPNLKKEIPIGIQEAYRTPNRLDQKRNTSRHIIVKTPNAQNKERILKAV
rlbm 46 DRDHVLWECP...LYDEIRGRMLDGISRSEVGPVYHADLVRDEKNFRLLR
rldm-2 45 QRKTRLEECL. . .IQSWQNRWDDDSEPGRVTHRFIPYVTLAYRDPSFGFS
cind4 45 PTDLKKGHVY. ..TLRNHLEVVE!LCFIHGRNTRGGPMNRKPRREFVWSY
ifactor-2 46 NIINCNQWYQ...SLNTNNTHTCDYLKQTHQNWTRLDQIKIIRLRLGHTN
rnasecoli 48 LMAAIVALEA..LKEHCEVILSTDSQYVRQGITQWIHNWKKRGWKTADKK
rnasehiv 46 LOAIHLALQD....SGLEVNIVTDSQYALGIIQAQPDKSESELVSQIIEE
rnaselltc 41 MQKTYATLAR....IVSGVPSTVDPESALLEANMPPLHVLCLRARLSIFE
tadl-2 50 AIQRHMVGTKKKKGRRRKPEEEEDEPYPLTKAKSSLLVQARTEVIGLRAF
bmrd 41 ILRAHLIPRF..QHGFVLGNISDDRLRMLDVQIRKAVGQWLRLPADVPKA
cre?2 50 DGEHVFGGHV.DPAVLGDWSEEDDSLEQETADRACRGSAAAKTERHRSMT
tart-bl2 44 NRLKKAIKIL.RENRINEQVEGIDTSNPDRMRKMWKLLDEGKRTNQPNFP
11lmd-2 43 MNPHTYGHLI . FDKGAKTIQWKKDSIFNNWCWHNWLLSCRRMRIDPYLSP
loa2 45 TDTWKVISRR.NEGGGALLVIAIDELSKCILWRRGTMSSPLRTIPVSGLK
consensus ) | D

dirsl-1 95 EISELNKVEFNFPSNFQVNVAPFGTPEGITVSSNVKNNDTDLLSVEKRIN
llrn-1 93 REKGQVT........ YKGRPIRITPDFSPETMKARRSWTDVIQTLREH
rlbm 93 EFAIHGT . v v v v eeeeenn. RRALRANHEDCLATKNVGDVSSPRTGRM
rlidm-2 92 MRTSFLL. . ..TGHGSFNAFLHGRALSDTTACACGDPYEDWMHILCACP
cin4 92 GVSDSAG...vv.... EKRERSEEFRGRE TMRRDWDHDDDEDFHQHRHQ
ifactor—-2 93 ITHOHYL....cisssccnsnsicas NPNPITVCPFCQGDLSISHILNS
rnasecoli ~ 96 PVKNVDL..WORLDAALGQHQIKWEWVKGHAGHPENERCDELARAAAMN
rnasehiv 97 LIKKERV. ssssss s nesss YLAWVPAHKGIGGNEQVDKLVSAGIRK
rnaselltc 87 NTRACQM..DWMRRPPPEPPPRAGFRISPLSRDELYAFVDAYTKDYGIT
tadl-2 100 LHRRKVPDVLTPICACGLEKETFAHIVLNCLDAETLFWSDPDSWPLSKE
bmrd 89 YYHAAVQ........ DGGLAIPSVRATIPDLIVRRFGGLDSSPWSVAR
cre2 99 KFLERLA.......... QHESMTHSPTSPGDVIRAVIEEDEASSALFAC
tart-bl2 93 LKLETQK..GPKWTKTIKETTETFVSHLEGRFKPNNNVPDYHIDRVNTG
11lmd-2 92 CTKVKSK........ WIKELHIKPETLKLIEEKVGKSLEDMGTGEKF
loa2 94 KKTGAKP. .. veweeennnn. QPAPTGKEDVSVGNITTSDTPASEQSSP
consensus 101 D

Fig.26. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la zona carboxiterminal de la
proteina recombinante L1TcRTRN de T. cruzi, con la ARNasa H de E. coli, HIV y 13

retrotransposones no-LTR.
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pPOQLITcRTRN

Fig.27. Representacion esquematica de la construccion del pQL1TcRN.
El ORF2 de L1Tc fue digerido con las enzimas Bglll y EcoRV como se
describe en métodos para eliminar el dominio correspondiente a la RT.

luego de la seleccion y comprobacion tanto por analisis de restriccidn como por

secuencia del plasmido recombinante se transformé en la cepa M15 para su

expresion y recibié el nombre de pQL1TcRN.

4.14. Expresion y purificacion de la ARNasa Hde L1Tc

La expresion del dominio ARNasa H de L1Tc se obtuvo mediante la

induccién con 0,5 mM de IPTG durante 3 horas a 37°C, la proteina obtenida

tenia el tamano esperado de 32 kDa (Fig. 28).
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Fig. 28. Expresion de la proteina recombinante L1Tc¢cRN. 1.2. 0 y 3 horas de
induccion con 0,5 mM de IPTG. 3. Fraccion soluble. 4. Fraccidon soluble luego
de la resina. 5 y 6. Extraccion de la proteina con 8M de Urea, antes y después
de la resina. 7. Fraccion insoluble.

A) B)

PM 1 2 3 1 2 3

101 _

Fig. 29. Purificacion de la proteina recombinante L1TcRN. 1. 3 horas de
induccion. 2. L1TcRN purificada y concentrada a partir de la fraccion soluble. 3.
LITcRN purificada y concentrada a partir de la extracciéon con 8 M de urea.
A) Western-blot correspondiente, frente a AcMo antlhlstldmas B) PAGE- SDS

coloreado con azul de Coomasie.

1NS



Resultados

La purificacion se realizé con un método similar al ya descrito, principalmente a
partir de la fraccion soluble dado que ésta proteina presentdé una mayor
solubilidad que las anteriores . En la figura 29 B se puede observar la proteina
luego de dialisis y concentracion. En la figura 29 A se observa el resultado del
western de la proteina concentrada frente a un Ac monoclonal dirigido contra

las histidinas, presentando un grado de purificacion del 90% y algo de

degradacion.

4.15. Determinacion de actividad ARNasa Hde L1Tc

4.15.1. Homopolimero

La determinacion de la actividad ARNasa H se realizé, no solamente con la
proteina RN de 32 kDa sino también con la proteina RTRN de 66 kDa y como
controles, la RT de 40 kDa, la ARNasa H de E. coli y de HIV.La
integridad del sustrato [ *H ] poli (rA): poli (dT) se confirmé mediante la
Incubacion de éste con nucleasa S1, mung bean y ARNasa A, las cuales no lo
degradaron luego de 1 hora de incubacién (Fig. 30). La actividad ARNasa H se
determind por lo tanto, con éste sustrato, inicialmente, bajo las condiciones
Optimas para la ARNasa H asociada a la RT de HIV, la figura 31 muestra la

actividad en éstas condiciones de las fracciones ensayadas.

El efecto de los cationes metalicos divalentes se ensayd utilizando
diferentes concentraciones tanto de Mg como de Mn, en el primer caso la
proteina RTRN de L1Tc mostré un ligero aumento a mayores concentraciones
al igual que la enzima de E .coli, mientras que la RT no mostré ningun tipo de
actividad y la RN una ligera disminucion (Fig. 32). Por el contrario, cuando se
utilizo el Mn tanto la RTRN de L1Tc como la RN mostraron una mayor
actividad en relacion a la observada con Mg mientras que la de E. coli tuvo un
descenso considerable que iba relacionado con el aumento en la concentracion

del cation y la RN mostré mayor actividad a menores concentraciones de éste,

la RT como en el caso anterior no mostré actividad (Fig. 33).
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Fig.30. Analisis de la integridad del sustrato [ °H Jpoli(rA)/poli(dT) usado en
la determinacion de actividad ARNasa H. Los ensayos se realizaron segun las

condiciones descritas en métodos.

También se determino el efecto del pH en la actividad ARNasa H, como se
muestra en la figura 34, tanto la RTRN de L1Tc como la de HIV y la de E. coli
tienen su pH Ooptimo entre 8 y 9, mientras que para la RN de L1Tc esta en 7.
Respecto al efecto de la concentracion del sustrato sobre la actividad, se vié un
aumento de actividad paralelo al aumento de la concentraciéon del sustrato
tanto para la RTRN como para la RN de L1Tc (Fig.35) igual a lo observado con
el aumento en la concentracion de la enzima, en éste caso se hizo solamente

con RTRN y como control se usé RT la cual no mostré ninguna variacion (Fig.
36).

4.15.2. Ensayos de complementacion

La actividad ARNasa H del L1Tc se evidencié también con ensayos de
complementacion en la cepa de E. coli MIC 3001, la cual es deficiente del gen
rmasa h siendo su crecimiento dependiente de temperatura con lo cual

solamente crece a 32°C y es letal a 42°C, sélo ocurrié la complementacion
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Fig.31. Determinacion de actividad ARNasa H de las proteinas recombinantes
L1Tc¢cRTRN y L1TcRN. Los ensayos se realizaron segin las condiciones estandar

descritas en métodos.

cuando la bacteria se transformé con el plasmido recombinante que llevaba el
gen tanto RTRN como RN de L1Tc.

4.16. Mutagénesis dirigida de ARNasa H de L1Tc

Dado que se conocian los aminoacidos del sitio catalitico y el efecto
deletéreo de mutaciones en algunos de ellos sobre la actividad ARNasa H de
HIV (Schatz y col., 1989) y de Mo-MuLV (Johnson y col., 1986), se realizo la
mutacion D 439 N, mediante el método de PCR, utilizado anteriormente para la
RT, en éste caso los oligonucledtidos usados en la primera amplificacion y
mutacion fueron RN2 5 — CCATCTCACATAACCTACGCACG — 3’ y Tcreb2c
5 TTTCTTAAGCAGTATTCCAACCCC — 3’ y para la mutacion y amplificacion
de la segunda cadena RN15 - CGTGCGTAGGTTATGTGGAGATGG -3’ vy
Osn2fa 5 — CGCACCCCCACCAGTATG —3'. En la primera amplificacion se
obtiene una banda de aproximadamente 800 pb y en la segunda de 600 pb,
éstas bandas se purificaron y se realizé la otra reaccion en cadena de la

polimerasa para obtener la banda de aproximadamente 1350 pb (Fig. 37) con
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Fig.32. Determinacion de actividad ARNasa H de las proteinas recombinantes
L1ITcRTRN y LI1TcRN en presencia de diferentes concentraciones de Mg.
O LITcRT. ® L[LI1TcRN. ® [LI1TcRTRN. ®& ARNasaH de F. coli.

Los ensayos se realizaron segun las condiciones estandar descritas en métodos
excepto las diferentes concentraciones de Mg?* .

la mutacion, ésta banda se digiri6 con EcoRV (3063) y Sall (3698) al igual que
el pQL1TcRTRN donde se cloné el fragmento mutado, en el caso de
pQL1TcRN las digestiones que se realizaron para el clonaje fueron con Bgll y

Sall. Las mutaciones y clonajes se confirmaron por secuenciacion. Los

plasmidos mutados fueron transformados en la cepa M 15 de E. col..

4.17. Expresion y purificacion de los mutantes de ARNasa Hde L1Tc

Las bacterias con los plasmidos recombinantes se crecieron en condiciones
similares a la tipo silvestre, obteniéndose una induccidn de la expresion de la
proteina similar, la purificacion se realizé siguiendo el mismo protocolo y la

electroforesis con coloracion de Coomasie de las fracciones obtenidas y de la
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Fig.33. Determinacion de actividad ARNasa H de las proteinas recombinantes
L1TcRTRN y L1TcRN en presencia de diferentes concentraciones de Mn.
O LITcRT. ® LITcRN. ® [LITcRTRN. ® ARNasaH de E. coli.

Los ensayos se realizaron segun las condiciones estandar descritas en métodos
excepto las diferentes concentraciones de Mn?* .

proteina concentrada se muestra en la figura 38 A. Este gel también se
transfirié para su confirmacion por Western como se ve en la figura 38 B.
4.18. Determinacion de la actividad ARNasa H de los mutantes

La determinacion de la actividad ARNasa H de los mutantes se realizd

usando el hibrido [ *H ] poli(rA) : poli(dT). El efecto de la mutaciéon D 439 N se

indica en la figura 39.
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Fig.34. Efecto del pH en la actividad ARNasa H de la proteina recombinante
L1ITcRN. @ LI1TcRN. ®  ARNasa H de E. coli. Los ensayos se realizaron en
las condiciones estandar descritas en métodos, excepto la variacion del pH.

4.19. Redefinicion del ORF2

Los mayoria de los retrotransposones del tipo no-LTR poseen dos marcos
de lectura abiertos, el primero presenta homologia con proteinas de union a
acidos nucléicos y el segundo es el que tiene homologia con la endonucleasa y
la transcriptasa inversa, en el caso del L1Tc ésta organizacion es diferente ya
que el primer marco de lectura abierto codifica para una nucleasa, el segundo
para la transcriptasa inversa y el tercero para la proteina de unidon a acidos
nucléicos (Martin y col., 1995). Dado que en el L1Tc la region intergénica era
bastante grande, que la secuencia se hizo en una genoteca de ADNc y la
posibilidad de introducir mutaciones por la falta de capacidad correctora de la

RT es bastante alta y pensando en la posibilidad de que ésta zona codificara
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Fig.35. Efecto de la concentracion de [°H]poly(rA).poly(dT) en la actividad
ARNasaH de la proteina recombinante LI1TcRN. L1TcRN.

B ARNasa H de E. coli. Los ensayos se realizaron en las condiciones estandar
descritas en métodos, excepto las variaciones en la concentracion de sustrato.

para una proteasa, se decidid secuenciar huevamente ésta region a partir de
una genoteca gendmica. Esto se hizo en un fragmento que contenia el

L1Tc completo subclonado en pBSKS y proveniente de un clon positivo de

pBac.

Al analizar las secuencias y hacer la comparacion mediante un FASTA con
L1Tc se observaron algunos cambios e inserciones presentes en la secuencia
a partir del gendmico pero no del ADNc, por lo tanto, al hacer la traduccion a
aminoacidos se produjo un cambio en el marco de lectura en la nucleasa a
partir del aminoacido eliminandose el codén de parada de dicha proteina y la
secuencia volvia a ser homoéloga con L1Tc a partir del aminoacido 9 de la

transcriptasa inversa. Con éste resultado la estructura del L1Tc presentaba dos
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Fig. 36. Efecto de la concentracion de enzima en la actividad ARNasa H
de la proteina recombinante LITcRTRN. 8 LITcRTRN. = LI1TcRT.
Los ensayos se realizaron en las condiciones estdndar descritas en métodos,

excepto la cantidad de enzima.

marcos de lectura abiertos al igual que los retrotransposones no —LTR con la

diferencia en el orden de sus proteinas.

4.20. Determinacion de la actividad promotora de la secuencia 5’ de L1Tc

Para analizar la actividad promotora de la zona 5 de L1Tc se utilizo el
vector de transformacion pTEX (Kelly y col., 1992) descrito para la expresion de
genes de Trypanosoma cruzi y Leishmania. Como gen reportador se utilizéd el
de cloranfenicolacetil transferasa (CAT) aislado a partir del plasmido pMSGCAT
(Pharmacia) con la enzima de restriccion Sall, siendo clonado en dicho sitio en
el vector de transformacion pTEX (Fig. 40), éste plasmido se denominé pCAT.
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Fig.40. Estrategia de clonaje
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pC pcC pR pRC P RC pC pPC ()

Fig. 41. Autoradiografia de los dot-blot de las diferentes construcciones de

los plasmidos pTEX transformados en Trypanosoma cruzi. A) Se utilizd
como sonda un fragmento de Neo marcado con *?P. B) Se utilizé como sonda
un fragmento de RIME marcado con 3?P. C) Se utiliz6 como sonda un fragmento

de CAT marcado con 34P.

Para la construcion del control negativo se utilizo éste plasmido al cual se le
deleciond la zona promotora de pTEX usando las enzimas de restriccion
BamHI y Sacl y se denomind p'CAT. Para el analisis de la actividad promotora
de la zona 5’ de L1Tc se usé pC en el cual se cloné dicha zona en el sitio Eco
Rl del sitio de clonaje multiple del plasmido, éste fragmento de 300 pb se
obtuvo por digestion con Eco RI a partir del pSPFMS5 el cual contenia el L1Tc,
el plasmido resultante se denomindé p RCAT. Se construyé otro plasmido control
con la zona promotora de L1Tc pero sin el gen reportador CAT llamado p'R. La
estrategia seguida en la construccion de éstos vectores se puede ver en la
figura 46. Estos plasmidos fueron transformados en la cepa de E.coli XLIB y se

confirmaron las construcciones por mapeo de restriccion y por secuencia de las

zonas delecionadas o adicionadas.
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Fig. 42. Autoradiografia de Northern-blot de las diferentes construcciones de
los plasmidos pTEX transformados en Trypanosoma cruzi. 1. pTEX.
2y 3.pCAT con 1,6 y 3 mgr/ml de G-418. 4. pCAT. 5. pR. 6. pRCAT.

Luego de la transformacion en los parasitos y los subcultivos posteriores
donde se fue aumentando la concentracion de antibiético, se confirmé la
presencia de los plasmidos en los parasitos realizando dots de ADN hibridados
con una sonda que mapeaba en el gen neo , otra de CAT vy otra de RIME,
marcadas con *P . Como se ve en la figura 41 todos los plasmidos hibridan
correctamente dependiendo de la construccidon con su sonda correspondiente y
todos hibridan con neo indicando la presencia de los plasmidos en los
parasitos. Luego de por lo menos 3 semanas de permanecer con la misma
concentracion de antibidtico se realizé un Northern el cual se hibridé con una

sonda de CAT, observandose expresion de un transcrito del tamano reportado
de 1,2 kb solamente en pCAT y p RCAT (Fig. 42).
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5. DISCUSION

El elemento transponible L1Tc del tipo no-LTR descrito en Trypanosoma
cruzi presenta alta homologia en las zonas conservadas con las transcriptasas
inversas (Martin y col., 1995), propias de los retroelementos y dado que han

sido descritos multiples elementos con dicha similitud sin presentar actividad, el

objetivo principal de la presente tesis es demostrar la actividad transcriptasa

inversa codificada por éste retroelemento y actividades asociadas que le

permitirian dirigir su propia transposicion.

5.1. Actividad Transcriptasa inversa en T. cruzi

Mediante el uso de homopolimeros sintéticos de ARN y moldes especificos
de la RT, se ha detectado en lisados totales de T. cruzi una actividad
polimerasa dependiente de ARN. Esta actividad fue mas alta cuando se uso el
molde poli(rA)/oligo(dT) igual a lo reportado para el elemento CRE1 de Cnthidia
fasciculata (Gabriel y Boeke, 1991). El producto de la polimerizacion mostro
una extensién de aproximadamente 100 nucledtidos, siendo un hibrido

ARN:ADN ya que fue degradado mediante el uso de ARNasa H y nucleasa S1.

El hecho, de que tanto la afidicolina como el ddTTP no inhiban
significativamente el nivel de incorporacion de nucleoétidos con los diferentes
tipos de molde/cebador utilizados, mientras que la actinomicina D lo hace
solamente con el poli(dC)/oligo(dG) sugiere que la incorporacion de
radiactividad. cuando se usa éste molde es probablemente debida a una
actividad "RT-like". Esta actividad explicaria la presencia de hibridos ARN:ADN

en las reacciones que contienen los moldes ARN/oligo(dN). Estos datos

sugieren, que la actividad ARN dependiente detectada en los lisados totales de
T. cruzi podria clasificarse como una actividad "RT-like". Los resultados de los
experimentos con los inhibidores que han demostrado tener éste efecto en
transcriptasas inversas de retrovirus tanto de mamiferos como de aves,

refuerzan ésta hipotesis.
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La actividad "RT-like" se asocidé principalmente con la fraccion nuclear
presentando una actividad siete veces mayor que la detectada en citoplasma.
Esta actividad especifica en la fraccion citoplasmatica de 7. cruzi, presenta
unos niveles similares a los descritos por Deragon y col. (1990) en ceélulas

carcionoembrionarias humanas NTera2D1. Esta actividad presento
requerimientos idnicos especificos, con una actividad 6ptima a 20 mM de Mg™”,

concentracion superior a la requerida por enzimas retrovirales como AMV 0O

Mo-MuLV. El hallazgo de ésta actividad "RT-like" en los lisados totales del
parasito estaria de acuerdo con la presencia en el genoma del retrotransposon
L1Tc, el cual codifica en su ORF2 para dicha actividad. En tripanosomatidos se
ha postulado la presencia de una actividad transcriptasa inversa para explicar

la existencia de criptogenes editados que substituyen a los criptogenes
originales de los maxicirculos de ciertos organismos (Simpson y Maslov, 1994),

sin embargo ésta actividad sélo se ha detectado en C. fasciculata asociada con
el retrotransposdén CRE1 (Gabriel y Boeke, 1991), por lo tanto, la presencia de

ésta actividad en T. cruzi estaria de acuerdo con la edicion de ARN en este

parasito (Simpson y Maslov, 1994; Maslov y col., 1994).

5.2. Actividad Transcriptasa inversa codificada por el L1Tc

En éste trabajo de tesis se ha clonado y expresado en E. coll, por primera
vez una transcriptasa inversa codificada por el retrotransposon no-LTR, L1Tc
de T. cruzi. La proteina de un tamano aproximado de 66 kDa, se aislo, purifico
y mediante el uso de homopolimeros sintéticos se demostro que es una

proteina con actividad polimerasa y al igual que otras RTs es capaz de utilizar

diferentes combinaciones de molde/cebador, incluyendo moldes de ADN. Esta

actividad fue mas alta cuando el homopolimero de ribonucledtido utilizado fue
poli(rA)/oligo(dT) como ocurre con el elemento CRE1 de Crithidia fasciculata
(Gabriel y Boeke, 1991) y en el caso de homopolimero de deoxinucledtido fue
mas alta con el poli(dC)/oligod(G). No se observdo ningun cambio en la
actividad cuando la proteina utilizada correspondia a a zona aminoterminal

de la proteina donde se encuentra el dominio polimerasa y en la cual se habia
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eliminado la zona carboxiterminal de la proteina, asociada a la actividad
ARNasa H en las enzimas retrovirales (Hansen y col., 1987). Para descartar
que la actividad detectada fuera debida a la presencia de ADN polimerasas
contaminantes, de E. coli, se realizd una purificacion y determinacion de
actividad en paralelo, a partir de una bacteria transformada con plasmido sin

inserto no detectandose ningun tipo de actividad.

La actividad enzimatica de la RTRN y RT de L1Tc fue dependiente de
cationes divalentes con una mayor preferencia por el magnesio y una actividad
Ooptima a 5 mM, siendo en éste caso similar a la de las enzimas retrovirales a
diferencia de lo ocurrido en el ensayo con el lisado total de parasito, donde se
requeria una concentracibn mucho mayor, debido probablemente a la

presencia de otras enzimas que lo requieren. El manganeso a concentraciones

entre 0,4 a 0,8 mM reemplaza al magnesio con una ligera disminucion de la
actividad. La sal estimulo la actividad, con concentraciones optimas entre 50 a
80 mM de KCI siendo similar a la reportada para la RT de Mo-MulLV pero mas
alta que la reportada para RTs de retroelementos como jockey de Drosophila,
donde concentraciones de 50 mM disminuyeron la actividad a la mitad y a 100

mM ésta no pudo detectarse (lvanov y col., 1991) aunque en nuestro caso la

actividad cayo a la mitad con ésta ultima concentracion. La preferencia por los
homopolimeros poli (rA)/oligo(dT) y poli (dC)/oligo(dG), no varido en ninguna de

las condiciones ensayadas anteriormente.

La enzima fue activa entre 20 y 37°C siendo la temperatura 6ptima a 37°C,
éste resultado es similar al mostrado en el ensayo de lisado total de 7. cruzi
aunque los cultivos del parasito tienen una temperatura optima de crecimiento
de 28°C, algunas enzimas retrovirales como Mo-MulLV también funcionan
mejor a 37°C , aunque otras funcionan mejor a temperaturas mayores como
AMV que lo hace a 42°C, en el caso de la RT del virus Rous sarcoma (RSV) el
aumento de la temperatura a 40,5°C estimula su actividad en un 8,3% (Verma'y

col., 1974); para la RT del elemento jockey la temperatura optima es de 26°C

pero con una caida del 60% a 22° y del 20% a 30°C, para el elemento Ty de
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levaduras su temperatura optima es 20°C (Garfinkel y col., 1985) en el caso
de L1Tc, la temperatura afectdé mas la polimerizacion dependiente de ADN
que de ARN, en cuanto al pH la RT de L1Tc permanecio activa en un rango
amplio de pH desde 7 a 9 con un 6ptimo de 8, resultado similar al observado

en las enzimas retrovirales y de otros retroelementos como L1 de humanos

(Mathias y col., 1991) y jockey de Drosophila (lvanov y col., 1991).

El AZT inhibid la actividad polimerasa de la RT de L1Tc a concentraciones
mas altas que las descritas para la RT de HIV, en cuanto a los otros inhibidores
como la novobiocina que inhibe la RT del elemento jockey , la RT de L1Tc

presentd un comportamiento similar, al igual que con la rifamicina SV que

ademas inhibe RTs de retrovirus de aves.

La actividad transcriptasa inversa del L1Tc también se demostro mediante
el ensayo de RT-PCR utilizando un molde de ARN del retrovirus BMV y como
competidor altas concentraciones de ADN "activado", el cual es el molde de
preferencia de las ADN polimerasas dependientes de ADN. En éste caso solo

se observd amplificacion con las transcriptasas inversas tanto de L1Tc, como

de HIV y de Mo-MuLV.

El efecto de la sustitucion del acido aspartico de la posicion 313 por una

isoleucina llevd a una disminucion de actividad de un 90% con todos los
homopolimeros ensayados, éste residuo pertenece al motivo invariante
Y/FXDD y ha sido reportado que la sustitucion de cualquiera de los dos
asparticos lleva a la eliminacién de la actividad RT tanto en HIV (Larder y col,
1987), como en el retroelemento CRE1 de C. fasciculata (Gabriel y Boeke,
1991). El segundo residuo de éste motivo en el caso de las RTs retrovirales es
una metionina, en HIV su sustitucion por una alanina lleva a una disminucion
de la actividad de cerca de 100 veces (Menéndez-Arias y col., 1997), para los
retrotransposones no-LTR éste residuo corresponde a una alanina y la
actividad de éstos ultimos comparada con las enzimas retrovirales es de cerca

de 100 veces menor, por lo tanto, para determinar el posible papel de éste
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aminoacido en la diferencia de actividad se construyd un mutante donde se

substituy® la alanina 311 por la metionina, observandose un pequeno aumento

en la actividad que no parece significativo.

Todos éstos datos demuestran que el ORF2 del elemento L1Tc codifica
para una actividad transcriptasa inversa, corroborando funcionalmente lo que

se habia definido previamente por homologia de secuencia entre el L1Tc y los
retroelementos. Por lo tanto, éstos datos nos permiten concluir que el L1Tc es
un elemento activo ya que posee una de las principales actividades necesarias
para el proceso de transposicion. Es importante resaltar que dado que la RT
tiene actividad polimerasa dependiente tanto de ADN como de ARN, el

elemento tiene la capacidad no s6lo de copiar el ARN sino de llevar a cabo la

sintesis de la segunda cadena de ADN, necesaria para la posterior integracion.

Esta actividad Transcriptasa inversa no solo, seria importante para el propio

elemento sino para el parasito ya que en tripanosomatidos se ha postulado |a
presencia de una actividad transcriptasa inversa para explicar la existencia de
criptogenes editados que substituyen a los criptogenes originales de los
maxicirculos de ciertos organismos (Simpson y Maslov, 1994), sin embargo
ésta actividad soélo ha sido detectada en C. fasciculata asociada, también a un
retrotransposon, el CRE1 (Gabriel y Boeke. 1991), por lo tanto, la presencia de
ésta actividad en T. cruzi estaria de acuerdo con la edicion de ARN en éeste

parasito (Simpson y Maslov, 1994: Maslov y col., 1994).

5 3 Actividad ARNasa H asociada a la RTde L1Tc

Se sabe que la RT es una enzima trifuncional con una actividad ADN
polimerasa dependiente de ARN. una actividad polimerasa dependiente de
ADN y una actividad ARNasa H. Estas actividades cooperan para convertir el
ARN de sencilla cadena en un ADN de cadena doble (Weiss y col., 1982, 1985;

Varmus, 1988), en el caso de los retrotransposones éste ADN se integraria y
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en el caso de los retrovirus es esencial para producir viriones infectivos (Tisdale

y col., 1991).

Para los retrotransposones LTR se han descrito los motivos ARNasa H
similares a los de las enzimas retrovirales (Doolittle, 1989). En el caso de los
elementos LINE 6 no-LTR éstos dominios no son tan obvios, encontrandose
solamente una pequena homologia en algunos de ellos (Fawcett y col., 1986;
McClure, 1991). Basados en los estudios cristalograficos de las ARNasas H de
E.coli (Katayanagi y col., 1990) y de HIV (Kanaya y col., 1990) se definieron

cuatro aminodacidos acidos (un glutamico y tres asparticos) involucrados en la

union al Mg el cual es esencial para la actividad, éstos residuos estan
totalmente conservados en las enzimas retrovirales y retroelementos similares,
el papel de éstos residuos fue confirmado por Schatz y col., quienes mediante
ensayos de mutagénesis del acido glutamico reprimieron especificamente la
actividad ARNasa H (Schatz y col., 1989) de HIV, ademas ensayos similares
indican que los tres residuos conservados ionizables Asp-10, Glu-48 y Asp-70

de E. coli (homdlogos a Asp-443, Glu-478 y Asp-498 de HIV respectivamente),

estan todos implicados en el sitio activo de la enzima, ya que sustituciones por
las amidas analogas no inonizables Asn y GIn respectivamente, dieron como

resultado una pérdida total de la actividad (Kanaya y col., 1990; Mizrahi y col.,

1990).

En éste trabajo de tesis se muestra la conservacion de éstos cuatro
aminoacidos en la zona carboxiterminal de la RTRN de L1Tc y en los 13
retrotransposones no-LTR examinados al compararlos con las ARNasas de E.
coli y con varias enzimas retrovirales, demostrando ademas por primera vez
actividad ARNasa H de un retrotransposén no-LTR mediante un ensayo de
degradacion del ARN presente en el hibrido ARN:ADN. Como control de una
posible contaminacion de la enzima propia de la E. coli se uso tanto la L1TcRT,

como una proteina irrelevante purificadas en condiciones similares, sin
observarse ningun tipo de actividad. Esta actividad bioquimica se confirmo con

ensayos funcionales in vivo, mediante la complementacion de una mutacion
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ARNasa Hl en la cepa MIC3001 de E. coli, la cual presenta un fenotipo sensible

a temperatura y dependiente de ARNasa H (ltaya y Crouch, 1991).

La dependencia de iones metalicos divalentes de la ARNasa H de L1Tc se

determiné ensayando diferentes concentraciones de cada uno de ellos,
observandose un comportamiento diferente cuando la proteina completa (L1Tc
RTRN) fué analizada o cuando lo fué el dominio ARNasa H (L1TcRN). En el
caso del Mg?* se observé un ligero aumento de la actividad paralelo al aumento
de la concentracion de Mg, con la proteina completa L1TcRTRN, similar a la
enzima de E. coli y diferente de la ARNasa sola, L1TcRN; por el contrario,
cuando el Mn?* fué utilizado, tanto la RTRN como la RN de L1Tc mostraron un
aumento de la actividad, siendo mayor para la RN a mas bajas
concentraciones del idbn, mientras la enzima de E. coli mostro una disminucion
de su actividad en paralelo con el aumento de la concentracion del Mn, ésta

inhibicion también ha sido reportada para la ARNasa H de Crithidia fasciculata

().La inhibicion de actividad por altas concentraciones de cationes divalentes se
ha visto para otras ARNasas, de la misma forma cuando hay un aumento de
NaCL (Black y Cowan, 1994; Keek y Marqusee, 1995). La preferencia por Mn
con respecto al Mg también ha sido reportada para el dominio ARNasa H de
MuLV (Zhan y Crouch., 1997), para la RTRN y la RN del espuma virus humano

(Kogel y col., 1995) y para HIV. Esta dependencia es interesante pues la
enzima de E. coli muestra mas actividad con Mg en la mayoria de los

condiciones, la enzima con una deleccion de la zona de las histidinas es
activada y luego inhibida por el MnCl,, ésto podria explicarse por un efecto
electrostatico no especifico del MnCl, ya que éste resultado se puede
reproducir utilizando NaCl o KF. Esto puede ser asi porque la ARNasa H no es
una ribonucleasa especifica y la mayoria de su reconocimiento de sustrato
parece deberse a interacciones electrostaticas dadas por el “loop” formado
por la hélice basica. Esta preferencia estuvo relacionada con el pH ya que la
actividad optima en presencia de Mg para el dominio ARNasa H de L1Tc
estuvo entre pH 7 y 7,5 mientras para la proteina total estuvo entre 8 y 9 similar

a la proteina total de HIV y a la ARNasa H de E. coli. En el caso del dominio

ARNasa H de HIV en presencia de Mg a éeste pH presento actividad pero con
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una concentracion de enzima 10 veces mayor, mientras en presencia de Mn a

pH 6 no requirié concentraciones mayores de enzima (Evans y col., 1994).

La actividad detectada con el dominio ARNasa H de L1Tc (L1TcRN) fue
cuatro veces menor a la detectada con la proteina total (L1 TcRTRN), ésto
puede ser debido, como en el caso de la enzima de HIV donde es ocho veces
menor (Evans y col., 1991) a que las dos actividades estén acopladas como |o
sugiere la distribucion fisica de los dos sitios cataliticos. Es importante anotar
que para la enzima de HIV se han publicado resultados contradictorios, ya que
algunos grupos han descrito actividad del dominio ARNasa H, aunque menor
que con la proteina completa (Hansen y col.,, 1988 y Evans y col., 1991)
mientras otros grupos han sido incapaces de detectarla (Becerra y col., 1990;
Stammers y col., 1991 y Davies y col., 1991) ésto parece ser debido a la poca

capacidad de la enzima de unirse al sustrato ya que se recupera la actividad

cuando se adiciona la cola de las seis histidinas (Smith y Roth, 1993), o cuando
se inserta la region aC de la ARNasa H de E. coli (Stahl y col., 1994 y Keck y
Marqusee., 1995) 6 cuando se reconstituye con el polipéptido RT de 51 kDa
(Hostomsky y col., 1991). En el caso de la ARNasa H de MuLV esta presenta
una actividad similar a la enzima total sugiriendo que todos o la mayoria de |los
determinantes necesarios para la actividad estan presentes en los 175

aminoacidos de la zona carboxilo terminal de la enzima (Zhan y Crouch, 1997),
similar a lo reportado para la enzima del espuma virus, aunque en éeste ultimo

caso tanto su actividad RT como ARNasa H son sustancialmente menores
cuando se comparan con las de Mo-MuLV y HIV (Kogel y col., 1995) de forma

similar a lo encontrado para la proteina del L1Tc.

Esta actividad ARNasa H presentada tanto por RTRN como por RN de

L1Tc se corroboré mediante la mutacion del acido aspartico 694 por la
amida correspondiente la asparagina, como se menciono anteriormente este

cambio lleva a una eliminacion de la actividad, en nuestro caso la actividad
disminuyé en un 80%, presentando solamente una actividad RT, de forma
similar, a como los mutantes de los residuos presentes en el sitio catalitico de

la RT seguian conservando una actividad ARNasa H sugiriendo que los
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residuos propios de cada sitio catalitico no son determinantes para la otra
actividad y que la dependencia de la actividad ARNasa H de la RT parece estar

mas relacionada con la zona de conexion de los dos dominios como se ha
demostrado para HIV (Homstosky y col., 1991). En éste caso seria interesante
hacer un estudio mas detallado para determinar cuales residuos de esta zona
de conexidn son determinantes para la actividad ARNasa H, dandonos una

idea de codmo seria el procesamiento de la proteina L1 TcRTRN.

La demostracion por primera vez de actividad ARNasa H en un
retrotransposdn no-LTR y de que los aminoacidos implicados en el sitio
catalitico se conservan en la totalidad de los elementos analizados, es de gran
importancia no sélo porque permite aclarar como éstos elementos eliminan el
ARNmM luego de la sintesis de la primera cadena de ADN, dejando un cebador
para el inicio de la sintesis de la cadena complementaria y tambien explican el

hecho de que se presente variabilidad en las secuencias de duplicacion que
flanquean las inserciones, ya que esta descrito que la degradacion no es un
mecanismo preciso y puede generar duplicaciones de longitudes diferentes,
sino que el hecho de estar conservados los aminoacidos permite suponer que

es un mecanismo generalizado para todos los elementos de ésta clase y

representa un paso adicional para aclarar el mecanismo de transposicion.

Respecto a éstas dos actividades enzimaticas, seria interesante hacer una
caracterizacidon bioquimica detallada con miras a su posible utilizacion en

biologia molecular.

En cuanto a la nueva estructura de los dos primeros marcos de lectura,
donde se ha eliminado el coddn de terminacion del primero y se ha fusionado
en uno solo, teniendo ahora una estructura en este ORF igual a la de los otros
elementos de la misma clase, el analisis de la secuencia mostro la
conservacion de residuos presentes en el sitio catalitico de las cistein-
proteasas, por lo tanto, se estan realizando estudios para determinar si hay una

actividad de éste tipo la cual seria importante para el procesamiento del
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polipéptido y conociendo el sitio de corte de ésta proteina y realizando un
procesamiento natural de la misma, probablemente se podria mejorar la
solubilidad de la proteina y por lo tanto facilitar su purificacion y la realizacion

de estudios estructurales.

5.4. Actividad promotora de la zona ' de L1Tc

En éste trabajo de tesis se ha demostrado que el retrotransposon no-LTR
L1Tc posee un promotor interno para su transcripcion localizado en la zona &'
del elemento, donde presenta homologia con el retrotranposon RIME/ingi,
caracterizado en 7. brucei (Hasan y col.,, 1982), cuya insercion ha estado
implicada en procesos de activacion geéenica (Pays y col., 1989). Este resultado,
ademas, estaria de acuerdo con la demostracion de que los retrotransposones
no-LTR poseen un promotor interno (Mizrokhi y col., 1988; Mclean y col., 1993
y Swergold, 1990) y con los hallazgos de nuestro laboratorio donde por
ensayos de RT-PCR no se ha detectado la presencia de SL en los mensajeros
del retrotransposon L1Tc (datos sin publicar), lo que implicaria un mecanismo
de transcripcion diferente al utilizado usualmente por 7. cruzi, éste resultado
es similar al descrito, precisamente para el elemento RIME/ingi (Vasella y
col.,, 1996) con el cual, como ya se menciono, comparte homologia L1Tc
justamente en la zona 5'. En éste caso se realizd un analisis de las secuencias

utilizadas en la construccidon de vectores de transformacion para 7. cruzi y se
buscaron secuencias consenso entre ellos, RIME y L1Tc, tambien se
compararon éstas secuencias con promotores procarioticos, encontrandose

algunas conservadas, actualmente se estan realizando ensayos tendientes a

determinar si éstas zonas son esenciales para la actividad promotora.

Con la demostracion de las actividades Transcriptasa inversa, ARNasa H 'y

la capacidad promotora de L1Tc podemos concluir no solo que el

retrotransposdn es un elemento activo sino que es autobnomo para dirigir su

propia transposicion.

126



Discusion

5.5. Implicaciones biolégicas de la actividad del retrotransposon no-

LTR L1Tc

Como se menciond en introduccion, los elementos moviles pueden ademas
de proporcionarle al hospedador flexibilidad y ser fuente de variabilidad haber
evolucionado hacia funciones especializadas como participar en regulacion
génica. En éste aspecto el L1Tc podria actuar como promotor, iniciando la
transcripcion de determinados policistrones 6 actuar como activador genico
(enhancers) de promotores cercanos, algo especialmente importante en T.
cruzi donde no se han sido descrito secuencias promotoras. Dentro de las
funciones reguladoras también esta actuando en la sefal de poliadenilacion de

los genes de las histonas, de la misma forma que se ha descrito para otros

genes (Harendza y Johnson, 1990).

Otra funcidon en la cual podria actuar el L1Tc tiene que ver con la actividad

reparadora, que se halla codificada en la zona 5 del ORF1 y cuya actividad
también ha sido demostrada (Olivares y col., 1997), encontrandose ademas
que en algunos casos ésta zona del elemento esta asociada a genes pgp

implicados en los mecanismos de resistencia a farmacos y donde
eventualmente podria representar uno de los multiples mecanismos implicados
en la resistencia, reparando los danos ocasionados por ellos al ADN. Dado que
L1Tc puede en principio transponerse a cualquier region del genoma podria
actuar bloqueando la expresion de genes o como ya se menciond activandolos

o regulando su transcripcion. De igual forma por ésta misma capacidad podria

ser responsable de la creacidon de nuevos genes, mediante la transposicion de

los mismos y su posterior integracion en otro sitio del genoma.

Con éstos resultados como base y teniendo en mente las multiples
implicaciones bioldgicas tanto benéficas como deletéreas de los elementos

moviles y dada tambien la singularidad molecular de 7. cruzi, seria importante
ahondar en el estudio del L1Tc especialmente en lo referente a la demostracion

de transposicion, la frecuencia de ésta y principalmente en determinar el
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mecanismo mediante el cual lo hace, ya que conociéndolo podria utilizarse

como un vector para inactivar genes vitales del parasito y de esta forma

controlar la viabilidad del parasito y por lo tanto controlar la infeccion por T.
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