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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el protozoo que produce la
enfermedad de Chagas, endémica en Latincamérica y con una
incidencia importante en varias regiones de nuestro palis.
Este parasito presenta 3 formas celulares durante su ciclo de
vida (amastigote, epimastigote y tripomastigote) con
diferentes caracteristicas morfoldgicas, replicativas e
infectivas las gque deben estar reqguladas a nivel génico.
Nuestro objetivo es estudiar la presencia en T. cruzi de un
mecanismo bastante universal de regulacidn de la expresidn
génica, como es la metilacidén del DNA. Ademds, nos inéeresa
establecer una posible participacidn de esta modificacidn del
DNA en la regulacidén de 1la proliferacién celular del

parasito.

En el DNA nuclear de eucariontes superiores sdlo se
encuentra como base modificada la 5-metilcitosina; en cambio,
en el de eucariontes unicelulares estédn presentes 5mC o 6-
metiladenina o© ambas bases. En general, las regiones no
expresadas activamente del DNA estédn metiladas en citosina;

mientras que agquellas que se transcriben activamente y que

xvi




son mas sensibles a DNAsas, estén hipometiladas o no metila-
das en esta base. Por el contrario, las secuencias metiladas
en adenina corresponden a gdgenes gue sSe exXpresan y Sson

sensibles a DNAsas.

Para estudiar la metilacidén del DNA como un posible
mecanismo de regulacidén de la expresidén génica durante la
proliferacién celular en T. cruzi, este parasito fué tratado
con 5-azacitidina, un andloge de citosina gque induce
hipometilacidn del DNA. El tratamiento de epimastigotes de T.
cruzi con esta droga mantiene a las células en activa
proliferacidn, mientras que las células controles, epimas-
tigotes no tratados, alcanzan la fase estacionaria. Este
efecto es observado por un aumento tanto en el nimero de
células como en la incorporacién de timidina-H? en el DNA de
epimastigotes de T. cruzi tratados con la droga, en relacidn
a los controles. El tratamiento con 5-azaC no modifica la
cantidad de RNA y proteinas totales por célula, y aumenta el
consumo de oxigenoc por célula, resultado esperable vy
compatible con la estimulacidén de la proliferacidn inducida
por esta droga. Finalmente, 5-azaC no induce diferenciacién

de epimastigotes a tripomastigotes en cultivo.

La presencia de bases metiladas en el DNA nuclear

de formas epimastigotes de T. cruzi fué analizada por

xvii




cromatografia sobre papel y por HPLC. El andlisis por HPLC de
los hidrolizados de DNA mnuestra, ademds de las bases
normales, un pico de absorbancia correspondiente a 5mC y otro
que.grobablemente corresponde a 6mA, los qgue desaparecen
cuando los parasitos son tratados con 5-azaC. Por otra parte,
el DNA extraido deiepimastigotes incubados con metionina
[metil-H’] v analizado por cromatografia sobre papel presenta

5mcC.

Por medio del andlisis del DNA de T. cruzi con las
enzimas de restriccidén Mspl y Hpall no se detecta metilacién
en la secuencia -CCGG- ; esto sugiere que, probablemente, la

5mC estd localizada en otra secuencia de bases.

Nuestros resultados muestran gque el DNA nuclear de
T. cruzi estd metilado en citosina y muy probablemente en
adenina, y que esta modificacidén gquimica del material
genético participa en la regulacidén de la proliferacién

celular de la forma epimastigote de este parasito.
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ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the agent that produces Chagas
disease, which is endemic in Latinocamerica and of

considerable incidence in some regions of Chile.

T. cruzi presents three cellular forms during its
life cycle : amastigote, epimastigote and trypomastigote. The
morphological, replicative and infective characteristics of
these forms should be regulated at the genetic level. Our
objective 1is to study whether a general mechanism of
regulation of gene expression, that is DNA methylation,
operates in T. cruzi and the way that cell proliferation is

controlled by this modification.

DNA from higher eukaryotes is modified only in the
form of S5-methylcytosine. Nevertheless, in unicellular
eukaryotes 5mC or 6-methyladenine or both are found. Inactive
DNA regions are usually methylated in cytosine. On the other
hand, regions with active transcription and which are more
sensitive to DNAase, are hypomethylated or non-methylated in

cytosine. On the contrary, sequences containing methylated
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adenine correspond to active and DNAase sensitive sequences.

To study DNA methylation as a possible mechanism of
control of cell proliferation in T. cruzi, this parasite was
treated with S5-azacytidine, ~an analog of cytosine which
induces DNA  Thypomethylation. Treatment of T. cruzi
epimastigotes with this drug maintains cells in proliferation
when control, non-treated epimastigotes enter the stationary
phase. This effect was observed by an increase in the number
of cells and by induction of *H-thymidine incorporation into
DNA in T. cruzi epimastigotes. This treatment did not disturb
several metabolic parameters measured and did not induce cell
differentiation from epimastigote to trypomastigote in

culture.

The presence of methylated bases in epimastigote
nuclear DNA was analyzed by paper chromatography and HPLC.
Analysis of nucleotidic bases from hydrolyzed T. cruzi DNA by
HPLC showed, in addition to normal bases, one peak which
corresponded to 5mC and another which probably corresponded
to 6mA. These peaks were absent when cultures were treated
with 5-azaC. On the other hand, DN&A extracted from

epimastigotes 1labelled with [’H-methyl] methionine and

analysed by paper chromatography presented 5mcC.
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The sequence -CCGG- was not found methylated by
restriction analysis of T. cruzi DNA with MspI and HpaIl
endonucleases. Thus, 5mC probably should be located in a
differenﬁ sequence.

Our results show that T. cruzi DNA is methylated in
cytosine and probably adenine, and that this chemical
modification of the.genetic material may play a role in the
regulation of cell proliferation in the epimastigote form of

this parasite:
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INTRODUCCION.

Los tripanosomas son protozoos unicelulares
pardsitos de vertebrados, invertebrados y de plantas [1].
Entre ellos, Trypanosoma cruzi es patégeno del hombre y causa
la tripanosomiasis americana conocida comunmente como

enfermedad de Chagas [2,3].

Este mal debe su nombre a su descubridor, el médico
brasilero Carlos Chagas, quién, en 1909, observé en la sangre
de pacientes afectados por una infeccidn hasta entonces
desconocida, pardsitos flagelados a los que 1llamé T. cruzi en

honor a su maestro Oswaldo Cruz [2-4].

La enfermedad de Chagas es endémica en todos los
paises de Latinoamérica, desde el limite EEUU-México hasta el
paralelo 35 al sur, donde existen aproximadamente 24 millones
de personas infectadas. La mayor incidencia se encuentra en
Brasil, Argentina y Venezuela [3]. En Chile, la enfermedad
se extiende desde el limite norte con Perd hasta la sexta

regidén y el niimero de casos se ha estimado en 700.000 [5].




Durante la fase inicial o aguda, de 4-5 semanas de
duracién, la enfermedad presenta signos leves (fiebre
moderada, vomitos, diarrea); en esta etapa hay una elevado
nimero de pardsitos en la sangre, con una rapida propagacidn
de. éstos en tejidos y 6rganos del huésped. En la fase
latente, gque es asintomatica, persiste una baja parasitemia
y multiplicacidén intracelular de parédsitos. Esta etapa puede
durar 10-20 afios, la vida del paciente, o progresar a la fase
crdénica sintomdtica, con la manifestacién de miocarditis, o
disperistaltismo de los 6rgancs blancos (esdfago o colon).
Estos sintomas clinicos cada vez mds severos e irreversibles,

finalmente llevan a la muerte del paciente [3].

La principal via de transmisién la constituyen
insectos triatomineos, hemat&fagos obligados de hébitos
nocturnos. De ellos, existen 3 géneros de importancia en la
transmisién de 1la enfermedad : Triatoma, Rhodnius, vy
Panstrongylus, cuyas especies varian de un area geogrdfica a
otra. En Chile, los vectores del ciclo doméstico y silvestre
son Triatoma infestans y Triatoma s inolai, respectivamente,

los gue se conocen comunmente como vinchucas [3].

Las posibilidades de erradicar este mal parecen
remotas. A la fecha, no existen drogas capaces de curar

radicalmente la enfermedad. Derivados de nitrofurano son




efectivos en reducir la parasitemia y acortar el periodo y
severidad de los sintomas clinicos. Sin embargo, estas drogas
s6lo son efectivas en la fase aguda de la enfermedad, pues
aparentemente no atacan estados intracelulares del parasito;
ademds, presentan efectos téxicos colaterales [2,3]. Por otra
parte, los ensayos de inmunizacién con antigenos del
parédsito, realizados en animales, no han otorgado proteccidn
contra la enfermedad, o ésta ha sido sf6lo parcial [6].
Contribuye a hacer mas dificil atdn la extincién de esta
patologia, la existencia de numerosos reservorios animales
silvestres v domésticos del parasito (perros, gatos, conejos,
ovejas, cabras, etc.), los ¢gue presentan una amplia
distribucidn geogrdfica y un estrecho contacto con vectores

potenciales [2].

E1l control de los vectores mediante
insecticidas ha probado reducir los riesgos de la infeccidn
humana en las &reas endémicas. Sin embargo, la medida nis
efectiva a largo plazo, es la mejora de las viviendas a fin
de eliminar las condiciones gue favorezcan el desarrollo de
estos insectos (grietas en las paredes, techos de paja, etc.)

[2,3].

La falta de agentes quimioterapéuticos efectivos

contra el pardsito, resalta la importancia de conocer




aspectos fundamentales de la estructura y fisiologia de T.
cruzi, a fin de detectar posibles blancos para drogas gque
atagquen selectivamente al par&sito y no al hospedador.
Alternativamente, estudios sobre 1la biologia celular y
molecular del T. cruzi proveeran de informacién valiosa para

una estrategia dirigida a la preparacidn de vacunas.

Dependiendo del medio ambiente en gque se encuentra,
T.cruzi presenta 3 formas celulares diferentes: amastigote,
esférico u oval, de 2-4 um de diametro, sin flagelo evidente
0 con uno muy corto y libre; constituye la forma que se
divide intracelularmente en "seudoguistes" localizados en los
tejidos del hospedador vertebrado; epimastigote, alargado, de
aproximadamente 20 um de longitud, con un flagelo libre y el
Kinetoplasto localizado anterior al nicleo; es la forma que
se multiplica extracelularmente en el tracto digestivo del
vector y en medios de cultivo; y tripomastigote, de alrededor
de 20 um de largo, con un flagelo y una membrana ondulante
que se extiende por todo el largo del parasito y el
kinetoplasto ubicado posterior al nicleo; se encuentra en la
sangre del mamifero infectado y en el recto del vector, no se
divide y constituye la forma infectiva para el hombre

[2,3,7].

Las caracteristicas fenotipicas propias de cada




estado son el resultado de la expresidn de genes diferentes
en cada uno de ellos. De alli que resulte particularmente
interesante conocer los mecanismos gue regulan la expresidn

de estos genes.

La enfermedad de Chagas se transmite cuando el
insecto vector infectado, al momento de picar para succionar
la sangre gue le sirve de alimento, deposita sobre la piel
heces y orina contaminadas con tripomastigotes. Estas formas
infectivas penetran a través de una lesidn de la piel, que
puede ser la propia picadura del insecto, o una mnucosa
erosionada. En el lugar de la picadura, los tripomastigotes
son fagocitados por macrdfagos, produciéndose una reaccidn
inflamatoria caracteristica llamada chagoma. Sin embargo, los
tripomastigotes sobreviven a la fagocitosis, aparentemente
por su capacidad de atravesar la membrana de la vacuola
fagocitica y alojarse en el citoplasma. All11 se transforman
a amastigotes, replicéndose numerosas veces, antes de volver
a adquirir la forma tripomastigote. Estos pasan al torrente
sanguineo desde donde invaden las diferentes células de los
tejidos del huésped, preferencialmente aguellas musculares y
ganglionares. Una vez dentro de la célula huésped, los
tripomastigotes se transforman en amastigotes y reinician el
ciclo infectivo. Por otra parte, el vector se infecta

ingiriendo tripomastigotes presentes en la sangre de un




mamifero infectado. En el intestino medioc de la vinchuca,
estas formas se diferencian a epimastigotes los que se
multiplican y luego, en la anpolla rectal del insecto, se
transforman en tripomastigotes denominados metaciclicos

[2,7,8]."

La ubicacién de T. cruzi en la escala evolutiva es

la siguiente [1]:

Reino : Protista
Sub-reino : Protozoa

Phylum : Sarcomastigofora
Sub-phylum : Mastigofora
Clase : Zoomastigofora
Orden : Kinetoplastida
Sub-orden : Tripanosomatina
FPamilia : Tripanosomatidae
Género : Trypanosoma

Dentro del género Trypanosoma, T. cruzi pertenece
al grupo estercoraria porque es transmitido por las
deposiciones del vector. Los tripanosomas africanos, que

se transmiten por la saliva del insecto, integran el grupo

salivaria [3].




T. cruzi es una poblacién genéticamente heterogénea
de organismos. Corresponde a un conjunto de clones dque
presenta diferencias en la tasa de crecimiento intra y
extracelular! la cantidad de DNA, los antigenos presentes en
su superficie, etc. Esta diversidad genotipica también se
manifiesta a través del andlisis de poblaciones naturales del
pardsito por esguizodemas, basado en 1la separacidn
electroforética de fragmentos de DNA mitocondrial generados
por enzimas de restriceidn, y por zimodemas, determinado por
los patrones electroforéticos de isoenzimas. Los zimodemas y
esquizodemas serian clones naturaleg del parasito, gue han
retenido sus caracteristicas en grandes &reas geograficas y
por largos periodos de tiempo, comporténdose como entidades
genéticas independientes, probablemente como resultado de la
ausencia de recombinacién. La diversidad de clones gue
coexisten en la naturaleza puede ser uno de los factores gque
explique la gran variedad de formas en que se manifiesta la

enfermedad, tanto en la fase aguda como crénica [9,10,11].

T. cruzi aparentemente no presenta transmisién
sexual de material genético. La ausencia de recombinantes no
se debe a la falta de oportunidades de apareamiento pues
diferentes cepas isoenzimédticas pueden coexistir en un mismo
huésped vertebrado o invertebrado. La falta de recombinantes

se debe a que no ocurre segregacidn meidética. Es asi como, de




todas las combinaciones genéticas esperadas para isocenzimas,
sdlo se detectan unas pocas porgue hay una asociacidn
relativamente constante de los alelos en los diferentes loci
[9,10,12,13].

El andlisis del patrdn de bandeo electroforético de
diferentes isoenzimas de T. cruzi sefiala gue la mayoria de
los loci para estas enzimas son heterocigotos, por lo que se

ha inferido que este organismo es diploide [9,13].

Una peculiaridad de 1los tripanosomas es dque
presentan alrededor de 20% de DNA mitocondrial localizado en
el kinetoplasto [8]. Esta estructura corresponde a una
extensidn altamente especializada del sistema mitocondrial,
una red tubular que recorre toda la célula y en la cual estéa
inserto el kinetoplastoc [7]. La 1localizacidén de esta
estructura permite diferenciar morfoldégicamente las formas
epimastigote y tripomastigote pues en los primeros se ubica

anterior y en los segundos posterior al nicleo [2].

El DNA del kinetoplasto (DNA;) consiste de 2
especies de moléculas: minicirculos y maxicirculos,
encadenados formando una gran red de DNA. Los maxicirculos,
en nimero de 20 a 50 por célula, corresponden al 5% del DNA,,

su tamafio es de 20~40 Kkpb y codifican para algunas funciones




mitocondriales. Los minicirculos son alrededor de 5 x 10%-10%
por célula, su tamafio varia de 700 a 2.500 pb y no se conoce

que codifiquen para algin producto [14,15].

Se han estimado distintos contenidos de DNA en T.
cruzi, dependiendo de la cepa y de la técnica empleada. Se ha
encontrado valores de 0.157 [16] ¥y 0.173 [17] pg/célula
medlante reaccidn colorimétrica especifica para
desoxirribosas. Por otra parte, valores de 0.28 pg de DNA, ¥
0.054 pg de DNA; han sido estimados mediante mediciones de
fluorescencia in situ [18]. La capacidad codificante se ha
estimado en 11.000 genes de tamafio promedio de 1.500 pb. En
relacidén a la organizacidn del DNA de este parasito, mediante
cinética de reasociacién DNA-DNA, algunos autores han
determinado que presenta 9, 51 y 23% de DNA moderadamente
repetido, con Dbaja repeticién y de <copia nica,
respectivamente [18], mientras otros investigadores han
establecido, mediante la misma técnica, 9, 35 y 49% de DNA
altamente, medianamente repetido y de copia 1dnica

respectivamente [19].

E1l DNA nuclear estd asociado a proteinas basicas de
tipo histonas y su cromatina estd organizada en nucleosomas
[20]. La caracterizacidn mas sistematica de estas proteinas

revela que corresponden a 6 histonas, de las cuales algunas




presentan movilidades electroforéticas similares y otras
diferentes a agquellas sefilaladas normalmente como de
referencia; con variantes tanto alélicas como
postraduccionales, y una histona H1 que comparte propiedades
de solubilidad e inmunoldgicas con las de otras especies

[21,22,23].

T. cruzi presenta una mitosis atipica, sin
desaparicién de la envoltura nuclear. En la interfase, la
cromatina estd organizada en aglomeraciones distribuidas en
la periferia del nicleo, mientras que, durante la divisién,
ésta permanece homogéneamente dispersa a través del niicleo,
sin formar cromosomas discretos. La mitosis de este pardsito
también se caracteriza por la aparicidén de 10 placas densas
localizadas en el plano ecuatorial del niicleo y la formacién
de un huso regular. Estas placas estarian asociadas por una
parte con los microtiibules, y por otra, con la cromatina, y

actuarian como cinetocoros [24].

La cromatina de los tripanosomatideos no se
condensa durante la mitosis; por lo tanto, los cromosomas no
pueden ser visualizados por microscopia 6ptica. Sin embargo,
se pueden separar moléculas de DNA de gran tamaho
(cromosomas) mediante electroforesis en gradiente de campo

pulsado. Existe heterogeneidad entre diferentes cepas de T.
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cruzi en cuanto al patrén de estos cromosomas y la
localizacién de diferentes genes en ellos. Los trabajos
publicados coinciden en sefialar un cariotipo de al menos 20
cromosomas con un rango de tamafio de 200-300 Kb a 1600-2000
Kb [25-27]. Resultados mencs concordantes se encuentran en
relacidn a la existencia de minicromosomas en el genoma de T.
cruzi. Por una parte, se ha postulado gque el genoma de este
parédsito presenta una proporcidén relativamente pequefia de
minicromosonas en el rango de 50 a 150 Kb [26], y por otra,
se ha descartado su presencia {25,27], en contraste con lo

gue ocurre en T. brucei que  presenta abundantes

minicromosomas.

Experimentos de incorporacidén de precursores
radiactivos de bases nitrogenadas, han demostrado que todas
las formas de T. cruzi son incapaces de sintetizar el anillo
de purinas "de novo" y dependen de la presencia de estas
bases © nucledsidos en el medio. Por el contrario, pueden
sintetizar pirimidinas "de novo". Tanto las bases piiricas
como las pirimidicas son interconvertibles entre si, de
manera que basta la presencia de una de cada tipo en el medio

para el desarrollo del parasito [28,29].

Nuestro interés se ha centrado en éstudiar en T.

cruzi un mecanismo de regulacibdn de la expresidn génica,

11




presente en eucariontes superiores, y que pueda participar en
el control de la expresién de genes especificos en cada uno

de los estados del paréasito.

La regulacién de la expresidn génica en eucariontes
es llevada a-cabo por un gran nimero de mecanismos gue operan
a diferentes niveles. Uno de los mas importantes es 1la
metilacidén del DNA. Muchos estudios asocian la metilacidén de
secuencias especificas dentro de un gen con la inactivacidn

de su expresidén génica [30-35].

La metilacidén del DNA es un mecanismo bastante
universal de regulacidén de la expresidén génica, pues esta
presente en casi todos los organismos en los cuales se ha
buscado. E1 DNA de procariontes presenta las bases
modificadas 5-metilcitosina (5mC) y 6é-metiladenina (6mA)
[30]. Aquel de eucariontes unicelulares presenta 5mC o 6mA o
ambas bases metiladas [30,36,37]). E1 DNA de eucariontes
superiores contiene 5mC en una cantidad que varia de 0.03 mol
por ciento en insectos, 2 a 7~8 moles por ciento en
mamiferos, y sobre 25 moles por ciento en plantas; ciertas
algas verdes e insectos presentan ademds bajos niveles de 6ma
[30]. E1 DNA de vertebrados presenta exclusivamente la base
modificada 5mC, la que se ubica principalmente en 1la

secuencia dinucleotidica CpG [31,32]. En el DNA de plantas,
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en cambio, 5mC se ubica en las secuencias CpG o CpXpG [38].

Las bases metiladas no se distribuyen al azar en el
DNA, lo cual fortalece la proposicidn que é&stas juegan un rol
-en la regulacidn de 1la transcripcién. Secuencias de DNA
satélite y altamente repetido, que corresponden a regiones
gue no se transcriben, estdn altamente metiladas en citosina

en comparacidn con aquellas de copia tnica [32,39].

Por otra parte, secuencias dinucleotidicas CpG no
metiladas se agrupan en islas de 500 a 2000 pb, que cubren
una extensa regidn del extremo 5’ de un gen, incluyendo las
secuencias hacia arriba de éste y los primeros exones. Estas
islas CpG presentan una densidad 10 veces mayor de este
dinucledtido que el resto de las secuencias de DNA, pero, a
pesar de presentar un mayor nfimero de citosinas
potencialmente metilables, éstas permanecen no metiladas
permitiendo la expresidn de los genes asociados a ellas [40-

427.

Islas CpG se asocian a los extremos 5/ de todos los
genes gue se expresan constitutivamente y algunos genes
tejido especificos. La cromatina de estas islas estaria
organizada en una estructura mis suelta y mds sensible al

ataque de nucleasas, probablemente porgue una fraccidn de
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ella esta libre de nucleosomas, ademids de presentar una menor
proporcidn de histona H1 e hiperacetilacidén de las histonas
H3 y H4, caracteristicas propias de 1la cromatina

transcripcionalmente activa [42].

Se ha propuesto que cada tipo de tejido presenta un
patrdn de metilacién que es especifico. Al respecto, algunos
sitios estdn metilados en todos los tejidos; otros, gue
forman parte de genes constitutivos gque se expresan en todos
los tejidos, no presentan sitios metilados, mientras dgue
aquellos genes que codifican para funciones tejido
especificas estadn generalmente hipometilados en citosina en
aquellos tipos celulares en los cuales se expresan Y
altamente metilados cuando no se estdn expresando. Por
ejemplo, los genes de la B globina estén hipometilados en
células eritroides de numerosas especies y metilados en los

demés tipos de células [32,43].

A pesar que, en general existe correlacidn entre la
hipometilacidén en citosina de un gen y la activacién de su
transcripcidn, se ha observado gque, en algunos casos la
ausencia de metilacidn en determinados sitios no es
suficiente para que un gen se exprese o bien, que genes que
estdn metilados en algunos tejidos igualmente se expresan

[44,45]. Esto puede deberse a que la metilacién pudiese ser
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sdlo uno de los diversos mecanismos involucrados en la
regulacién de ese gen, o que no se han hipometilado sitios
criticos que determinan la activacidén del gen, por ejemplo,
aquellos ubicados en la regidn 5’ o promotora. Asi cuando se
metila artificialmente el sitio Eco RI, 79 pb hacia arriba
del extremo 5’ del gen de la timidina guinasa del virus
Herpes simple, éste se inactiva, lo que no ocurre cuando se

metila el sitio 1.1 Kpb hacia abajo del extremo 3/ [44].

En aquelleos organismos que presentan metilacidn de
su DNA en adenina ocurre la situacidén contraria; esto es, las
secuencias activas estdn altamente metiladas. En Tetrahymena
por ejemplo, el DNA del macronicleo, que es
transcripcionalmente activo, estd metilado en adenina; en
cambio, el DNA del micronicleo, gue es inactivo, no lo esta

[36,37].

Se han postulado 2 mecanismos para explicar cdémo
interfiere 1la metilacidén del dinucledtido CpG con 1la
transcripcién. El primero de ellos sostiene que los factores
de transcripcién serian incapaces de unirse a sitios CpG
metilados, y el segundo sefiala gque CpG metilados podrian
interaccionar con cierxrtas proteinas nucleares formando un
estructura nucleoproteica que impide el acceso de factores de

transcripeién [46,47]. En relacién a la primera alternativa,
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se sabe que la metilacidén de un dinucledtido CpG en el centro
del sitio de reconocimiento del factor de transcripcién MLTF,
reduce sustancialmente su unién a esta secuencia [48]. Por el
contrario, no hay diferencias en la.afinidad del factor .de
transcripeién Spl por su sitio especifico de unién cuando
éste esti metilado o no metilado en CpG [48]. Con respecto al
segundo mecanismo propuesto, se ha detectado una proteina
llamada MeCPl que Se une a una amplia variedad de secuencias
de DNA metiladas en miltiples CpG. Esta proteina podria
interferir con la unién de factores de transcripecidn o podria
inducir una conformacidén del DNA inaccesible para 1los
primeros [46,47]. Por otra parte, se ha observado que genes
que se expresan activamente presentan una conformacidn méas
expuesta y mayor sensibilidad a DNAsas [43,49]. Ademds, 5mC
favorece la conversidn de DNA; a DN3,, alterando la estructura
terciaria del DNA y restringiendo la capacidad de esa regidn

de organizarse en nuclecsomas [30].

La metilacién es llevada a cabo en forma
postreplicativa,por enzimas DNA metiltransferasas que dirigen
la transferencia de grupos metilo desde S-adenosilmetionina
(SAM) a posiciones especificas en ciertas bases del DNA.
Estas metilasas llamadas de mantencién, reconocen como

sustrato especifico al DNA hemimetilado, determinando 1la

herencia semiconservativa del patrén de metilacidén [30-

16




32,43,50,51]. Existen controversias en cuanto a su modo de
accidn; una posibilidad es gue se unan a un sitio, lo metilen
vy se disocien del DNA; la otra es que se unan al DNA y se
desplacen a lo largo de la molécula metilande los sitios

disponibles [51].

También se ha descrito metilacidén "de novo" en
procariontes y eucariontes. Esta ha sido detectada, por
ejemplo, en ciertos virus que al integrarse en el genoma de
la célula huésped metilan su DNA, modificacidn que no estaba
presente en el genoma del virus no integrado [30,31,51). Por
otra parte, se ha postulado gque ocurre metilacidédn "de novo"
durante el desarrollo; ésto permitiria el establecimiento del
patrén final de metilacidn caracteristico del embrién v los

subsecuentes tipos de cé&lulas somédticas diferenciadas [52].

S6lo existe una evidencia experimental de actividad
DNA demetilante en células eucariontes, que fue detectada en
extractos proteicos obtenidos de nficleos de células de
eritroleucemia murina [53]. Dado que no se han identificado
enzimas demetilantes, se sugiere gue la demetilacidn ocurre
por un proceso pasivo mediante el cual el DNA se replica sin
la concomitante metilacién de mantencidn, probablemente por
una deficiencia de SAM o el bloqueo de las metilasas de

mantencién por otras proteinas con la consiguiente
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replicacién en ausencia de éstas [31,52].

Algunos autores han planteado gque los patrones de
metilacién observados en los tejidos mamiferos éﬁultos, son
establecidos por demetilaciones especificas en las islas CpG,
en un evento programado durante el desarrcllo fetal de
mamiferos [54]. Otros investigadores en cambio, han. sugerido
que lo gue ocurre es una demetilacién general, seguido por un
proceso de metilacidn "de novo" que proporciona los patrones

finales de metilacién tejido especificos [52].

Los niveles y patrones de metilacidn del DNA estan
alterados en células cancerosas [55-58]. Un menor nivel de
metilacién general del DNA se ha observado en un nuimero de
tumores y lineas celulares tumorales [55,56,58]; a pesar de
ésto, algunos sitios en genes especificos, que no se expresan
en estas células transformadas, estarian mds metilados gue su
contraparte normal [56]. Por otra parte, también se ha
encontrado hipometilacién en tejidos en regeneracién, en una
proporcién mayor que la esperada por efectos de replicaciéq
del DNA sdlamente, por lo gue se ha asociado un alto nivel de
sintesis de DNA con un decrecimiento en el contenido de 5mC

[65].

También se ha observado una demetilacién masiva de




sitios CpG, en células inducidas a diferenciar "in vitro" con
diferentes agentes quimicos [59], situacién similar a la
observada en células transformadas y ciertas células
tumorales. Por otra parte, el compuesto 5-azacitidina, gque
inhibe 1la metilacidén del DNA, induce -varios fenotipos
diferenciados a partir de diferentes lineas celulares

[57,607.

La deteccién de bases metiladas en el DNA de
tripanosomatideos es un problema gue aiin no se ha resuelto.
En 1969, se reporta la pusencia de las bases modificadas
metilcitosina e hidroximetilcitosina en los DNA de varios
tripanosomas, incluido T. cruzi, hidrolizados en A&cido
perclérico y analizados por cromatografia de capa fina [19].
Posteriormente se han publicado varios trabajos realizados en
tripanosomas africanos, los que han arrojado resultados
contradictorios. En 1983 se reporta que existe un 1.3% de
nucledsidos modificados en el DNA de T. eguiperdum, ubicados
principalmente en la fraccién de DNA telomérico y
aparentemente en reemplazo de citosina, pero no se determina
su naturaleza [61]. En 1984, se sefiala gue ocurre digestidn
parcial de los genes VSG teloméricos activos de T. brucei,
con las enzimas de restricecién PstI y PvuII, lo que sugiere
una modificacién del dinucledtido GC, resultado gue no se

observa cuando se digiere con Mspl y HpalIl [62,63]. Por
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iiltimo, en 1988, se seflala gue no hay nucledtidos metilados

en DNA de T. brucei y T._ _equiperdum, hidrolizados

enzimdticamente y fraccionados por HPLC, indicando que el
resultado obtenido en 1983 corresponde a un g;tefacto gue no

es 5mC ni otro nucleésido conocido [64].

En relacién al DN3;, se ha postulado la ausencia de
bases metiladas en el DNA del kinetoplasto de T. cruzi, pues,
la digestidn con las enzimas MspI-HpaIl Yy Mb’oI-—SauBI.l no
permite detectar metilacién en citosina y adenina en las

secuencias CCGG y GATC, respectivamente [65].

En esta tesis se ha estudiado la posible relacién
entre la metilacidn del DNA y la proliferacidn de T. cruzi en
la forma epimastigote, y en forma preliminar, con la

diferenciacién de esta forma a tripomastigotes.

Una estrategia ampliamente usada para estudiar la
relacidén entre el grado de metilacién del DNA y la regulacidn
de 1la expresidn génica, ha sido la induccidédn de 1la
hipometilacidén del DNA a través del agente hipometilante 5-
azaC. Este compuesto es un andlogo de citosina que se
incorpora en el DNA que estd replicando; presenta un &tomo de
nitrégeno en vez del carbono 5 del anillo por lo tanto no

acepta un grupo metilo en esa posicidn [60]. Su efecto mds
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drastico sobre la metilacién, sin embargo, se debe a que
inactiva a las enzimas DNA metiltransferasas con las cuales

forma un complejo covalente e irreversible [66-68].

En algunos -casos, existen evidencias que
S5-~azacitidina induce la expresidén selectiva de ciertos
genes inactivos mds gue un aumento global en la transcripcién
[69]. Asi, por ejemplo, la inyeccidn de 5-azaC en células de
ratdén que llevan el provirus de leucemia murina, altamente
metilado e inactivo, induce la transcripidn del genoma viral

en diferentes tejidos [70].

En este trabajo se estudid la presencia de bases
metiladas en el DNA de T. cruzi y su posible participacién en
la regulacidn de la proliferacidn celular e incipientemente

de la diferenciacién de este parasito en cultivo.
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HIPOTESIS

Trypanoscoma cruzi presenta bases metiladas en su DNA. Esta
modificacidén guimica del DNA es uno de los mecanismos de
regulacién que participan en el control de la proliferacién

del pardsito en cultivo.
OBJETIVOS
Objetivo general :

Estudiar la metilacién del DNA en la forma

epimastigote de Trypanosoma cruzi y su participacién en la

proliferacidén del parésito.
Objetivos especificos :

- Identificar bases metiladas en el DNA de epimastigotes de
T. crugi.

— Inducir la hipometilacidn del DNA en epimastigotes de

T. cruzi.

- Relacionar la hipometilacidn del DNA con la proliferacién

de epimastigotes de T. cruzi en cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES @

Cepas @

Todos los experimentos de esta tesis se realizaron
con epimastigotes de T._cruzi, cepa Tulahuén de Chile,

cultivados en nuestro laboratorio.

Para la determinacién de bases metiladas por
enzimas de vrestriccién, se emplearon ademds las cepas
argentinas RA en las formas epimastigote y tripomastigote y
Tul 0 en la forma epimastigote, las que fueron donadas por el
Dr. Carlos Frasch del 1Instituto de Investigaciones

Bioquimicas, Fundacidn Campomar, Buenos Aires, Argentina.
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METODOS

1.~ cultivo de T. cruzi :

- Epimastigotes de T. cruzi, cepa Tulahuén chilena,
se cultivaron a 28°C en medic Diamond (12.5 g triptosa,
triptona, extracto de levadura y NaCl, 8.125 g K,HPO, y KH,PO,,
en 1 1 agua destilada, pH 7.2) [71], al cual se agregd 2.5%
de FBS inactivado, 7.5 uM de hemina, (de Sigma Chemical Co.),
1 mg/ml de estreptomicina sulfato y 100 U/ml de penicilina

so6dica, (de Gibco Laboratories).

2.- Cosecha de T. cruzi :

Para la extraccién de DNA, los pardsitos se
cosecharon por centrifugacidén a 2500 X g, por 10 min., a 4°C,
en centrifuga International IEC (modelo B-20), rotor N°
872. Una vez sedimentados se lavaron con PBS a pH 7.2 (NacCl
0.107 M, KH,PO, 0.052 M) y se centrifugaron en las mismas

condiciones anteriores.

Para experimentos en los cuales se requirid de
pariasitos vivos (incorporaciédn de precursores radiactivos,

determinacién del consumo de oxigeno o tratamientos con
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5-azaC), los epimastigotes se cosecharon en centrifuga Kubota
KR600 a 650 X g, por 20 min., se lavaron con PBS y se
resuspendieron en medio Diamond fresco o en PBS, segun el

tipo de experimento.

3.- Efecto de 5-azacitidina sobre la proliferacidn :

3.a. Turbiedad y numero de células :

Se midié el efecto de 5-azaC (de Sigma Chemical
Co.), en las concentraciones 10%, 10% 107 M, sobre el
crecimiento diario de cultivos de epimastigotes de T. cruzi.
Los parasitos se cultivaron en un volumen final de 10 ml de
medio Diamond, en matraces Erlenmeyer con un tubo lateral
adaptado para nefeldmetro. Dado gque existe una- relacidn
lineal entre el nfiimero de epimastigotes y la turbiedad del
medio de cultivo, la variacidn en el nimero de células se
seguid diariamente por turbidimetria en un nefeldmetro HF
modelo DRT-100D ¥y en algunos puntbs de la curva de

crecimiento por conteo directo en una cémara de Neubauer.

La solucidn de 5-azaC se prepard en el momento de
usar y se esterilizd por filtracién. En un primer tipo de

experimentos, ésta se agregd a cultivos en crecimiento normal
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en las concentraciones finales de 10° M a 107 M cada 24 hrs,
durante 14 dias. Como control se utilizé cultivos de
epimastigotes sin exposicién a 5-azacC.

En otros experimentos, el andlogo se agregd durante
7 dias, cada 24 hrs, a cultivos mantenidos continuamente en
fase exponencial de crecimiento. Esta condicién se obtuvo
diluyendo diariamente, con medio Diamond fresco suplementado
con las concentraciones correspondientes de suero, hemina y
antibidético, hasta los valores de turbiedad y nimero de
células de un cultivo en la mitad de la fase exponencial de
crecimiento; estos valores corresponden a aguellos con los
cuales se inicid el experimento. Cultivos mantenidos
continuamente en fase exponencial de crecimiento pero sin

tratamiento con 5-azaC se usaron como control.

3.b. Incorporacién de timidina [metil-H’j :

Cultivos de epimastigotes de T.cruzi tratados
diariamente, durante 14 dias, con 5-azaC 10% M, y controles
(no tratados), se incubaron con timidina [metil-H?] en 1las

fases exponencial, de inflexidén y estacionaria de la curva de

crecimiento.

Fracciones de los cultivos de cada uno de las fases
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sefialadas se centrifugaron en paralelo, para obtener de cada
una de ellas los pardsitos y los scbrenadantes a usar como
medios condicionados. Las incorporaciones se realizaron en
triplicado, por 24 hrs, en alicuotas de 1.5 millones de

células, en 1 ml de medio condicionado, con 10 ucCi de
timidina [metil-H?] (67 Ci/mmol de ICN Biochemicals) y se
detuvieron colocando los tubos en hielo-agua. Se centrifugd
a 15600 x g por 10 min en centrifuga Eppendorf 5414. Luego,

las células se lavaron con PBS a pH 7.2.

Los parasitos se rompieron por congelamiento a -
70°C y descongelamiento. Se trataron con TCA al 5% por 15
min, en hielo-agua. Los precipitados se lavaron 2 veces con
TCA al 5% frio, una vez con etanol al 80% frio y una vez con
etanol-eter (3:1 v/v). En cada paso se centrifugd a 15600 x

g por 10 min en centrifuga Eppendorf.

Los sedimentos se disolvieron en NaOH 1M y se
agregd 50 pl de esta suspensidn a 5 ml de céctel de centelleo
(330 m1 tritdn X-100, 660 ml xileno, 5 g PPO, 0.5 g POPOP).
La radiactividad se mnidié en un espectrofotémetro de

centelleo liquido Beckman modelo LS 100C.
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4. Efecto de 5S-azacitidina sobre algunos parametros

metabdélicos de epimastigotes :

4.a. Incorporacién de uridina-H® en RNA y leucina-H®

en proteinas :

Se cuantificé la incorporacién de uridina-H® y de
leucina-H?>, en el RNA y proteinas totales, respectivamente,
de epimastigotes cultivados por 14 dias, en presencia de 10°M

5—-azaC y controles.

Los parasitos tratados y controles se cosecharon
por centrifugacidon, se lavaron con PBS a pH 7.2 y se
resuspendieron en 1la mnisma solucidn. Alicucotas de 1.5
millones de células, en 1 ml de PBS, se incubaron con 50 uCi
de uridina-B® (25.4 Ci/mmol de New England Nuclear) o con 10
pCi de L-leucina [4,5-H] (60Ci/mmol de ICN Biochemicals),

por 3 h a 28°cC.

Los parasitos se procesaron para determinar la
incorporacidén de los precursores radiactivos, de acuerdo a lo
descrito en el punto 3.b. Los sedimentos se solubilizaron en
NaOH 1 N. Se agregaron 5011 de cada suspensidén a 5 ml de

liquido de centelleo y se midié la radiactividad.
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4.b. Determinacién del contenido de RNA y de

proteinas por célula @

Se cuantificé el contenido total de RNA y de
proteinas de epimastigotes de T.cruzi en cultivos tratados
diariamente, durante 14 dias, con 5-azaC 10°% M y de células

controles no tratadas.

El procesamiento de las muestras para la
determinacién del RNA y proteinas se realizd de acuerdo & la
técnica descrita por Schneider [72]. Las células se
cosecharon por centrifugacidén y se trataron secuencialmente
con TCA al 5% frio y solventes lipidicos (etanol al 80% y
etanol:eter, 3:1 v/v), como se describid en el punto 3.b. Los
acidos nucleicos se extrajeron de los sedimentos con TCA al
5% a 90°C por 20 min. Se enfriaron en hielo y se
centrifugaron a 1750 x g por 15 min en centrifuga Kubota, a
temperatura ambiente. En los sobrenadantes se nidid el
contenido de RNA mediante la técnica del orcinol [73] y en
los sedimentos se determind el contenido de proteinas por el

método de Lowry y col. [74].

Para la determinacién del contenido de RNA,
diferentes diluciones de las muestras tratadas y controles,

se llevarcon a un volumen final de 1.5 ml con TCA al 5%. Se
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les agregd 0.5 ml de n-butanol, 3 ml de reactivo de orcinol#*
y se mezclaron en vortex. Se calentaron en baho a 90°C,

por 1 h, tapando los tubos con bolitas de vidrio. Se detuve
la reaccidn enfriando en hielo y se determind el cromdgeno
formado a 660. nm en espectrofotdmetro UV-190 Shimadzu. Se
utilizd como estédndar tRNA de levadura (de Sigma Chemical

Co.) en una curva de calibracidén de 20 a 100 ug de RNA.

Para la determinacidén del contenido de proteinas,
diferentes diluciones de las muestras tratadas y controles se
llevaron a un volumen fingl de 250 ©l de NaOH 1 M. Se agregd
1.25 ml de cuprotartrato de cobre*** y se mantuvo 10 min a
temperatura ambiente. Se agregaron 125 pl de reactivo de

Folin (de Sigma Chemical Co.) 1:1 v/v en agua desionizada. Se

* Reactivo de orcinol: 2 ml de una solucidn 50% p/v de
orcinol (de Sigma Chemical Co.) en etanol absoluto, se
llevaron a un volumen final de 100 ml con reactivo de idn
clprico**.

%% Reactivo de i6n clprico: 0.15 g de CuCl, en 100 ml de HC1
concentrado.

*%% Cuprotartrato de cobre: se mezcld 1 ml de tartrato de
sodio y potasio al 1% con 1 ml de sulfato de cobre al 1%,
luego, se agregaron gota a gota, agitando constantemente, 100

ml de carbonato de sodio al 2%.
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mezclaron en vortex, se esperd que desarrollara color por 20
min v se midié la absorbancia a 550 nm en el espectrofotome-
tro. Se utilizdé como esténdar una curva de calibracién de 25
a 75 pg de albimina de suero de bovino BSA (de Sigma Chemical

Co.)
4.c. Determinacidén del consumo de oxigeno :

Se determind el consumo de oxigeno en epimastigotes
de T. cruzi provenientes de cultivos tratados diariamente,
durante 14 dias, con 5-azaC 10° M y de células controles no
tratadas, seglin el método de Lessler y Brierley [75]. Las
células se cosecharon por centrifugacién y se resuspendieron
en buffer TRIS 100 mM- NaCl 52 mM. Se contdé el nldmero de
cé&lulas y una cantidad conocida de paréasitos, siempre
superior a 160 millones de células (equivalente a 2 mg de

proteinas), se llevaron a un volumen final de 2 ml de buffer.

Se nidié el consumo de oxigeno en un oxigrafo
Gilson 5/6 calibrado al 100% con un electrodo tipo Clark N°
2149 (Yellow Spring Instruments Co.).

5.- Efecto de 5-azacitidina scobre la diferenciacidn celular

Para determinar el efecto del tratamiento con el
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andlogo sobre la diferenciacion de formas epimastigotes a
tripomastigotes en cultivo, se realizaron extendidos de

cultivos de T. cruzi tratados diariamente, durante 14 dias,
con. 5-azaC 10° a 107 M y de cultives controles. En estos
extendidos se evaluaron tambié&n posibles alteraciones
morfoldgicas inducidas por el tratamiento con 5-azaC sobre

los epimastigotes.

En distintos dias de la curva de crecimiento, se
colocaron gotas de cultivos tratados o controles sobre un
portaobjetos y se extendieron a lo largo de éste con ayuda de
un cubrecobjetos. Se secaron al aire y se fijaron en metanol
al 100% por 7 min. Se lavaron 2 veces, por 5 min, con etanol
al 70% y luego una vez con agua destilada. Se tifieron durante
20 min. con una solucidn de Giemsa al 4% (2 ml de Giemsa, 1
ml de PBS a pH 6.8, 47 ml de agua destilada), se lavaron con

agua destilada y se secaron al aire.

Se contaron 500 células por extendido, y 3 placas
de cultivos controles y tratados con cada una de las 3 con-
centraciones de 5-~azaC. Se consideraron epimastigotes aque-
llos parédsitos de mayor grosor y con el kinetoplasto locali-
zado anterior al nicleo, y tripomastigotes, aguellos para-
sitos delgados y con el kinetoplasto localizado posterior al

nicleo. Se definieron como formas celulares transitorias o
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intermedias, aquellas gruesas con el kinetoplasto ubicado

entre las partes anterior y posterior del parasito.

6.- Deteccién de bases metiladas por cromatografia en

papel :

6.a. Incorporacién de adenosina-H> :

Se utilizd para detectar 6mA en el DNA de T. cruzi.
Cultivos de epimastigotes de 3 dias, se centrifugaron a 650
¥ g, por 20 min, a 28°C, en centrifuga Kubota. Las células se
lavaron en PBS a pH 7.2 y se resuspendieron en medio Diamond
suplementado con 2.5% de suero. A 1.5 millones de células por
ml se agregaron 30 uCi de 2-adenosina-H® (22.3 Ci/mmol de
Amersham), en dos etapas: la primera en el tiempo 0 y 1la
sequnda a las 24 hrs de cultivo. Las células se mantuvieron
a 28°C. A las 48 hrs de iniciado el experimento (dia 5) se
detuvo la incorporacién por enfriamiento en hielo-agua y
centrifugacidén a 15600 x g por 10 min en centrifuga

Eppendortf.

Simultaneamente con los cultivos radiactivos, se
cosecharon epimastigotes del mismo cultivo original pero sin
adenosina-H® para ser utilizados como acarreador. Ambos
sedimentos se mezclaron y a partir de ellos se extrajo el

DNA.
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6.b. Incorporacién de metionina [metil-H’] :

Se utilizé para detectar la presencia de bases
metiladas en el DNA de T. cruzi. Los epimastigotes se
incubaron con 20 pCi de L-metionina [metil-H?] (80 Ci/mmol de
Amersham) durante toda la fase exponencial de crecimiento. En
la zona de inflexidén de la curva de crecimiento (dia 9), se
agregaron 10 puCi adicionales del precursor. La incubacidén se
mantuvo hasta alcanzar la fase estacionaria, en la que se

cosecharcon los epimastigotes.

La manipulacidn de los cultivos, la concentracidn
de células, la determinacién de la incorporacién y el
procesamiento para la posterior extraccidédn e hidrélisis del

DNA, se realizaron como se indica en el punto 6.a..

6.c. Obtenciédn de DNA nuclear :

Se realizdé de acuerdo a Van der Ploeg y col. [76],
con modificaciones menores introducidas en el laboratorio del
Dr. A.C.C. Frasch, Buenos Aires, Argentina. El sedimento de
células se resuspendid® en una solucidén 10 mM TRIS, 100 mM
EDTA, 100 mM NaCl a pH 7.5. Se agregd SDS a una concentracién
final de 1% y se incubd con proteinasa K (de Sigma Chemical

Co.) 50 pg/ml, por 2 h a 37°C.
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La suspensidn se extrajo con un volumen de fenol-
cloroformo hasta la desaparicién de la interfase y luego con
un volumen de cloroformo. El1 fenol se destild previamente,
se saturd en la solucidn de resuspensién y se mezcld con 0.1%
de 8-hidroxiquinolina. En cada paso se agitd por inversidn
del tubo y se centrifugd a 1000 x g, por 5 min, a 4°C, en

centrifuga International, rotor N° 870.

La fase acuosa se centrifugd a 20000 X g, por 1 h
, & 4°C, para descartar en el sedimento el DNA del
kinetoplastq [77]. al sobrenadante se agregd una
concentracidén final de 0.5% SDS y se incubd con 50ug/ml de
RNAsa, por 2 h, a 37°C; luego, se agredgaron 30 pug/ml de

proteinasa K y se incubd por 1 h a la misma temperatura.

Se reextrajo con fenol-cloroformo y cloroformo. Se
precipitd el DNA con acetato de sodio 0.3 M a pH 5.2 v 0.6
volimenes de 2-propanol, durante toda la noche a -20°C. Se
colectd el DNA por centrifugacidén a 12000 X g por 30 min a

4°C, Se lavd con etanol al 70% frioc y se secdé al vacio.

6.4 Purificacidn del DNA :

Se estandarizaron las condiciones de separacidn del

DNA de ribonucledtidos o ribonucledsidos libres, en una
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columna de Sephadex G-50 (de Sigma Chemical C.0.) de 1.5 por
10 cms. La preparacién de esta columna se realizd de acuerdo
a Maniatis y col. [78].

Previamente se establecieron las condiciones de
separacidn para una muestra de prueba, constituida por DNA de
timo de ternera (de Sigma Chemical Co.) a la gue se agregd
150.000 cuentas de uridina-H). Esta mezcla se pasd por la
columna a un flujo de 0.5 ml por minuto. Se
colectaron fracciones de 0.5 ml y se leyd para cada una de

ellas la absorbancia a 260 nm vy la radiactividad.

El primer pico de absorbancia, correspondiente al
DNA, se obtuvo en las fracciones 12 a 17. En ellas no se
detectd radiactividad. Un segundo pico menor de absorbancia
se observd en las fracciones 33 a 47, el que coincide con el

pico de radiactividad correspondiente a uridina-g’.

Para purificar el DNA de T. cruzi, el sedimento se
resuspendid en buffer TE a pH 8.0, se cargd la columna y se
eluyd en las mismas condiciones de la muestra de prueba. Se
colectaron las fracciones correspondientes al primer pico de
absorbancia, se mezclaron y se precipitaron con acetato de

sodio - 2-propanol toda la noche a ~20°C.
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6.e. Cuantificacidén del DNA :

La cantidad de DNA se establecid considerando que
una unidad de absorbancia es equivalente a 50 ug de DNA de
doble hebra {79]. Para ello, el DNA se resuspendid en buffer
TE a pH 8.0 (TRIS-HC1 10 mM, EDTA 1 mM) y se leyd su
absorbancia a 260 nm. Luego, se reprecipité con 0.3 M de
acetato de sodio pH 5.2 y 0.6 volimenes de 2-propancl durante

toda la noche a —-20°C.

6.f. Hidrdlisis del DNA :

El DNA se sometid a hidroélisis total durante 30
min. a 175°C con Acido férmico 98%, que libera primero las

bases plricas y luego las pirimidicas [80].

El DNA precipitado se resuspendié en acido férmico
en la relacién 1 mg/0.3 ml. La suspensidén se colocté en
ampollas de vidrio Pyrex, las que una vez selladas a la llama
del mechero, se colocaron en una estufa a 175°C por 30 min.
Posteriormente el hidrolizado se enfrié a temperatura
ambiente y luego a 4°C. Las ampollas se abrieron y se evapord
el solvente con nitrégeno liquido o al calor suave de la
llama del mechero. El hidrolizado se resuspendidé en HC1 1 N

(lmg/100pl) y se cargd toda la muestra en los cromatogramas.
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6.9g. Cromatografia en papel :

Los hidrolizados de DNA de T. cruzi se analizaron
por cromatografia descendente en papel, en una o_en dos
dimensiones, de acuerdo al protocolo de Hattman [81],

modificado.

Se estudidé la ubicacién de cada base nucleotidica
(&, C, G, T), de 5mC y de 6mA (todos los estandares de
Sigma Chemical Co.)}, en cromatogramas unidimensionales con
dos sistemas de solventes : 1-butanol 86% - NH, 1%, o
2-propanol 65% - HCl 18%. Se observd la migracidén de cada una
de las bases en un transiluminador UV de onda corta (UVP,
ICN). Se calcularon los Rféavidiendo la distancia desde el

punto en que se aplica la base hasta el centro de la mancha

correspondiente, por la distancia de migracién del solvente.

También se estudid la localizacidn de las 6 bases
patrones en cromatogramas bidimensionales. Para ello, se
croﬁatografié cada una de las bases por separado y luego en
una mezcla. Se utilizé 1-butanol 86%~NH; 1% para la primera
dimensidén y 2-propanol 65%-HCl 18% para la segunda. Entre
ambas fases el papel se secd y se gird en 90°. Las

cromatografias se realizaron durante toda la noche, dentro de
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una camara saturada con el mismo solvente utilizado para la

migracién.

El hidrolizado se cargd gota a gota, equidistante
5 cms de cada boxrde en el extremo superior derecho de un
papel Whatman N°1l de 30 x 30 cms. En el mismo punto se
aplicaron 10 pg de cada una de las 6 bases patrones, para
usar como referencia de la migracidén de las bases y su
posterior ubicacidén en el transiluminador UV. Después de
terminada la cromatografia y secado el papel, se marcd el
contorno de cada base, se recortaron y se eluyeron durante 24
h en frasquitos de centelleo con 1 ml de solucidén 0.2 M
NaCl-0.1 M HCl1 ([82]. Se agregaron 10 ml de coctel de
centelleo y se midid la radiactividad. Simultédneamente, como
control se mididé la radiactividad de areas iguales en otras
partes del cromatograma, la que se restd de la radiactividad

presentada por las bases.

7.- Deteccién de bases metiladas por HPLC s

7.a2a. Obtencidén del DNA nuclear :

Se extrajo DNA de epimastigotes cultivados por 14

dias y de parasitos tratados diariamente por ese tiempo con
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5-azaC 10°% M, segiin el punto 6.c. En este DNA se investigd
presencia de 5mC y/o 6mA, asi como el efecto de 5-azaC sobre

el grado de metilaciodn.

7.b. Purificacidn del DNA :-

La purificacién del DNA se realizd segin el punto

6.d.

7.c. Hidrdélisis del DNA :

Se realizd segln el punto 6.f£f. Los hidrolizados se
resuspendieron en 30 ul de formiato de amonio 20 mM en 12% de

metanol a pH 4.0.

7.d. Separacidén de las bases por HPLC : .

Los hidrolizados de DNA de T. cruzi tratados con
5-azaC y controles, se analizaron por HPLC, tomando como base
la técnica descrita por Farrance e Ivarie [83]. Se
estandarizaron las condiciones de separacidn con 630 ng (21
ng/ul) de cada una de las bases patrones (A, T, C, G, 5mC y
6mA) por separado Yy luego de una mezcla de estas bases. Se
usd como control positivo hidrolizados de DNA de espermios de

salmén (de Sigma Chemical Co.).
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La separacién se realizé en un gradiente de 0 a
100% de solucién A a B, en 20 min, a un flujo de 1 ml por min
(soluciones A y B: 20 y 40 mM de formiato de amonio en
metanol al 12% a pH 4.0, respectivamente). Se utilizé un
-equipo de HPLC Waters Associates con 2 bombas modelo 6000 A,
con programa de solvente modelo 660 e inyecto; modelo U6K,
con una columna Partisil 10 SCYX Wathman de 250 x 4.6 mm,
donada por el Dr. David Arnot, del Department of Molecular

Biology, New York University Medical Center, New York, USA.

Se mididé la absorbancia a 260 nm en espectrofo-
témetro Uvidec-100-IV Jasco. Se registrd en una impresora
RC-150 Jasco, con una velocidad de corrida del papel de 5

mm por min.

8.~ Deteccién de bases metiladas por enzimas de restriccidn

g8.a. Obtencién de DNA nuclear :

Se extrajo el DNA de epimastigotes de las cepas
Tulahuén chilena, Tul 0 y RA argentinas y de tripomastigotes
de la cepa RA, segin lo descrito en el punto 6.c. Se controld
cada DNA por electroforesis en geles de agarosa al 1%, previo

a la digestién con enzimas de restriccién (como se detalla
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en el punto 8.c.). Esto permitié determinar que el
tratamiento con RNAsa elimina totalmente 1a banda dgue

corresponde a RNA (no mostrado).

8.b. Tratamiento con enzimas de restriccion :

En eucariontes superiores, el 920% de los residuos
5mC llieva al lado 3/ una guanina, formando el dinucleétido
CpG, que forma parte de la secuencia de reconocimiento de
varias enzimas de restriccién. Las enzimas MspI y HpalIl
reconocen la secuencia CCGG; la primera corta independiente
del estado de metilacién de la citosina interna, la segunda
en canmbio, lo hace s6lo cuando esta base no estd metilada

[30].

Se digirieron 5 ug de cada DNA, con la enzima MspI
{10 U/ug de DNA) o de HpalIl (5 U/ug de DNA) (de Bethesda
Research Laboratories (BRL)),durante 4 h a 37°C, en los
siguientes buffers de digestidén: MspI: 50 mM TRIS-HCl (pH
8.0), 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol y HpaII: 20 mM Tris-HCl

(pH 7.4), 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol.

Se controld la actividad de las enzimas de
restriccidn incubando 200 ng de DNA del bacteridéfago lambda

(de Sigma Chemical C.0.), con 10l de la mezcla de digestidn
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y analizando los productos de digestidn por electroforesis en

geles de agarosa 1.2% (noc mostrado).

8.c. Electroforesis en geles de agarosa :

Los DNA digeridos -con las enzimas de restriccién
MspI y HpalIl se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 0.8%, de 13 x 10 cms, en buffer TBE (55 g acido
bdérico, 121.1 g TRIS y 7.4 g EDTA, en un volumen final de 1

1 con agua destilada) [84].

Se cargd aproximadamente 1 pg de DNA digerido por
carril, en un volumen final de 10 gl de buffer de muestra
10X. Se utilizaron como marcadores de tamafioc, DNA de los
bacteriéfagos lambda cortado con la enzima HindIII y g X174
cortado con HaeIIX (de Sigma Chemical Co.). Las
electroforesis se realizaron en una camara horizontal de 30
X 21 cms, a 90 V (3 V/cm), por 4 a 5 h, a temperatura

ambiente. Se usd como buffer de corrida TBE.

Los geles se tifieron con 0.5 pg/ml de bromuro de
etidio, durante 30 min, en agitacidén. Se fotografiaron al
transiluminador UV y luego se transfirieron a filtros de

nitrocelulosa.
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8.d4. Transferencia de 1los fragmentos de restriccién a

nitrocelulosa:

Se denaturd el DNA en una solucidén 1.5 M NaCl-0.5
M NaOH, por 30 min, en agitacién a temperatura ambiente. Se
verificd la denaturacidn por la desaparicidén de las bandas al -
observar el gel en el transiluminador UV. Se neutralizd en
una solucién 0.5 M TRIS-HC]1 a pH 7.6-1.5 M NaCl, en agitacidén

a temperatura ambiente por 30 min.

Se transfirieron los fragmentos de DNA de cada gel
a filtros de nitrocelulosa de las mismas dimensiones, con
buffer de transferencia 20 X SSC (175.3 g NaCl, 88.2 g
citrato de sodio a pH 7.0 con NaOH 1 N, en un volumen final
de 1 1 con agua destilada) durante toda la noche a
temperatura ambiente, siguiendo el protocolo de Maniatis y

col. [85].

Después de transferir, se lavaron los filtros de
nitrocelulosa, 2 veces por 10 min, con buffer 2 X SSC. Se
secaron a temperatura ambiente y se colocaron a 80°C por 2 h.

Se dejaron enfriar y se guardaron a temperatura ambiente.
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8.e. Marcacién de DNA con P¥ 3

Se marcd con ACTP-P? el DNA de los siguientes
clones, provenientes de una denoteca preparada por el Dr.
Carlos Frasch, Fundacién Campomar, Buenos Aires, Argentina :
Clon 2, con un inserto de 2.5 Kpb, constituido por una
secuencia de DNA de T. cruzi de 36 pb repetida 17 veces y
secuencias no repetidas; clon 7, con un inserto de 2.5 Xpb,
constituido por una secuencia de DNA de T. cruzi 36 pb
repetida 14- veces y secuencias no repetidas; clon 13, con un
inserto de 2.2 Xpb, ?onstituido por una secuencia de DNA de
T. cruzi de 15 pb repetida 30 veces y secuencias no
repetidas; clon 30, con un inserto de 0.65 Kpb, constituido
por una secuencia de DNA de T. cruzi de 42 pb repetida 57
veces. Todos estos clones contienen segmentos que codifican
para antigenos, algunos de ellos de superficie, del parasito
[86]. También se marcé con P? el DNA nuclear de la cepa
Tulahuén, el DNA del fago lambda digerido por Hind IIT y el

de $X174 cortado con HaeIIT.

Se utilizd el set para desplazamiento de muesca de
BRL para la marcacidén de cada sonda de DNA. Se agregaron 2.5
ptl de una mezcla de las enzimas DNA polimerasa I (0.4 U/pl)
y DNAsa I (40 pg/fl), Jjunto con 25 ucCi de dCTP- P¥ y se

llevaron a un volumen final de 25 gl con agua destilada
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estéril. Se incubaron por 1 h a 15°C. Se detuvo la reaccién
agregando 2.5 gl de solucidn de detencién (300 mM EDTA a pH
8.0) y enfriando inmediatamente en hielo.

El DNA marcado se separd de los nucledtidos libres
a través de columnas de Sephadex G-50, preparadas en pipegas
Pasteur. Se tapd el extremo angosto de las pipetas con lana
de vidrio siliconizada y se agregdé la solucién de Sephadex G-
50 en buffer TE a pH 8.0, hasta un cm del borde superior. Se
cargaron 50 pg de DNA de espermios de salmdn para la satura-
cidn de la columna y ésta se lavd con varios volimenes de
buffer TE. Finalmente se cargd la columna con la sonda ra-
diactiva a purificar, se eluyd con buffer TE y se colectaron
13 fracciones de 200 pl cada una. Se controldé en forma rapida
la ubicacién del DNA marcado mediante un detector Geiger.
Luego, se determind la radiactividad en 2 ul de cada fraccién
en el contador de centelleo y se recuperaron aquellas

fracciones correspondientes al primer pico de radiactividad.

Inmediatamente antes de su uso, cada sonda se

hirvid durante 10 min y se enfrid enseguida en hielo.

8.f. Hibridacidn :

Se preincubaron 5 filtros en solucidén de
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hibridacidén - (3X SSC, 0.1% SDS, 5X Deinhardt, 50 pg/ml DNA
de espermios de salmén, en un volumen final de 1 1 de agua
destilada)- , durante 2 h a 65°C, en bafio con agitacidn
suave. Se agregaron a cada uno de ellos aproximadamente 10 a
20 millones de cpm de una de las 5 sondas radiactivas, y un
millén de cpm de los marcadores fago lambda cortado por
HindIIX y #£ X174 cortado por HaeIII. Se incubaron durante
toda la noche en esta misma solucidén a la temperatura

sefialada.

Se lavd cada filtro en solucién 2X SSC-0.1% SDS, a

65°C por 30 min, y luego, 2 veces en solucidn 0.1 X SSC-0.1%

SDS en las mismas condiciones anteriores.
8.g. Exposicidn y revelado :

Los filtros radiactivos se expusieron con peliculas
autorradiograficas Kodak X-Omat R, en cassettes con pantalla
intensificadora, a =-70°C, ©por tiempos gue variaron
dependiendo dé la intensidad de la marca. Las peliculas se
revelaron durante 4 min con revelador Kodak D-11, se lavaron
con agua destilada y se fijaron por el mismo tiempo.
Posteriormente se enjuagaron en agua destilada y se secaron

a temperatura ambiente.
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RESULTADOS
1.- Efecto de 5S-azacitidina sobre 1la proliferacidén de

epimastigotes en cultivo :

Se estudid el efecto de diferentes concentraciones
de 5-azaC (10° a 107M), en tratamiento continuo, durante 14
dias, sobre la proliferacién celular de epimastigotes de T.
cruzi, cepa Tulahuén, mantenidos en medio Diamond con 2.5% de
FBS. Se midid el crecimiento de 1los cultivos por
turbidimetria y por conteo del nfimero de células en algunos
dias de 1la curva de crecimiento. Dado gque existe
correspondencia entre la turbiedad y el nimero de células,
los resultados sdlo se expresan en base al primer pardmetro

de medicién.

Los experimentos se realizaron en triplicado de
manera que la turbiedad de los cultivos tratados y controles,
en cada dia de la curva de crecimiento, corresponde al
promedio de lectura de 3 matraces diferentes, con desviacio-
nes estandares pequeflas que no alteran el resultado. Los re-
sultados se muestran en la Figura 1. Se observa que la curva

de crecimiento de cultivos controles de epimastigotes de T.
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FIGURA 1 : EFECTO DE 5-AZACITIDINA SOBRE LA PROLIFERACION DE

EPIMASTIGOTES DE T. cruzi

A 15 millones de células en 10 ml de medio Diamond con 2.5%

de FBS, se agregd 5-azaC 10° a 107 M. La droga se adicioné

cada 24 h durante 14 dias. Como controles se utilizaron

cultivos sin 5-azacC.

El crecimiento de los cultivos se seguid por turbidimetria.
A 10°M, A 10°M, @ 10'M, O control
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cruzi presenta una fase inicial de crecimiento exponencial,
en la que hay un aumento en la turbiedad y en el nimero de
células (no mostrado). Hacia el dia 8 de cultivo se produce
la inflexidn de la curva, y los cultivos alcanzan la fase
estacionaria de crecimiento, en la que tanto la turbiedad
como el niimero de células se mantiene mads o menos constante.
Por el contrario, las curvas de crecimiento de cultivos
tratados con cualquiera de las 3 concentraciones de la droga,
no alcanzan la fase estacionaria de crecimiento y se

mantienen en crecimiento tipo exponencial durante el tiempo

estudiado.

También se estudidé el efecto de 10° a 107 M de
5-azaC, suministrada en forma continua, durante 7 dias, sobre
la proliferacidén de epimastigotes de T. cruzi mantenidos
constantemente en fase exponencial de crecimiento. Los
resultados se muestran en la Figura 2. Los experimentos se
realizaron en triplicado, por lo gue cada punto de la figura
corresponde al promedio de 3 matraces diferentes. Se grafica
el incremento acumulado de turbiedad en funcién del tiempo y
se observa que el crecimiento de los cultivos tratados, con
cualquiera de las 3 concentraciones del andlogo, es mayor gque

el de los controles.

Estos resultados indican que 5-azaC promueve la

proliferacidén de los epimastigotes en cultivo, o impide que
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PIGURA 2 : EFECTO DE 5-AZACITIDINA SOBRE UN CULTIVO

EXPONENCIAL DE EPIMASTIGOTES DE T. cruzi

A 40 millones de células de cultivos en fase exponencial de
crecimiento, en 10 ml de medio Diamond con 2.5% de FBS, se
agregd 5-azaC 10° a 107 M. La droga se adiciond cada 24 h
durante 7 dias.

Los cultivos se mantuvieron en fase exponencial, diluyendo
diariamente con medio fresco, a la concentracién de células
y turbiedad del inicio del experimento. Cultivos mantenidos
continuamente en fase logaritmica, pero sin exposicidn a 1la
droga, se usaron como controles.

A10°M, A 10°%M, @ 10", O control
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éstos entren en la fase estacionaria. En consecuencia, este
anidlogo de citosina debiera estimular la sintesis de DNA en
los epimastigotes de T. cruzi. Para estudiar esta
posibilidad, se midid el efecto de 5-azaC 10¢ M_sobre la
incorporacién de timidina [metil-H’] en el DNA de los
parasitos, en las fases exponencial, punto de inflexidn y
estacionaria de una curva de crecimiento. Las incorporaciones
se realizaron en triplicado. Los resultados se muestran en la

Tabla 1.

se obtiene una incorporacién muy similar del
precursor radiactivo en el DNA de células tratadas vy
controles en la fase exponencial de crecimiento. Sin embargo,
hacia la fase estacionaria, la incorporacién de timidina
[metil-H’] en el DNA de epimastigotes expuestos a 5-azaC es
muy superior, llegando a ser aproximadamente 6 veces mayor
que la de los controles, resultado que se reproduce en
diferentes experimentos. Este resultado confirma que 1los

cultivos tratados con esta droga se mantienen en activa

proliferacién. Tanto el incremento en la turbiedad como la
incorporacién de timidina-H® en el DNA en los cultivos
tratados con 5~azaC, sefialan que éstos no alcanzan la fase
estacionaria de crecimiento, si bien dichos wvalores son

menores que los cobservados en la fase exponencial propiamente

tal.
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TABLA 1

EFECTO DE 5-AZACITIDINA SOBRE LA INCORPORACION DE

TIMIDINA [METIL-H’] EN DNA DE EPIMASTIGOTES DE T. cruzi

cpm/10° células tratados
Cultivo timidina [metil-H}] = = = ——mccceaa
(fase) en DNA controles
Control 5-azaC
exponencial 386404 * 12116 366571 * 6352 0.95
inflexién 64305 £ 4867 142924 + 5588 2.22
estacionaria 16649 * 3677 97924 % 4547 5.88

cultivos de epimastigotes de T. cruzi en medio Diamond con
2,5% de FBS, se trataron cada 24 h con 10°M de S5-azaC por 14
dias. En las fases exponencial, de inflexidn y estacionaria de
la curva de crecimiento, 1los parasitos se colectaron y
resuspendieron en medio condicionado a una concentracién de
1.5 ¥ 10° células por ml. Se realizaron incorporaciones en
triplicado, por 24 h con 10 uCi de timidina [metil-H’].
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2.~ Efecto de S-azacitidina sobre algunos pardmetros

metabélicos de epimastigotes en cultivo :

Con el propodsito de evaluar el efecto de 5-azacC
sobre otros. aspectos del metabolismo de T. cruzi, se midié su
accién sobre la sintesis y cantidad total de RNA y de
proteinas, y sobre el consumo de oxigeno en epimastigotes
tratados diariamente, por 14 dias, con 10°M de la droga, y
controles. Los resultados se muestran en la Tabla 2. Los
experimentos se realizaron en triplicado, se presenta el
promedio de 3 determinaciones diferentes para cada uno de los

parametros medidos.

La incorporacién de uridina-H® en el RNA total de
los cultivos controles es mayor que en los cultivos tratados
con 5-azaC (1.3 veces). Aquella de leucina-H® en proteinas y
el consumo de oxigeno, en cambio, son mayores en los cultivos
expuestos al andlogo que en los controles (1.8 y 1.5 veces
para el primer vy segundo parametros medidos respectivamente).

Los contenidos de RNA y proteinas no se alteran por 5-azaC.

3.~ Efecte de S-azacitidina sobre 1la diferenciacidn

celular :

Se estudid el efecto de 5-azaC sobre la
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diferenciacidn desde epimastigotes hacia formas
tripomastigotes, en cultivos de T. cruzi controles y tratados
diariamente, por 14 dias con 10° a 10'M del andlogo. Los
experimentos se realizaron en triplicado. Se realizd un
extendido de cada triplicado de los cultivos controles y
tratados, de manera gue el recuento de las diferentes formas
del parésito corresponde al promedio de 3 matraces. No se
observaron formas tripomastigotes tipicas; s6lo un cierto
nimero de parédsitos con el kinetoplasto éesplazado hacia la
parte posterior, a los que denominamos transitorios o
intermedios, los que se muestran en la Figura 3. El

porcentaje de estas formas y de aquellas epimastigotes, en

cultivos y tratados se sefiala en la Tabla 3.

Las diferencias observadas en el nimero de formas
transitorias entre los cultivos tratados con 5-azaC y los
controles no es estadisticamente significativa. Se aplicd la
prueba Z de proporciones (valor de 2 critico : 1.96,
probabilidad de error o : 0.05) [87] para comparar cada uno
de los cultivos tratados en relacién al control; se obtuvo
valores menores que 1.96, por lo que las diferencias

observadas se atribuyeron al azar.
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FIGURA 3 FORMAS EPIMASTIGOTES Y "TRANSITORIASY

DE T. cruzi

A. Formas epimastigotes de T. cruzi.
B. Formas "transitorias" de T. cruzi, con el

kinetoplasto desplazado hacia la parte posterior del
parasito.

K : kinetoplasto, N : nicleo.
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TABLA 3

EFECTO DE 5-AZACITIDINA SOBRE LA DIFERENCIACION

DE T. cruzi EN CULTIVO

Formas (%)

epimastigotes <transitorias tripomastigotes

Control 88.9 11.1 4]
10° M s5-azac 90.5 9.5 0
10° M 5-azacC 90.8 9.2 0
107M 5-azaC 92.0 8.0 0

cultivos de epimastigotes de T. cruzi, en medio Diamond con
2.5% de FBS, se trataron con 5-azaC 10° a 107 M, cada 24 h,
durante 14 dias. Cultivos de 14 dias sin exposicidn a la droga
Se usaron como controles.

Se contaron 1500 células controles y la misma cantidad de
parasitos tratados con cada concentracién de 5-azaC, en
extendidos fijados en metanol al 100% y tefiidos con Giemsa al
4%.

Se consideraron formas transitorias aquellas con el
kinetoplasto desplazado hacia la parte posterior del niicleo.
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4.- Deteccidn de bases metiladas por cromatografia en

papel :

Se estandarizaron las condiciones de separacién de
las bases patrdén A, T, C, G, émA y 5mC, usando 2 sistemas de -
solventes (butanol 86% - NH; 1% e isopropanol 65% - HCl1 18%),

en cromatogramas unidimensionales. ©Los valores de R

obtenidos fueron los siguientes :

Base Solvente 1 Solvente 2

N
o
[ ]

[#%)
()
o
[#%]
0

Q
o
b
o
o
S
W

mC 0.26 0.59
G 0.10 0.27
T 0.52 0.77

La separacidn de las bases patrdn por cromatografia
bidimensional se realizd usando como primer solvente
butanol-NH; y luego isopropancl-HCl. La migracidén de las
bases patrdén en un sistema bidimensional se muestra en la

Figura 4.

Se ensayaron diferentes condiciones de hidrélisis
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FIGURA 4 : SEPARACION DE BASES PATRONES POR CROMATOGRAFIA
BIDIMENSIONAL

Solventes : 1 dimensidén : butanol 86% - NH3 1%
2% dimensién : isopropancl 65% - HC1l 18%

G: guanina, C: citosina, T: timina, A: adenina,
mC: 5-metilcitosina y mA: 6-metiladenina
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dcida del DNA de T. cruzi, optandose finalmente por el
tratamiento en &cido férmico al 98%, por 30 min. a 175°C. Las
bases resultantes de cada ensayo de hidrélisis se observaron
al transiluminador UV, y se identificaron comparando su
migracién con aquella de las bases patrdn, separadas por

cromatografia en una dimensién en el mismo papel.

Se descartd la hidrdlisis con HCl 1 M, por 60 min.,
a 100°C, porgue sdlo libera las bases plricas, resultado que
concuerda con lo descrito en la literatura [88]. También se
desechd la hidrdlisis del:DNA con PCA al 70%, a 100°C, por
diferentes tiempos (15, 30, 45 y 60 min), porgue no libera
timina o lo hace s6lo parcialmente; ademas, este tratamiento
presenta complicaciones adicionales tales como: precipitacién
de KClO, al neutralizar con KOH, o atague al papel si no se
neutraliza el A&cido. Por 1ultimo, la obtencidn de una
hidrolisis total del DNA de T. cruzi con &cido férmico al
98%, depende de la temperatura y el tiempo aplicados. Asi, el
tratamiento a 125°C por 30 min, sélo libera las bases pliricas
y agquel a 175°C pero por tiempos mds cortos, sdlo libera

guanina, adenina y citosina (resultados no mostrados).
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4.a Marcacién de adenina y metiladenina por

incorporacién de adenosina-E® :

) Alicuotas de 1.5 millones de células, en 1 ml de
medio Diamond, se incubaron con 30 uCi de adenosina-H® y se
determind la radiactividad en el material TCA préc%pitable.
Cuando se obtuvo una incorporacién superior a 20.000 cpm por
1.5 millones de células, se extrajo el DNA, junto con aguel

de un cultivo de epimastigotes no radiactivo, empleado como

acarreador.

Hidrolizados provenientes de diferentes
incubaciones con el precursor radiactivo se separaron por
cromatografia descendente en wuna y dos dimensiones,
aplicandose siempre entre 10.000 y 33.000 cpm en el papel.
Los resultados se muestran en la Tabla 4. No se detecta marca
radiactiva en la zona del cromatograma que corresponde a 6mA.
Sin embargo, no es posible descartar totalmente la presencia
de esta base modificada, pues, puede estar en una proporcién

muy baja, no medible por esta técnica.

Cabe sefialar que las diferencias observadas en la
radiactividad correspondiente a adenina, entre los
cromatogramas en 1 y 2 dimensiones, se deben a gque los

hidrolizados separados en cada cromatograma se obtienen a
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TABLA 4

ANALISIS DE BASES DEL DNA DE T. cruzi,
MARCADO CON ADENOSINA-H>, POR

CROMATOGRAFIA EN UNA Y DOS DIMENSIONES.

Cromatograma Base Cpm

Unidimensional A 6633.6
ma 0

Bidimensicnal - 1399.0
ma 0

Alicuotas de 1.5 X 10° células se incubaron por 48 h con 15 uci
de adenosina-H’. Los DNA se hidrolizaron en &cido férmico al
98% por 30 min a 175°C. Hidrolizados provenientes de 2
incubaciones diferentes se separaron por creomatografia en una
dimensidén (solvente butanol 86% - NH; 1%) o por cromatografia
bidimensional empleando butanol-NH, e isopropanol 65% - HCl 18%
como ler. y 2do. solvente, respectivamente.

A : adenina, mA : 6-metiladenina.
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partir de cultivos radiactivos de experimentos distintos, los
gque presentan diferentes incorporaciones del precursor

radiactivo.

4.b. Marcacidn de bases metiladas por -
incorporacidén de radicales metilo

radiactivoes:

Alicuotas de 1.5 millones de células por ml, se
incubaron durante la fase exponencial de crecimiento, con 20
puCi del precusor radiactivo. En ei‘punto de inflexidn de 1la
curva, se agregaron 10 puCi adiciconales de metionina
[metil-H’] vy se incubaron hasta la fase estacionaria de
crecimiento. Previo a la hidrdlisis del DNA y el andlisis por
cromatografia, se determind 1la incorporacidén de grupos
metilos radiactivos en el material TCA precipitable,
obteniéndose siempre una marca de aproximadamente 250000 cpm
por 1.5 millones de células, la que se reduce sustancialmente
en el hidrolizado del DNA gue se aplica en el papel.

En la Tabla 5, se sefiala la marca radiactiva
correspondiente a cada base del hidrolizado de DNA
analizado por cromatografia bidimensional. Se detecta
radiactividad en la zona del papel dgue corresponde a

citosina-5-metilcitosina, pero no en aquella de 6-
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TABLA 5

ANALISIS DE BASES DEL DNA DE T. cruzi, MARCADO CON

METIONINA [METIL—Hﬁ, POR CROMATOGRAFIA

BIDIMENSIONAL.
Base cpm
G o]
c/mC 2567
¥\ 89
mA 0
T 567

Alicuotas de 1.5 x 10° células se incubaron con 20 uCi de
metionina [metil-H’] hasta el dia 9 y con 10 uci adicionales
hasta el dia 12 de cultivo.

El DNA se hidrolizd en &acido foérmico al 98% por 30 min a
175°C.

Las bases se separaron por cromatografia bidimensional usando
butanol 86% ~ NH; 1% como 1¥ solvente e isopropanol 65% - HC1l
18% como 2% solvente.

G : guanina, C : citosina, mC : 5-metilcitosina, A : adenina,
mA : 6-metiladenina, T : timina.
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metiladenina. Ia radiactividad detectada en timina, se
explica porgque esta base presenta un grupo metileo en su
estructura (5-metiluracilo). Este resultado sugiere 1la
ausencia de metilacidn en adenina en el DNA de T. cruzi,
aunque no se puede descartar gue la cantidad de 6mA se
encuentre por debajo de la resolucién de esta técnica. Mas
alin, los resultados indican la presencia de 5mC en el DNA del

parasito.

4.c. Eliminacidén de la ccontaminacidén del DNA por
RNA: )

Los hidrolizados de DNA de T. cruzi, analizados por
cromatografia en papel y mds adelante por HPLC, no
presentaron contaminacidn por  bases, nucledsidos o
nucledtidos de RNA. Esta aseveracidn se basa en diferentes
observaciones: 1°, no se detecta una mancha que comigre con
uracilo, en los hidrolizados de DNA analizados
cromatograficamente; 2°, se estima gue después de la primera
precipitacién del DNA con isopropancl, s&lo precipita un
2.12% de 1la uridina inicial, y 1luego de la segunda
precipitacidén, menos de 0.5% de ésta (estimacidn realizada en
base a experimentos en los gue se coprecipité el DNA con un
nimero conocido de cpm de uridina); y 3°, se obtiene una

clara separacidn de los picos de absorbancia correspondientes

a DNA y uridina radiactiva en los DNA purificados por columna




de Sephadex G-~50. De esta manera, se obtuvo DNA totalmente

libre de ribonucledtidos y ribonucledsidos.

5.~ Deteccidén de bases metiladas por HPLC :

Se estandarizaron las condiciones de elucidén de
cada una de las bases patrén A, T, C, G, 6mA y 5mC por
separado, y de una mezcla de ellas por HPLC, resultado que se

muestra en la Figura 5.

Se utilizd como control positivo un DNA que se sabe
presenta 5mC, como es aguel de espermios de salmdn. La Figura
6 presenta un hidrolizado de este DNA separado por HPLC; como

era esperable, se observa una fuerte sefial en la zona de 5mC.

En la Figura 7, se muestra la separacién de bases
nucleotidicas provenientes de un hidrolizado de DNA obtenido
de epimastigotes de T. cruzi cepa Tulahué&n, cosechados a los
14 dias de cultivo. Se observa una clara sefial en la zona de
5mC y un pedquefio pico levemente desfasado con respecto a 6ma,
cuando se compara con el patrdén de elucidn de los esténdargg
correspondientes (Figura 5), los que fueron separados con el
mismo stock ‘de soluciones y las mismas condiciones de prepa-

racidén de la columna que el hidrolizado de DNA de T. cruzi.
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FIGURA 5 : SEPARACION DE BASES PATRONES POR HPLC

Se separd una mezcla de las 6 bases patrones en un gradiente
de 0 a 100% de formiato de amonio 20 mM, en 12 % de metanol
a pH 4.0, a 40 mM en 20 nin a un flujo de 1 ml por min.

Se midid la absorbancia a 260 nm en escala 0.08 para bases
normales y 0.02 para bases metiladas.

La velocidad de corrida del papel fue de 5 mm por min.
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FIGURA 6 : ANALISIS DE BASES DEL DNA DE ESPERMIO DE SALMON
POR HPLC

A. Separacidn de bases estandares.

B. Separacidén de un hidrolizado de DNA de espermio de
salmén.

Se realizd un gradiente de 0 a 100% de solucidn 20 mM
formiato de amonio, en 12% de metanol a pH 4.0, a 40 mM en 20
min a un flujo de 1 ml por min. )

Se mididé la absorbancia a 260 nm en las escalas 0.16 para las
bases patrones, 0.08 y 0.01 para las bases normales y
metiladas de DNA de espermios de salmdn, respectivamente. La
velocidad de corrida del papel fue 2 mm/min.
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FIGURA 7 : ANALISIS DE BASES DEL DNAy DE T. cruzi
POR HPLC

Se analizdé un hidrolizado de DNA de T. cruzi proveniente de
parasitos de 14 dias de cultivo.

Se realizd un gradiente de 0 a 100 % de formiato de amonio 20
mM a pH 4.0, en 12 % de metanol a 40 mM, en 20 min, a un
flujo de 1 ml por min.

Se midid la absorbancia a 260 nm en escala 0.64 para bases
normales y 0.04 para bases metiladas.

La velocidad de corrida del papel fue de 5 mm por min.
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Ambos picos se detectan en una escala 16 veces mas
sensible gque aquella utilizada para las bases normales. Este
resultado, gque se reproduce en 2 experimentos diferentes,
confirma la presencia de 5mC en el DNA del paradasito y més
ain, sugiere la presencia de é6mA u otra metiladenina (ver

discusidén) en el DNA de T. cruzi.

El mismo andlisis reportado en 1la Figura 7,
realizado con hidrolizados de DNA de T. cruzi provenientes de
cultivos tratados con el agente hipometilante 5-azaC, revela
gque desaparecen los picos de absorbancia en la zona de las
bases metiladas [Figura 8)]. Este resultado indica que
efectivamente, el andlogo de citosina provoca hipometilacién

del DNA de T. cruzi.

6.— Deteccidn de bases metiladas por digestidén del DNA con

enzimas de restriccidn :

Se extrajo el DNA de cultivos de epimastigotes
T. cruzi de las cepas Tulahuén chilena-kmantenida por 5y 14
dias en medio Diamond con 2.5% de FBS), Tulahuén y RA
argentinas, y de tripomastigotes de la cepa RA. E1 DNA se
cuantificé por absorbancia a 260 nm y se controld por

electroforesis en geles de agarosa 1%.
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FIGURA 8 : ANALISIS DE BASES DEL DNAy DE T. cruzi, TRATADO
CON 5-AZACITIDINA, POR HPLC

Se analizd un hidrolizado de DNA de T. cruzi, proveniente de
parasitos tratados durante 14 dias con 5-azaC 10% M. Se
separaron las bases en un gradiente de 0 a 100 % de formiato
de amonio 20 mM, en 12 % de metanol a pH 4.0 a 40 mM, en 20
min, a un flujo de 1 ml por min. Se mididé la absorbancia a
260 nm en la escala 0.64 para las bases normales y 0.04 para
las bases metiladas. La velocidad de corrida del papel fue de
5 mm por min.
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Se digirieron 1los DNA con las enzimas de
restriccidn MspI y HpaIl. La actividad de estas enzimas se

verificd cortando DNA del bacteridfago lambda.

Las electroforesis se realizaron en deles de
agarcosa al 0.8%, cargando 1 pg de cada DNA digerido por
carril, como se muestra en la Figura 9. Se realizaron 5
electroforesis en las mismas condiciones para la posterior
transferencia e hibridacidén con cada una de las 5 sondas
radiactivas usadas, las gque corrésponden a los 4 clones
descritos en el punto 8.e (Materiales y Métodos) y al DNAy
total de la cepa Tulahuén. Las Figuras 10 a 14 corresponden
a las autorradiografias realizadas utilizando como sonda los

clones 2, 7, 13, 30 y DNA, Tulahuén respectivamente.

No se detectan diferencias en el patrén .de bandeo
de los DNA digeridos con Mspl o HpaII. Tampoco se detectan
diferencias entre 1los estados exponencial (5 dias) vy
estacionario (14 dias) en la cepa Tulahuén chilena, ni entre
las formas epimastigotes y tripomastigotes de la cepa RA
argentina. Por lo tanto, la secuencia metilada no seria CCGG,
aungue no se puede descartar que el nimero de secuencias
CmCGG sea menor que el requerido para su deteccidn con estas

sondas.
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FIGURA 9 : DIGESTION DEL DNA,; DE T. cruzi CON LAS ENZIMAS DE
RESTRICCION Msp I Y Hpa II.

Carriles :

1 : DNA fago lambda x HindIII, DNA fago #X 174 X

HaelllI.
2,3 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), 14 dias.
4,5 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), 5 dias.
6,7 : DNA epimastigotes T. cruzi (RA).
8,9 : DNA tripomastigotes T. cruzi (RA).
10,11 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tul 0 argentina).
2,4,6,8 y 10 : digeridos con Msp I.
3,5,7,9 y 11 : digeridos con Hpa II.
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FIGURA 10 : HIBRIPACION DEL CLON 2 A FRAGMENTOS DE
ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION DE DNA DE T. cruzi.

Carriles :

1,12 : DNA fago lambda x HindIII, DNA fago gX 174 X
HaellTI.
3 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), 14 dias.
5 : DNA epimastigotes T. ¢ruzi (Tulahuénmj, 5 dias.
7 : DNA epimastigotes T. cruzi (Ra).
9 : DNA tripomastigotes T. cruzi (RA)
,11 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tul 0 argentina).
,4,6,8 vy 10 : digeridos con Msp I.
,5,7,9 v 11 : digeridos con Hpa II.
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FIGURA 11 : HIBRIDACION DEL CLON 7 A FRAGMENTOS
ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION DE DNA DE T. cruszi.

Carriles :

1,2 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), 14 dias,
3,4 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), 5 dias.
5,6 : DNA epimastigotes T. cruzi (RA).

7,8 : DNA tripomastigotes T. cruzi (RA).

9,10: DNA epimastigotes T. cruzi (Tul 0 argentina).
11 : DNA fago lambda x HindIII, DNA fago #X 174 x
Haelll.

1,3,5,7y 9 : digeridos con Msp I.

2,4,6,8 y 10 : digeridos con Hpa II.
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FIGURA 12 : HIBRIDACION DE CLON 13 A FRAGMENTOS DE
ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION DE DNA DE T. crugzi.

Carriles :

DNA
DNA
DNA
DNA
DNA
ITT.

1)
O U1 (D ar o0 o0 e s»

epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), 14 dias.
epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), &5 dias.
epimastigotes T. cruzi (RA)

tripomastigotes T._ cruzi (RA)

fago lambda x HindIII, DNA fago $ X 174 x

digeridos con Msp I.
digeridos con Hpa II.
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FIGURA 13 : HIBRIDACION DEL CLON 30 A FRAGMENTOS DE
ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION DE DNA DE T. cruzi.

Carriles :
1 : DNA fago lambda x HindIII, DNA fago ¢X 174 x
DNA epimastigotes T._ cruzi (Tulahuén), 14 dias.
DNA epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), &5 dias.
DNA epimastigotes T. cruzi (RA).

DNA tripomastigotes T. cruzi (RA)

,8 v 10 : digeridos con Msp I.
/9 v 11 : digeridos con Hpa II.
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FIGURA 14 : HIBRIDACION DEL DNA NUCLEAR DE LA CEPA TULAHUEN
A FRAGMENTOS DE ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION DE DNA DE T.
cruzi.

Carriles :

1,2 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), 14 dias.
3,4 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tulahuén), 5 dias.
5,6 : DNA epimastigotes T. cruzi (RA)}. :

7,8 : DNA tripomastigotes T. cruzi (RA).

9,10 : DNA epimastigotes T. cruzi (Tul 0 argentina).
11 : DNA fago lambda x HindIII, DNA fago gX 174 x
HaeIII.

1,3,5,7 v 9 : digeridos con Msp I.

2,4,6,8 y 10 : digeridos con Hpa IT.
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DISCUSION

Los resultados presentados en esta tesis
constituyen la primera demostracién de la presencia de bases

metiladas en el DNA de T. cruzi.

Se detectd 5mC en hidrolizados de DNA de
epimastigotes del parésito, obtenido de cultivos en la fase

estacionaria de crecimiento, tanto a través de HPLC como por

cromatografia en papel.

En un trabajo anterior a éste, se habia estudiado
la composicidon de bases del DNA de T. cruzi, en hidrolizados
dcidos (PCA al 65% por 1 h a 100°C) analizados por
cromatografia de capa fina en celulosa. En &l se localizaron
sdlo los 4 residuos principales del DNA y no se detectaron
las bases modificadas metilcitosina e hidroximetilcitosina al

transiluminador UV [19].

La discrepancia observada entre los resultados de
Riou & Pautrizel y los presentados en esta tesis, es

atribuible a la baja sensibilidad de la técnica empleada por
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estos autores. Asi, cuando se analizd la composicidn de bases
del DNA de T. cruzi sometido a las mismas condiciones de
hidrélisis con PCA 70% (60 min, 100°C), no se detectd una
mancha qug.comigrara con 5mC al transiluminador UV {(resultado
no mostrado). S6lo se detecta esta base modificada cuando se

marca previamente el DNA-con metionina [metil-H?j.

El resultado obtenido también constituye la primera
evidencia clara de la existencia de residucs metilados en el
DNA de tripanosomatideos. En las especies africanas T. brucei

v T. _equiperdum, se estudid la presencia de bases modificadas

en los DNA hidrolizados enzimdticamente y analizados por
HPLC. Inicialmente se sugirid la presencia de un nuledsido
modificado en el DNA telomérico de T. equiperdum, pues el
andlisis de la composicién de nucledsidos reveld, por una
parte un déficit de 32% de desoxicitidina y por otra, la
presencia de un pico extra correspondiente a 1.3% de las
bases totales. Sin embargo, por la posicién 'en que migra este
nucledsido inusual, se descartd gue corresponda a 5mC ni a
ningdn otro nucledsido conocido [61]. En un trabajo
posterior, no se detectd ningln pico significativo (superior
al 0.1%), ademds de aquellos correspondientes a las 4 bases

mayores, tanto en el DNA de T. eguiperdum como de T. brucei,

atribuyéndose el resultado anterior a un artefacto de técnica

[64].
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Cabe sefialar gue en estos 2 trabajos, no se
menciona que se haya realizado un cambio en la escala de
medicién de la absorbancia para detectar las bases metiladas.
Este alcance es particularmente iﬁportan?e puesto‘quet en
-este trabajo, s6lo se detectan las bases modificadgs en una
escala 16 veces més sensible que aquella empleada para medir
las 4 bases mayores. Por lo tanto, no se puede descartar qgue
la falta de deteccidn de bases modificadas en el DNA de

tripanosomas africanos se deba a un problema metodoldégico.

De ser efectiva la ausencia de residuos metilados
en el DNA de los parasitos africanos, se estableceria una
clara diferencia entre estos tripanosomas y los americanos.
Estos 2 grupos presentan estrategias muy diferentes para la
evasién del ataque inmunoldégico por parte del hospedador, por
lo cual podria esperarse que presentaran mecanismos diversos

para el control de la expresidn génica.

Por otra parte, existen otros organismos en los
cuales se describié inicialmente 1la ausencia de bases

metiladas, como es el caso de Drosophila melanogaster [89].

Sin embargo, el desarrollo de una técnica mas sensible, como
la espectroscopia fotoaclstica, ha permitido detectar 0.008%
de 5mC, 1 residuo metilado por cada 12500 nucledtidos, en el

DNA del insecto [90]. Es posible que el DNA de tripanosomas
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africanos presente un contenido muy bajo de bases metiladas,
localizadas en puntos altamente estratégicos, no detectables
por los métodos convencionales utilizados para estos
estudios. También existe la probabilidad que estos organismos

presenten mecanismos de regulacidn- totalmente independientes

de la metilacidn del DNA.

Mediante HPLC se detecta un pico de absorbancia que
eluye 1levemente desfasado con respecto a 6mA. Este
corresponde a una base metilada pues desaparece con el
tratamiento con el agente hipometilante. Esta base modificada
no es detectada mediante el andlisis cromatogrdfico uni y
bidimensional, de hidrolizados de DNA marcados con
adenosina-H® y metionina [metil-H3}], respectivamente. Esta
base estaria en una cantidad considerablemente menor gue 5mC,
pues se detecta como un pico mas pequefio por HPLC y no
alcanza a ser detectada por marcacién a través del andlisis

cromatografico bidimensional.

Este pico probablemente corresponde a 6mA pues se
observa levemente desfasado en relacién al estandar; sin
embargo, no se puede descartar gue corresponda a adenina
metilada en una posicién diferente al N°®. Al respecto, esta
base podria metilarse potencialmente en la posicién 3 (3ma)

o aceptar 2 grupos metilo en la posicién 6 (6 dimetilade-
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nina). Ninguna de estas bases modificadas ha sido detectada

en algin organismo hasta la fecha [30].

Se han descrito previamente en la literatura otros
eucariontes unicelulares que presentan 5mC y una cantidad
menor de 6mA, como es el caso del alga verde Chlamydomonas
reinhardi ([91]. Sin embargo, también se han descrito
organismos unicelulares que presentan sélo metilacidn en

citosina (Euglena gracilis y Saccharomyces cerevisiae [91])

o exclusivamente 6émA (Tetrahymena [36,37] y Paramecium

aurelia [92]), por lo cual, cualguiera de las 3 alternativas

podria haber sido esperable en el protozoo T. cruzi.

No se cuantificd el contenido de 5smC y de la
probable base 6mA en el DNA de T. cruzi. Sin enmbargo,
considerando que el limite de resolucidén del HPLC es de 0.1
mol % (1 base por cada 1000 nucledtidos) [920], se puede
inferir que estas bases estdn, al menos, en una cantidad
superior a la sefialada. Al parecer, la cantidad de bases
modificadas en el DNA del pardsito es baja - detectable sélo
en una escala 16 veces més sensible - lo que puede deberse,
en parte, al bajo contenido de DNA altamente repetido que

presenta T. cruzi ([14], gque corresponde a la secuencia

mayoritariamente metilada en diferentes organismos [32,39].
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Se descartd la posibilidad que las bases metiladas
provengan del RNA del parasito. En primer Ilugar, la
ocurrencia de una hidrélisis acida del RNA es un evento poco
probable, pues el grupo OH del carbono 2 de la ribosa
interfiere con la eliminacidn de bases desde el RNA [80]. En
relacién a é&sto, no se observan bases uracilo en 1los
hidrolizados de DNA analizados por cromatografia de papel, al
transiluminador UV. Por gltimo, se descartd toda posibilidad
de contaminacién con ribonucledtidos y ribonucledsidos
producto de la digestidén enzimdtica con RNAsa, separéndolos

del DNA mediante columna de Sephadex.

Aparentemente la secuencia CCGG no estd metilada en
la citosina interna en el DNA de T. cruzi, pues, la digestidn
con los isoesquizdmeros HpalIl y Mspl determina el mnismo
patrén de bandeo con ambas endonucleasas de restriccién. Sin
embargo, no se puede descartar que la metilacién en esta
secuencia no sea detectada, a pesar de estar presente, ya sea
porgue CCGG no se encuentre altamente metilada en el DNA del
paridsito, porque la frecuencia en qgue estd presente esta
secuencia sea muy baja en el genoma de este organismo, o por

ambas razones.

Se ha descrito que un alto procentaije de las bases

modificadas 5mC estédn en la secuencia CpG, sin embargo, sélo
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una cantidad limitada de estos dinuclebdtidos se encuentra en
la secuencia CCGG. Por lo tanto, la digestidén diferencial con
las enzimas Hpall y MspIl revela sdloc una parte de todos los
5mC presentes en una extensidn del DNA. Es probable que CPG
esté& en una secuencia XCGX en el DNA de T._ cruzi, reconocida
por otras enzimas de restriccidédn o que 5mC se ubigue en una

secuencia CXG, como se ha descrito en otros organismos [38].

Por otra parte, también es posible gue 5mC se
encuentre en la secuencia dinucleotidica CA, CT o CG. Al
respecto, se ha descrito un cierto nimero de secuencias mCA,
mCT y mCC en el DNA de otros eucariontes, aunque en una

proporcidn significativamente menor gque mCG [30].

La digestién con la enzima de restriccién MspIl
también permite inferir gue la secuencia CCGG no esté
metilada en la citosina externa en el DNA del paridsito, pues,
se ha descrito que esta enzima no corta la secuencia mCCGG

[30].

La posibilidad que el DNA de T. cruzi no esté
metilado en 1la secuencia CCGG estableceria una clara
diferencia con respecto al DNA de diversos organismos, entre
ellos el hombre, gue presentan una alta frecuencia de

metilacidn de esta secuencia [93].
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Tampoco se ha reportado un patrdn de bandeo
diferente al digerir el DNA de T. brucei con las enzimas
HpaIl y MspI [62]. Sin embargo, es muy probable que este
resultado sea atribuible efectivamente a la ausencia de bases
metiladas en el DNA de estos organismos - como se sefald
anteriormente — vy no a la presencia de 5mC en una secuencia
diferente a CCGG. Al respecto, en este organismo se ha
detectado digestidn parcial de los genes VSG (variantes de
glicoproteinas de superficie) teloméricas, al cortar con las
endonucleasas HindIII (AAGCTT), Pstl (CTGCAG), Pvull (CAggTé)
y SphIl (GCATGC), atribuyéndose in%cialmente a la presencia de
un nucledsido modificado en el dinucledtido GC; sin embargo,
estos nucledsidos no han sido identificados, y no hay
evidencia de que el residuo C esté metilado dentro del par de

bases GC [62,63].

Seria interesante poder detectar 1la secuencia
especifica en que se encuentra 5mC en el DNA de T. cruzi,
digiriendo con otras enzimas de restriccidédn que contengan mC
o MCG en su secuencia de reconocimiento. Al respecto, existen
varias enzimas cuya digestidn es inhibida por la presencia de
5mC -por ejemplo: HhaI (GCGC), Sall (GTCGAC), XhoI (CTCGAG)
[94]- pero no se encuentran isoesquizdmeros de ellas, qgue
corten cuando esta base metilada estd presente en esas

secuencias.
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Las enzimas Tagl y Sau3A reconocen la secuencia
GATCGA; de ellas, Sau3A corta s6lo cuando esta secuencia no
estd metilada en c¢itosina, en cambio TagI 1lo hace
independiente de la presencia de 5mC [30]. Sin embarge, dada
la probabilidad gue esta secuencia de 6 nucledtidos esté
representada en una frecuencia muy baja en el DNA del
pardsito, seria dificil detectar secuencias metiladas

empleando este par de isoesquizdmeros.

Se ha estimado que la digestidn con una enzima que
reconoce una secuencia de 4 nucledtidos, permitiria detectar
s6lo un 6% del total de dinucledtidos CG presentes en el DNA;
esta probabilidad es aun menor, sbélo 0.4%, si la secuencia de
reconocimiento es de 6 nucledtidos [30]. Por esta razdn, la
factibilidad de detectar metilacién en una secuencia
especifica, por medio del tratamiento con enzimas de
restriccidén, es baja si esta secuencia no estd muy

representada en el organismo que se estudia.

En un trabajo realizado por otros autores, en el
cual se emplean enzimas de restriccién para detectar bases
metiladas, se sefilala la ausencia de éstas en el DNAdel
kinetoplasto de T.cruzi ([65]. La digestién del DNA,
proveniente de 8 poblaciones del pardasito, con los

isoesquizdémeros Mspl y HpaIl, determina el mismo patrén de
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bandeo para ambas enzimas, por lo cual los autores infieren
gque no hay metilacién en citosina. Por otra parte, tampoco se
detectan diferencias al digerir este DNA con las enzimas DpnI
y Sau3AI, que reconocen la secuencia GATC{-pero de las.cqgles
DpnI no corta cuandc hay metilacidn en adenina,‘en cambio
Sau3AI lo hace independiente de la metilacidén de esta base
[30,65]. La enzima MboI, que sdlo reconoce la secuencia
GmATC, no corta el DNA; del parasito. En base a estos

resultados, se sugiere la ausencia de 6mA en este DNA.

Este resultado coincide con datos en la literatura,
en relacidédn a la ausencia de metilacién en el DNA

mitocondrial de otros organismos [95].

El andlisis de la composicidn de bases del DNA de
T. cruzi -obtenido de cultivos tratados diariamente hasta la
fase estacionaria de crecimiento con 5-azaC- poxr HPLC, revela
gue desaparece el pico de absorbancia correspondiente a 5mC
Yy agquel cue probablemente corresponde a é6mA. Este resultado
demuestra claramente que la droga produce hipometilacién del
DNA. Ademds, constituye una evidencia positiva de que el pico
de absorbancia desfasado con respecto a 6mA puede
corresponder efectivamente a una base adenina metilada, pues

desaparece cuando se tratan los parédsitos con 5-azacC.
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En esta tesis se demuestra gque el tratamiento
continuo de cultivos de T. cruzi con 5-azaC estimula la
proliferacidén celular. Este efecto se detecta tanto por un
aumento en la incorporacién de timidina [metil-H?] en el DNA,
como por el aumento del ntmero de células y el incremento
correspondiente en la turbiedad del cultivo. Este resultado
se observa tanto en los cultivos en crecimiento normal como

en aquellos mantenidos en crecimiento exponencial constante.

Los cultivos tratados diariamente, por 14 dias, con
5-azaC, no alcanzan la fase estacionaria de crecimiento,
manteniéndose un aumento del nimero de células y la turbiedad
de los cultivos. La incorporacién de timidina [metil-H’] en
el DNA de los paréasitos tratados con 5-azaC, comparado con
aquella de los parésitos controles, tanto en la fase de
inflexidén como principalmente en la fase estacionaria de 1la
curva de crecimiento, indican gue los cultivos expuestos a la
droga mantienen una activa sintesis de DNA. Las curvas de
crecimiento de los cultivos expuestos al andlogo se mantienen
en un crecimiento tipo exponencial, si bien los valores de
turbiedad e incorporacién de timidina-H® son menores que los
de la fase exponencial propiamente tal. Este comportamiento
recuerda al de células transformadas, gue se mantienen en
crecimiento exponencial, mientras las de células normales

entran en fase estacionaria. Cabe sefialar gque las células
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transformadas se encuentran mayoritariamente hipometiladas en

citosina [55,56].

En general, se ha descrito bajos niveles de 5mC en
varios tumores”y lineas celulares tumorales. Por ejemplo, se
ha establecido que el contenido de 5mC en los DNA nucleares
de higado y mucosa pilérica normales, es mayor que aquel de
tejidos hepaticos o de estémago premalignos o malignos
inducidos por agentes quimicos, y que la hipometilacidén de
estos dltimos tejidos es mayor que la esperada para efectos
de replicacidn solamente [55,56]. Estos resulta@ps sostienen
gque células en activa proliferacién, como son las células

tumorales, estdn hipometiladas en citosina.

Por otra parte, en algunos casos se ha demostrado
que la transformacién celular por oncogenes, s6lo se produce
cuando éstos estan demetilados y se transcriben activamente.
Asi por ejemplo, la metilacidén in vitro del fragmento BamHl
del oncogen Ha-ras humano, reduce significativamente la
capacidéd transformante de este oncogén en cé&lulas
transfectadas por el plasmido gque lleva dicho fragmento.
Ademds, se ha demostrado que el posterior tratamiento con 5-
azaC de las células transfectadas, restaura totalmente 1la
actividad transformante del oncogén Ha-ras [96]. Sin embargo,

esta correlacién no siempre ocurre pues se ha establecido que
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la activacidén del oncogén c-abl en células tumorales, puede
ocurrir afin en presencia de una metilacidén extensiva del

sitio CCGG en la secuencia del oncogén [97].

Las evidencias presentadas en esta tesis, de que el
mismo tratamiento con 5-azaC determina por una parte, la
hipometilacidén del DNA de T. cruzi y por otra la activacidn
de la proliferacidén celular de epimastigotes en cultivo,
permiten correlacionar ambos efectos. Es factible proponer
que la metilacidn del DNA participa en la regulacién de la
proliferacidn celular en T. cruzi, pues, sdlo aquellos
cultivos tratados con 5-azaC y en los cuales el DNA de los
pardasitos estd hipometilado, se mantienen en activa
proliferacidén. Probabklemente 5-azaC esté activando, por
hipometilacién, genes dque participan directamente en 1la
proliferacidén celular de este organismo o genes reguladores
de los anteriores. En consecuencia, se puede predecir que el
ingreso de las células a la fase estacionaria de crecimiento,
se correlaciona con la metilacidén de ciertos sitios en

determinados genes del paréasito.

El mecanismo por el cual 5-azaC estimula 1la
proliferacidén celular es materia de especulacidn. No se ha
estudiado especificamente genes que se encuentren

hipometilados en el DNA de parédsitos tratados con 5-azacC, y
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en cambio, estén metilados en el genoma de parésitos
controles. Al respecto, existen numerosos genes blancos
potenciales de la droga, cuya expresién podria ser estimulada
en condiciones de activa proliferacidén, los cuales serian
factibles de ser estudiados a través de este enfogque, siempre
y cuando éstos estuviesen clonados y se dispusiese al menos

de una sonda heterdloga de ellos.

En un trabajo posterior, se podria analizar
algun(os) gen(es) gque participa(n), por ejemplo, en 1la
sintesis de DNA (timidina quinasa, timidilato sintasa); o
bien, los genes para algunos factores de transcripcidén, RNA
polimerasa II, tubulinas o RNAr, entre otros, los cuales
deberian estar expresdndose activamente en asociacidn con una

activa proliferacién.

Los resultados obtenidos al medir el efecto del
tratamiento con 5-azaC sobre la diferenciacidén de los
pardsitos en cultivo, desde la forma epimastigote replicativa
hacia aquella tripomastigote no replicativa, sugieren que no
existe una relacidén entre la hipometilacién del DNA y la
transformacidn del pardsito. La diferencia observada en el
nimero de formas con el Kkinetoplasto desplazado hacia 1la
parte posterior del niicleo (transitorias), entre los cultivos

controles y tratados, no es significativa aplicando la prueba

93




estadistica Z de proporciones.

Era esperable que 5-azaC no indujera mayor
diferenciacién desde epimastigotes a +tripomastigotes en
cultivo, pues, 1los resultados  obtenidos en relacidén a
proliferacidén del T. cruzi, sefialan que el tratamiento con el
andlogo impide gue los pardsitos tratados abandonen el ciclo
proliferativo para diferenciar hacia la forma no replicativa

tripomastigote.

Sin embargo, para corroborar este resultado, seria
apropiade estudiar el efecto de 5-azaC sobre la
diferenciacidén de una cepa o0 clon de T. _cruzi que presente un
mayor porcentaje de transformacidn espontanea en cultivo. Al
respecto, existen otras cepas mantenidas de rutina en nuestro
laboratorio, cuya diferenciacidn hacia formas tripomastigotes
tipicas aumenta a medida gue transcurre el mayor nimero de
dias de cultivo (clon Dm 28c-brasilero y cepa San Carlos-
colombiana). La cepa Tulahuén presenta un indice muy bajo de
diferenciacién a tripomastigote; normalmente no se observan
formas infectivas, adn en cultivos en la fase estacionaria de
crecimiento; por lo tanto, la baja transformacidn per se de
esta cepa podria enmascarar el efecto de 5-azaC sobre la

diferenciacidn.
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E1l consumo de oxigeno aumenta en los cultivos
tratados diariamente con 5-azaC. Este incremento puede
reflejar un metabolismo mds activo en las células expuestas
al andlogo, probablemente debido a la mantencidén del estado
proliferativo. Los contenidos de RNA y proteinas no son

afectados por el tratamiento con 5-azacC.

La incorporacién de uridina-KE* en el RNA estd
disminuida en cultivos tratados con el agente hipometilante.
En la literatura se ha descrito que 5-azaC altera 1la
actividad de algunas enzimas que participan en la biosintesis,
de UTP [98]. Si bien la incorporacién de uridina-H® involucra
el patrdn salvaje de sintesis de este nucledtido, no se puede
descartar gue 5-azaC altere la sintesis de novo del UTP no
radiactivo que puede estar incorporédndose en el RNA recién
sintetizado. Al respecto, no se conoce si T. cruzi presenta
el mnismo patrén de biosintesis de UTP de otros tipos
celulares en los cuales se ha descrito la alteracidén por 5-
azaC. Alternativamente, el andlogo pudiera estar alterando
sdlo la velocidad de recambio del RNA, lo gue estaria dando
cuenta de las diferencias en la incorporacidén de este

precursor radiactivo.

Por otra parte, la incorporacidn de leucina-H® en

proteinas estd aumentada en parasitos expuestos a 5-azaC. En
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otros tipos celulares, se ha descrito que este andlogo inhibe
la sintesis de proteinas porgue altera el procesamiento del
rRNA y disminuye la capacidad aceptora de aminocdcidos del
tRNA [99]; esta situacién no ocurriria en T. cruzi, indicando
gue la droga tiene efectos diferenées sobre distintos t&pos

celulares.

Los resultados de la Tabla 2 en conjunto sefialan
que 5-azaC no tiene un efecto téxico sobre los pardsitos. Al
respecto, el aumento del consumo de 0, de los cultivos
tratados con el andlogo indica que no se ha afectado en forma
negativa el metabolismo de las células. Por otra parte, el
examen a microscopia de luz, revela que no hay cambios en la
movilidad y morfologia en los pardsitos tratados comparados

con los controles.

Los contenidos de RNA y de proteinas por célula,
estimados en parasitos de la cepa Tulahuén, en la fase
estacionaria de crecimiento, han sido comparados con aquellos
descritos en la literatura para la cepa Y de T. cruzi [18].
I.a medicién del contenido de proteinas por célula, utilizando
el mismo método de determinacidén arroja resultados
coincidentes para ambas cepas (4.38 pg para la cepa Tulahuén
vs 4.20 pg para la cepa Y). Sin embargo, el contenido de RNA

estimado para la cepa Y (0.157 pg) estd por debajo de aguel
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determinado para la cepa Tulahuén. La diferencia puede estar
dada porque se emplean diferentes métodos de extraccidén del
RNA pues, ambas determinaciones se realizan por el método del
orcinol. El1 método de Ogur y Rosen, utilizado para la
extraccidén del RNA de la cepa Y, incluye el tratamiento con
PCA 1 N en frio. Se ha descrito que esta técnica no es
adecuada para la extraccién total del RNA, al menos a partir
de tejidos [100]. El métodeo de Schneider empleado en esta
tesis, que incluye el tratamiento con TCA 5 % en caliente,
permite obtener una extraccion mids completa del RNA total. No
se puede descartar, sin embargo, gque la diferencia en el
contenido de RNA por célula entre ambas cepas, corresponda a

una caracteristica propia de cada una de ellas.

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis
se concluye dque:
- 5mC y muy probablemente 6mA estén presentes en el DNA de la
forma epimastigote de T. cruzi cepa Tulahuén.
- 5-azaC induce la hipometilacién del DNA en este estado del
pardsito. i
- 5-azaC estimula la proliferacidén de los pardsitos en
cultivo e impide que éstos alcancen la fase estacionaria de
crecimiento.

- 5-azaC no tiene un efecto tdxico sobre los cultivos de

epimastigotes de T. cruzi.
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Se propone que la proliferacidn de este parasito estd al

menos en parte regulada por la metilacién del DNA.
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