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RESUMERN

El ciclo vital del paréasito Trypanosoma cruzi contempla
algunas etapas de divisidén celular activa y otras de receso
multiplicativo, 1as que est&n representadas por estados
celulares que poseen una'morfologfa caracteristica.

El conocimiento del mecanismo de transicién de una forma
celular a otra resulta relevante, desde el puntoc de wvista
del control de 1la enfermedad causada por el parasito, as{
como de la requlacidén de la proliferacién celular. Los
antecedentes seffalan una relacién directa entre el estado
proliferativo de las formas celulares de T.cruzi y la
sintesis del DNA nuclear. Por 1o tanto el proceso de
replicacién del genoma podria constituir un punto donde se
ejerce un control del ciclo vital de T.cruzi.

Con el propésito de permitir posteriormente el estudio
de 1los Factores involucrados en la regulacién de la
sintecie del DNA en el paré&sito, este trabajo abordd 1a
caracterizacién de las DNA polimerasas dependientes del
DN&, enzimas que desempefian una funcidn principal en este
proceso.

Como primer objetivo, se emprendi6é la bosqueda de un
esquema de fraccionamiento que pusiera de manifiesto las
diferentes DNA polimerasas presentes en 1los extractos

celulares. Para ello se utilizd Jos extractos de 1la




forma epimastigote de T.cruzi obtenidos de cultivos en
medio 1iquido, en su etapa exponencial de crecimiento.

El fraccionamientc de los extractos mediante wuna
cromatografia en fosfocelulosa, previa eliminaci6n de los
4cidoe nucleicos mediante adsorcién en DEAE-celulosa,
permitia la separacién de al menos tres fracciones con
actividad DNA polimerécsica. Debidoc a limitaciones en
cuanto a la estabilidad ¥ a 1la cantidad de material
disponible, s6lc se abordé la caracterizacion de dos de las
actividades, aquellas presentes en la Fracciéon I » en la
Fraccién I1I.

Al igual que las DNA polimerasas de otros eucariotes
inferiores, las actividades estudiadas en T.cruzi se
diferenciaban €6lo en algunas propiedades. Las dos
actividades tenfan requerimientos particulares para el
ensayce de polimerizacion. Ast, la Fraccibn 1 era
estimulada por KCl, mientras que la Fracciéon III resultaba
inhibida. La Fraccién I catalizaba la incorporacién de los
desoxirribonucleétidos a una matriz en presencia de Mg+2 o
de Mn*? como catién divalente, en tanto la Fraccién III era
practicamente inactiva con el cation Mn*Z como cofactor.
En relacién a la capacidad para wutilizar polimeros
sintéticos an&dlogos del sustrate natural como matriz, ambas
actividades denotaban una similitud cualitativa, copiando

exclusivamente poli-desoxirribonucleétidos hibridados &

xi
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partidores de naturaleza ribonuclectidica o
desoxirribonucleotidica. De loe inhibidores wutilizados
habi tualmente para la caracterizacién de las DNA
pol imerasas, trec mostraban un efecto diferenciador de las
actividades de 1la Fraccién I y de 1la Fraccién III.
N-etilmaleimida v el &cidc fosfonacético ejercian un efecto
inhibitorio comparativamente mayor sobre la actividad de la
Fraccién 111. Por otra parte, el derivado butilfenilo del
dGTP inhibfa Gnicamente la actividad DNA polimerésica de la
Fraccién I.

De acuerdo con lo descrito en otras especies inferiores,
las actividades aisladas de T.cruzi presentaban propiedades
diferentes a lac de las DNA polimerasas de los eucariotes
superiores. Ademas, sus caracterfsticas resul taban
distintas de aquellas determinadas para la dnica D&

polimerasa estudiada con anterioridad en este parésito.
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ABSTRACT

During its life cycle Trypanosoma cruzi proceeds through
metabolically and morphologically distinguishable stages.
Both dividing and non-dividing cellular forms exist
throughout the cycle.

Understanding the mclecular mechanism involved in the
induction and mantainance of these differentiated cell
stages is important from the point of view of controlling
the disease caused by the parasite and as a contribution to
the Kknowledge about the regulation of cellular
proliferation. At present, a direct relationship between
proliferation and nuclear DNA synthesis has been found in
T.cruzi different cellular forms. Thus, the process of
nuclear DNA replication could provide & Key point for
controlling the parasiters life cycle,

In order to set the basis for studyring the regulation of
DN¢ synthesis, this work dealt with the characterization of
DNa-dependent DNA polymerases of T.cruzi.

Fractionation conditione allowing the detection of the
different DNA& polymerases existing in T.cruzi extracts were
ecstablished. These extracts were obtained +From the
exponentially growing cultures of the epimastigote form of
the parasite.

Phosphocellulose chromatography of the extracts -
previously freed from nucleic acids by adsorption on

DEAE-cellulose - yielded at least three fractions bearing




DNA polymerase activity. Only two of these <fractions
{ Fractions I and I1I ) were further characterized because
of constraints in enzyme stability and in the amount of
available material.

s it has been found among other lower euKaryotes, the
DNAa polymerase activities characterized in T.cruzi only
differed in some of their properties. However, both
activities required particular assay conditions, Fraction 1
being stimulated by KC1, while Fraction 1III was
inactivated. In addition, Fraction 1 carried out the
poiymerization reaction in the presence of Mg*z or Mrt2 but
Fraction III had almost no activity when Mn*Z was present
as a cofactor.

Both activities were similar when synthetic analogs of
DNA were used as templates in the polymerization reaction.
Fractions 1 and 111 could only cCOpY poli-
deoxyribonuclteotides either with ribo or deoxyribo primers.
Three of the commonect DNA polymerase inhibitors were
useful to distinguish the activities of Fraction 1 and
Fraction III. For example, N—-ethyIimaleimide and
phosphonacetic acid had a greater effect on the DNA
polymerase activity of Fraction III. On the other hand, =a
butyiphenil derivative of dGTP exclusively inhibited the
activity of Fraction 1.

Adccording to the general Knowledge about DNA polymerases
among lower eukaryotes, the DNA polymerase activities found

in T.cruzi showed properties quite distinct from the




corresponding enzymes present in higher eukKarvotes. The

enzyme characteristice described in

variance with those previously reported

this work are at

in this parasite.
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INTRODUCCI ON

a. TRYPANOSOMA CRUZI

1. Caracteristicas Generales.
Los trypanosoma son eucariotes unicelulares flagelados
pertenecientes al orden Kinetoplastida y & 1la familia

Trypanosomatidae. Todos los miembros de esta familia son

parisitos de organismos vertebrados, invertebrades e
incluso de plantas. Se clasifican en diversos géneros:
Crithidia, Leptomonas, Blastocrithidia, Herpetomonas

( parasitos exclusivos de invertebrados ), Leishmania ¥
Trypanosoma ¢ parésitos de vertebrados e invertebrados .
Estos 6Gltimos son patogenos de los seres humanos y de
algunos animales que tienen importancia econdmica.

En aflos recientes, es%os paréasitos se han convertido en
objeto comtn de estudio, debido & su gran impacto en la
salud humana ¥ a sus peculiaridades bioquimicas. Entre las
0ltimas cabe mencicnar:

a) La wvariacién antigénica observada en los trypanosoma
africanos y que permite a éstos evadir la respuesta inmune
del organismo hospedante mediante la muda periodica de su
cubierta glicoproteica.

b) La compartamentalizacién de wuna parte de la via
glicolitica que comprende desde glucosa a 3-P-glicerato, en
un organelo denominado glicosoma, que  se encuentra

exclusivamente entre los miembros del orden Kinetoplastida.




cy El proceso de transcripcién discontinua, que constiture
otra caracteristica de los Kinetoplatida. Este mecanismo,
que parece v&lido para todos Jos genes que codifican
proteinas, consiste en la formacion del mRNA maduro a
partir de dos fragmentos derivados de unidades
transcripcionales independientes.

d> El "Kinetoplasto", una porcién de la mitecondria que
contiene &1 DNA mitocondrial o DNA kinetoplastidico. Este
presenta una forma inusual de organizacion del DNa,
consistente en una red compleja de decenas de miles de
circuleos encadenados entre si.

Entre estos parédsitos patoébgenos se encuentra el
Trypanosoma cruzi, que habita exclusivamente en el
continente americano, » que causa la trypanosomiasis
americana o Enfermedad de Chagas.

El Trypanosoma cruzi, asi como otros Kinetoplastidae,

desarroltla un cicio vital cuyas etapas estan
caracterizadas por formas celuliares de morfalogia
particutar (Esquema 1J. Parte de este ciclo se

desarrclla en el hospedante invertebrado, un triatomino
conocido comunmente como vinchuca, y parte en el huésped
vertebrado, un mamitfero. El paréasito es trasmitido al
vertebrado por medic de las heces del insecto vector, €1
que & sSuU vez lc adquiere a través de la ingesta de 1a
sangre de algtn mamifero infectado. Durante su trénsito a

lo largo del tubo digestivo del insecto, los parésitos

sufren transformaciones. Asi, en las células del
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hospedante invertebradc se encuentran dos formas celulares
caracteristicas: a) los epimastigote, que son una forma
cetular proliferativa localizada en la porcién media del
intestino, ¥ b) los trypomastigote metaciclicos, que son
células gque no se multiplican ¥y que se ubican hacia 1a
regién distal de intestino del insecto.

Los trypomastigote metaciclicos son infectivos ¥
constituyen la forma celular gue es trasmitida al huésped
vertebrado, teniendo como wia de ingresc las mucosas o las
lesiones de la piel. Poco tiempo después de la infeccidn,
los paréasitos abandonan la circulacién sanguinea penetrando
las células de diversos tejidos. Dentro de la célula que
lose aloja se transforman nuevamente, adquieren la forma
esférica amastigote y reinician la proliferacién. Cuando
el ndmero de células en estado amastigote es elevado se
observa su reversién a trypomastigote, forma en lta cual los
parisitos son liberados & la circulacién, al producirse la
destruccién de 1a célula hospedante.

Las formas celulares que se diferencian en el curso del
ciclo vital del Trypanosoma cruzi se distinguen no sélo del
punto de vista morfolégico, sineo que también metabdlico.
En lo que respecta a la capacidad de multiplicacion, se
identifican dos formas proliferativas, epimastigote ¥
amastigote, ¥ una forma que no prolifera, trypomastigote.

Esta aptitud proliferativa se relaciona con la sintesis del
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DNA. Es asi, como en los trypomastigote la duplicacion del
DNé& nuclear ecsté detenida ( Gutteridge ¥y col., 1978 ) ¥
eblo se reinicia diez horas después de la infeccibén de las
células blanco y de su subsecuente transformacién a la
forma amastigote ( Crane y Dvorak, 1979 > <( Crane vy
Dvorak,1980 ).

2. Forma epimastigote de Trypanosoma cruzi.

La mavoria de 1los estudios bioquimicos se ha
decarrollado en la forma epimastigote obtenida en medio de
cultivo liquido. ‘Aparentemente, estas células son idénticas
a los epimactigote precsentes en el intestino medic del
insecto.

En cultivos mantenidos a 28° es pocsile obtener entre 3 ¥

& x 10¢ células/ml, cuando éstas ce cosechan durante 1la

fase estacionaria del cultivo ( De Souza, 1984 ). Las
formas trypomastigote 4 amastigote se obtienen en
cantidades significativamente inferiores, hecho que limita

el decarrollo de estudioe bioquimicos en estas formas del
paréasito.
3. Replicacién del DNA en Trypanosomatidae.

La mayor cantidad de informacién disponible se refiere
al mecanismc de replicacidn del DN&a Kinetoplastidico
(KDNA). EL KDNA ests constitufdo por dos poblaciones de
DN& circular de hebra doble, 1los maxicirculos »y los
minicirculos, que en conjunto constituyen cerca del 20X del
DNa celular total. Loe maxicirculos, equivalentes al DNA

mi tocondrial convencional, son los componentes




minori tarios del KDNA. S6éio existen algunas decenas de
unidades por red. Los mimicirculos, de <funcion adn
desconocida, estan presentes en varias decenas de miles de
unidades y forman la mayor parte del KDNA, Los estudios
més detallados acerca de la replicacién del KDNA han sido
realizados en Crithidia fasciculata. Tanto in vivo
¢ Kitchin ¥ col., 1984 > como in vitro ( Birkenmeyer y Ray,
1984 > se ha demostrade gque la replicacién de los
minicircules comienza con la liberacién de éstos de la red,
aparentemente mediante la accion de una topoisomerasa de
tipo II ¢ Shlomai »y Zadok, 1983 . E1l procesoc de
replicacién ocurrirfa en loe minicirculos aislados,
resultande especies intermediarias que presentan
discontinuidades en 1a hebra de DNA naciente. Asi, en este
estado relajado, los minicirculos serian incorporados en la
periferia de la red parental. Solamente después de
completada la replicacién de la red, se produciria la unidén
covalente de 1los minicirculos y la separacién de la red
parental de la red "hija®.

Por otra parte, hay pruebas que la replicacién de los
maxicirculios ocurrirfa mediante el mecanismo del circulo
rodante ¢ Hajduk ¥y col., 1984 3.

La informacién que existe acerca de la replicacion del
genoma en los miembros de la familia Trypanosomatidae es
escasa ¥y practicamente se limita a la caracterizacion

parcial de algunas DNA polimerasas. Asi, se ha descrito




dos actividades DNA polimerasicas en las ecspecies
Trypanosoma brucei ¢ Marcus ¥ col., 1980 ) ¥ Crithidia
fasciculata ¢ Holmes ¥ col., 1984 ). En Trypanosoma cruzi
ce ha aislado solamente una DNA polimerasa, que tendria
algunas caracterfsticas de una enzima mitocondrial (Solari
¥y col.,19283 ».

Siendo de gran interés el estudio de los factores
involucrados en 1la regulacién de 1la proliferacidébn ¥
particularmente de 1la replicacion del DNA en las formas
multiplicativas ¥ no multiplicativas de T. cruzi, resul ta
indispensable ampliar el conocimiento de las DN&

polimerasas en este sistema.
B. LA ACTIVIDAD DNAa POLIMERASICA

1. Caractreristicas generales.

Las DN& polimerasas ( Desoxirribonucleotidiltransferasa
( E.C. 2.7.7.7. » > catalizan 1la poclimerizacion de los
decoxirribonucleésidos monofosfato eseqln & secuencia
seffalada por la matriz y baséndose en la complementariedad
de laes bases plGricas Yy pirimidinicas. Algunas  DNA
pol imerasas poseen también actividad exonucleolftica ¥
ademés pueden catalizar reacciones de pirofosfordlisis y de
intercambio de pirofosfato ¢ Chang » Bollum, 1973 ).
Ecstas enzimas participan en las funciones de
replicacién, de reparacién y de recombinacion del DNA,
actuando habitualmente asociadas a otras enzimas, protefnas

) 4 factores que constituyen complejos




funcionales, comc el complejo de replicacién del DNA
cromosémico o replisoma ¢ Ottiger y Hubscher, 1984 ).

La actividad DNA polimerdsica se gncuentra en todos los
organismos tanto eucariotes comoc proc;riotes Y es més, en
la mayoria de ellos existen varias DNA polimerasas, que
desempefian funciones especificas in wivo. En lo referente
a la sintesis del DNA ( ya sea en el proceso de replicacion
o en ¢é1 de reparacién >,la actividad de las DNA polimerasas
ec esencialmente igual en todo el espectro evclutivo. Es
decir, todas las DNA polimerasas requieren una matriz o
molde con un partidor RNA o DNA hibridado a dicha matriz,
El partidor debe presentar, en su extremo 3%, un nuclebtido
con un grupo hidroxile libre en 1la posicion 35 de 1a
ribosa, a fin que la DNA polimerasa inicie l1a reaccidbn de
pol imerizacién, en la direccién 5->37. Ademas requieren
un catién divalente que habitualmente es Mg*Z2, pero que
puede ser reemplazado por Mn*Z ( Loeb y Kunkel, 1982 ).

Si bien todas las DNA polimerasas comparten algunas
caracteristicas relativas a su funcién, no es menos cierto
que difieren en propiedades fisicas, quimicas e
inmunclégicas.

Los conocimientos mas acabados acerca de 1las DNA
polimerasas se refieren 2 aquellas de algunas bacterias, de
los mamiferos y de algunos wvirus. Se ha estudiado
exhaustivamente 1as DNA polimerasas codificadas por algunos

bacteri6éfagos como T4 ( Goulian ¥ col., 1969 >, T7 { Hori




y col., 1979y, TS ¢ Fujimura ¥y Ropp, 1976 ); asimismo, las
DNA polimerasas de E.coli denominadas I ( Jovin ¥y col.,
1969 >, 11 ( Gefter ¥ col., 1972 > ¥ III ¢ Mc Henry ¥ Crow,
1979 >. También se ha purificado y caracterizado las DNA
polimerasas de otros procariotes como Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus y Salmonella typhimurium.

& nivel de los eucariotes, el mayor interés se ha
centrade en el estudic de 1las DNA polimerasas de los
vertebrados, particularmente de los mamiferos. Entre éstos
se ha encontrado tres tipos de DNA polimerasas, denominadas
% 3 ¥ Y de acuerdo al orden de su descubrimiento. A éstas
se ha agregadc una cuarta DNA polimerasa, denominada s,
hallada s6lo en algunos tipos de células ( Byrnes ¥y col.,
1974 > ( Byrnes ¥ Black, 1978 >, Entre los vegetales »y los
eucariotes inferiores, la informacién que se dispone es adn
parcial y a menudo objeto de controversia.

La funciédn de polimerizacién empleando un sustrato
natural como molde ( por ejemplo el DNA de los
bacteritfagos G4 o MI3 * requiere, Jjunte a 1la DNA
pol imerasa, un conjunto de proteinas accescorias
constiturentes del complejo multipeptidico que se ha
denominado holoenzima ¢ Hubecher, 1983 > < Ottiger ¥
Hubscher, 1984 »J. Estas protefnas auxiliares modulan la
actividad DNA pelimerésica, influyende en la procesividad

{ ntmerc de nucleétidos polimerizados cada wvez que la

enzima ¢e une a la matriz ), en la fidelidad con que copia




el molde, en el reconocimiento del partidor, en el
reconocimiento del sitio de término, etc. Las proteinas
que componen el complejo holoenzima esté&n bien
caracterizadas en los procariotes, mientras que a nivel de
lose eucariotes <s6lo se dispone de conocimientos
fragmentarios al respecto ¢ Ottiger » Hubscher, 1984 )
( Mc. Henry ¥ Kornberg, 1982 > . Este hecho ha dificultado
la identificacién y la clasificacion de las DNA polimerasas
en estos orgénismos, puesto que su interaccién con otros
factores proteicos origina una multiplicidad de especies
moleculares (¢ Hubscher, 19723 ) que a menudo presentan
propiedades catalfticas diferentes ( Hockensmith y Bambara,
19281 ).

Los criterios tradicionales para la clasiticacién de las
DNA polimerasas tales como tamafio molecular, el efecto de
la concentracién salina en la actividad catalftica o la
sensibilidad a reactivos blogueadores de los grupos
sulfhidrileo, resumidos en la Tabla I, adn siguen siendo
aplicados. A éstos se agrega una gama creciente de
inhibidores selectives de 1la actividad que constituyen
herramientas ®tiies para aunar los criterios de
clasificacidon in vitro de las DNA polimerasas. Sin embargo,
el criterio principal de clasificacién es la funcidn que
desempefian estas enzimas in wvivo. La tarea de conocer la
funcién especifica de una DNA polimerasa s6lo puede ser

abordada en forma indirecta cuando no se dispone de

mutantes condicionales letales. Por ejemplo, se ha
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Tabla 1

11

Las DNA polimerasas de E.coli » de verterados

prokaryotes and eukaryotes:

implications. Experientia 3%9: 1-23.

ac t acidico
est : estimula
inh : inhibe
s/efec : sin efecto
DNA hs :

DiNA hd :

nuc

DNA de hebra simple
DNa de hebra doble
nuciedtidos

Propiedad DNa pol. E.coli DNA pol.
vertebrados
1 11 i1l = 3 H
Fisico—quimica:
PM desnatur.(Kba) 109 120 140 120-180 45 47
p. isocelécirico ac ac ac ac ac ac
Catalitica:
pH éptimo 7,0 7.5 7,2 752 B-¢ 8-9
KC1 100 mM est inh inh inh est est
bloqueadores SH cs/efec inh inh inh s/etec inh
éptimo catidn
Mg*t2 (mM> 2 10 6-15 2-7 5-25 5-12
MRt2 (mMD 06,1 0,1 1 0,5 0,2-0,8 0,1
Funcional:
usc matrices
DN& he - - - —(+) - -
DNa hd - - - - - -
DNA activade + C+2 + + + +
matriz—partidor
polidN-oligodN + + + + + +
polidN-oligorN {#) ? + + - {4+
pol irN-ol i godN + ? - - C+2 +
Biolégica:
polimeriz. S>3 + + + + + +
exonuci. Gs-> 3 + - + - - ?
exonucl. 3> 5> + + + - - ?
pirofosforolisis + + ¥ + - ?
intercambio PPI + + + + - ?
procesividad (nuc. 188 ? >5000 —-17 1 4000
inc./molec.enzima?’
Extractado de Hubscher, U. (1983> DNA polymerases in

Mode of action and biclogical




recurrido a determinar la localizacién subcelular de las

enzimas ¥ & relacijonar su‘actividad con una etapa del ciclo

celular o con un estadc metabélico particular de la célula

o del tejido. Este tipo de enfogque, pese a algunas

controversias que ha suscitado ¢ Fry, 1982 ), ha permitido

alcanzar cierto concensc respecto a las clases de DNA

polimerasas ¥ a la funcién in vivo que éstas realizan,

2. Clases de DNA polimerasas.

a) DN& polimerasas involucradas en la replicacién del DNA
cromosémico.

La replicacién del DNA cromosémico procaribtico ¥
eucariédtico requiere de la accién concertada de muchas
protefnas y enzimas como primasa, topoisomerasa, RNAsa,
ligasa, DNA polimerasa, etc. En todos los seres wvivos,
desde los bacteriéfagos hasta loe mamiferos, se encuentra
una DNA polimerasa que participaria primordialmente en 1la
replicacién del genoma ( GeusKens » col,, 1981 > ( Sala ¥
col., 1981 y ¢ Miller ¥ col., 1985 ). Esta corresponde a
la DN& polimerasa de tipo o de los eucariotes ¥y a la DNA
polimerasa III de E.coli. Una comparacién de las
propiedades de estas enzimas purificadas, ha permitido
establecer que comparten algunas caracteristicas: i) las
actividades catalfiticas residen en un polipéptido de peso
molecular 120.000 a 188.000, ii> tienen caracter acidico,
Piid poseen grupos sulfhidrilo importantes para 1la

actividad catalitica, iv) muestran una inhibici6n marcada
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de 1a actividad con concentraciones de KCl1 alrededor de 100
mM ¥ v) son activadas por proteinas que poseen atinidad por
el DNA de hebra simple. ademés estas DNA pol imerasas
utilizan eficientememte 1los mismos tipos de matrices
artificiales, presentan semejanzas en el pH o6ptimo para la
reacci6n de polimerizacién y en el valor de la Km para los
desoxirribonucleédsidos trifosfato ( Hubscher, 1983 )
{ Fisher ¥ col., 198! ).

En el proceso de replicaciédn del cromosoma de E.coli,
existen pruebas de la participacién no s6lo de Ta DNA
polimerasa 1I1II, sino también de 1a DNA polimerasa I
{ Kuempel y Veomett, 1981 ) ¢ Okazaki »y col., 1971 3, Se
atribuye =a ésta dltima la funcién de eliminar los
partidores RNA de los fragmentos de OKazaki, mediante su
actividad exonucleolitica S»=> 35, ¥y de reponer luego los
nucledtidos escindidos.

A1 igual que la DNA pelimerasa @ de E.coli, a la enzima
de tipo [3 de 1los eucariotes también se le atribuye
participacién en el proceso de replicacidn del DNA,
extendiendo las cadenas polinucleotidicas iniciadas por 1a
DNA polimerasa << a medida que avanza ta horquilla de
replicacidén ( Matsukage ¥ col., 1980 ).

b La DNA polimerasa que replica el genoma mitocondrial.
La DNA polimerasa de tipo ¥ es 1a enzima involucrada en la
replicacién del genoma mitocondrial. Esta enzima también
se encuentra en el ndcleo de las células, desconociéndose

1a funcioén que alli desempetfiaj su




participacién en el proceso de amplificacion génica es
solamente especulativa ( Beuskens ¥ col., 1981 ).

La DNA polimerasa de tipo ¥ es una enzima que presenta
un peso molecular alto en su estado nativo » que se
diferencia de las otras DNA polimerasas por su capacidad
para emplear matrices de polirribonucledétidos, como
polirAa-oligodT, con alta eficiencia ¢ Sala y col., 1980 )
( Yamagquchi ¥y col. 1980 a >.

& diferencia de las DNA polimerasas = ¥ >, la DNAa
polimerasa ¥ es una enzima procesiva ( la enzima no se
suelta de 1a matriz hasta completar la replicaciobn 2>, que
duplica el genoma mitocondrial mediante el mecanismc de
desplazamiento de hebra, en forma continua y unidireccional
¢ Yamaguchi y col., 1980 b ) ( GeusKens ¥ col., 1981 )
( Scovassi y col., 1979 3. Una enzima con estas
caracteristicas también ha sido encontrada en las
mitocondrias ¥ en los cloroplastos de las plantas ( Sala »
col., 1981 > ( Litvak y Castroviejeo, 1985 ).

c) DNA polimerasas que participan en la reparacion del DNA.

Se entiende por dafio al DNA, cualquier modificacion que
altere su propiedad codificadora o su normal funcionamiento
en los procesos de replicacion y de transcripcion. Este
dafic puede ser de naturaleza muy wvariada, as{ comc son
diversos los mecanismos gque participan en el reconocimiento

y en la reparacién de tas alteraciones. El mecanismo de

escisién ¥y de reparacién es uno de los que opera para
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proteger a las células de las consecuencias de las
modificaciones espontaneas o inducidas del DNa. En E.
coli, la DNA polimerasa I tendria wuna participacion
fundamental en la funcién de escisibn-reparaciédn (Gross vy
Gross, 1969 3 ( Cooper ¥y Hanawalt, 1972 ), Esta enzima,
ademés de la actividad DNA polimerédsica, posee una
actividad exonuclepolfitica en sentido 53> »y 31300, Esto
Je permitirfa actuar como "corrector de pruebas” durante el
proceso de sintesis del DNA, eliminando los nucledtidos
escindidos.

Se piensa que la DNA polimerasa de tipo > de los
mami{feros serfa la principal enzima involucrada en la
reparaci6n del DNA, no obstante, &l igual que lTas otras DNA
pol imerasas eucari6ticas carece de actividad nucleolitica
intrinseca ( Waser y col,., 1979 3 (Hanawalt y col., 197%.
La DN& polimerasa /> es Tla dUnica DNA polimerasa de los
eucariotes superiores que presenta actividad
exonucleolftica en sentido 322> 5s ( Brrnes y col.,1974 )
{ Byrnes ¥y Black, 1978 J.

Se ha propuesto que 1a DNA polimerasap asociada & una
exaonucleasa bidireccional ¢ como 1a DNAsa V de las células
del hepatoma de Novikeoff 2 »y a otros factores,
probablemente constituirfa el complejo de reparaciodn en los
eucarioctes ( Mousbaug y Meyer, 1980 >,

La DNA polimerasa de tipe 3 es una enzima de peso

molecular S0.000 aproximadamente, cuya actividad -3-4




recsistente a N-etilmaleimida (NEM). Un andlisis evolutivo
de la [2-polimerasa ha permitido establecer que ésta sélo
aparece a nivel de los equinodermos; una enzima con estas
caracterfsticas no ec detectada en las plantas ( Litvak »
Castroviejo, 1985 ), en los hongos ni en los protozoos
( Chang ¥y col.,197é > ¢ Chang » Bolum, 1981 ) ( Chang ¥
col., 1%82 ). En algunos eucariotes inferiores se
encuentra una actividad DNA pol imerésica con baja
sencibilidad relativa a NEM, perc en 1a mayoria de los
casoe la enzima tiene un peso molecular mayor gque la DNA
polimerasa B de los mamfferos ( Ross ¥y Harris, 1978
( FuruKawa y col., 197%¢ ) ( Aoshima ¥ col., 1984 ).

3. Las DNA pol imerasas de los eucariotes

inferiores.

La existencia de al menos tres tipos de DNA polimerasas
entre los eucariotes superiores, es un hecho ampliamente
aceptado; sin embargo, la situacién es muy diferente cuando
ce refiere a las DNA polimerasas de los eucariotes
inferiores <( Hubscher, 1983 1. Sus DNA polimerasas
difieren de modo considerable respectc de las de los
vertebrados; ec mée, las propiedades de las enzimas varian
segin la especie analizada. La variabilidad surge, en gran
medida, al comparar enzimas con distinto grado de pureza vy
cuya caracterizacién se basa en criterios dispares. Con
frecuencia loes autores se remiten & determinar un ndmero

restringido de propiedades de las
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enzimas aisladas, dificultando as{ su comparacibn ¥y su
clasificacion.

A pesar de los inconvenientes mencionados, es posible
establecer algunas caracteristicas generales de las DNA
polimerasas de los eucarictes inferiores.

En primer término, al igual que en plantas y en
bacterias, no se encuentra una enzima del tipo (3. Resulta
una excepcién a lo anterior, el halliazgo en Crithidia
fasciculata de una DNA polimerasa que es resistente a
N-etiimaleimida ¥y que ademids tiene baio pesoc molecular
{ Holmes ¥ col., 1984 ). Sin embargo, esta enzima no ec
reconocida por los anticuerpos contra la DNA polimerasafs
de time de ternera {(Chang » col., 1982 ). Adem&s, en
Chlamydomonas reinhardii ( Ross y Harris, 1978 ), en
Tetrahymena pyriformis ( Furukawa y col., 1979 ) ¥y en
Chlorella ( Aoshima ¥y col., 1984 > se describe una
actividad polimer&sica con una sensibilidad relativamente
baja a N-etilmaleimida.

Otro aspecto que caracteriza a las DNA polimerasas de
ios eucariotes inferiores es su alto peso molecular. En
Crlindrotheca Jfusiformis ( Okita »y Veolcani, 1977 3,
Tetrahymena piriformis ¢( Crear y Pearlman, 1974 ),
Trypanosoma brucei ( Marcus y col., 1980 ), Dictrostelium
discoideum ¢ lLoomis y col., 1976 ), Euglena gracilis ( Mc
Lennan ¥y Keir, 1975 ), Paramecium ( Tait y Cummings, 1975 )

y levadura ( Wintersberger, 1974 ), se ha encontrado gue
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todas las especies moleculares que presentan actividad DNA
polimerédsica son de gran tamafioc.

En general, todas estas especies son activas
indistintamente con Hg*z o Mn*2 como catién bivalente;
aunque cuande se emplea DNA activado ( DNA que tiene
segmentos de hebra doble ¥ de hebra simple ) como matriz,
la actividad enzimética en presencia del idn Mg*z es varijas
veces superior a la que se encuentra con Mpn*2,

El ntmero de especies moleculares con actividad de DNA
polimerasa en los diversos organismos es variable, desde
una, en Dictrostelium discoideum ( Loomis ¥ cal,, 1976 ) ¥
en Ustilago maydis ¢ Banks y col., 1976 ), hasta tres ¥
cuatro en Paramecium ¢ Tait y Cummings, 1975 Y ¥ en
Cyiindrotheca fusiformis ¢ Okita ¥y Velcani, 19277 3,
respectivamente. No obstante, en 1la mayoria de los
organicsmos eucariotes unicelulares se encuentran dos
actividades DNA polimeré&sicas. Una de ellas, ademas de la
actividad de polimerizacibn, posee uha funcion de
exonucleasa, al igual que en los procariotes y en 1los
pacteri6éfagos ( Helfman, 1973 > ( Chang. 1977) ( Crear ¥
Peariman, 1974 ) ( Banks » Yarrangton, 1976 »>. Esta
actividad exonucleolitica tendria por objeto 1a mantencidn
de 1la fidelidad de <copia, corrigiende los errores
producidos durante 1a polimerizacién de los nuclettidos
( Loeb y Kunkel, 1982 J.

Entre los miembros de la familia Trypanosomatidae, la

especie Crithidia fasciculata, presenta dos tipos de

-
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actividad DNA polimeréasica. Una de ellas comparte las
propiedades esenciales de la A=polimerasa de los mam{feros.
La otra actividad recide en varias entidades moleculares,
algunas de ellas interconvertibles ( Holmes ¥ col., 1984 ).
En los extractos crudos de la ecspecie Trypanosoma brucei,
fraccionados mediante una centrifugacién en gradiente de
glicerol, ce detectan dos especies molecularese con
actividad DNA polimerasica. Ninguna de ellas tiene
reaccién cruzada con sueros anti DNA polimerasa < ni anti
DNA polimerasa  de mam{fero ( Chang » col., 1980 ). El
fraccionamiento cromatogrédfico de los extractos de T.
brucei también revela dos DNA polimerasas. Ambas resultan
ceme jantes en cuanto a su peso molecular Y & las
propiedades catalfticas. Sélo son diferenciables segdn el
efecto que cobre ellas ejerce el KCl y de las poliaminas
espermina y espermidina ¢( Marcus » col., 1982 ).

A partir de la forma epimastigote de Trypanosoma cruzi
se ha descrito la purificacién de una sola DNA polimerasa
{ Solari ¥ cael., 1983 ». La enzima no es clasificable
facilmente, ya que presenta propiedades mixtas de o, [> ¥ ¥
polimerasa. Sobre la base de la accion de los inhibidores
bromurc de etidioc ¥ Berenil, que actuarian selectivamente
sobre el DNA Kinetoplastidico, los autores sugieren que la

DNA polimerasa aislada serfa del tipod o mitocondrial.
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C. OBJETIVOS

La regulaci6n de la replicacion,; tante a nivel del DNA
como a nivel celular, es un &rea en la cual se ha renovado
el interés de los investigadores en Jlos dltimos affos
( Thyberg, 1984 » ¢ Delfini y col., 1985 ) ( Van der Ende »
col., 1985 > ( Schneider ¥y col., 1985 ) ¢ Krauss ¥ Linn,
1986 ).

Segtn los antecedentes expuestos, el ciclo de vida de
Trypanosoma cruzi podria proporciocnar un sistema adecuado
para desarrollar este tipo de estudics. En el curso de su
ciclo vital, el parésito pasa por etapas de activa
multiplicacion, asi COmo por etapas de receso
proliferativo, hecho que se relacionarfa de manera directa
con la seintesis del DNA, determinada in wvivo. Los
mecanismos que determinan el paso de un estado
proliferativo a otro adén son descenocides, por lo que
resulta relevante estudiar si la replicacién del DNA tiene
alguna participacién en dicho control.

Para abordar el problema es requicsito disponer de un
conocimiento mas profundo, que el existente hasta ahora, de
la "maquinaria replicativa"” del parasito.

Enmarcado en este contexto, el propésito especifico de
ecte trabajo de investigacién es determinar el numero de
DNA polimerasas dependientes del DNA en Trypanosoma cruzi ¥
caracterizarlas de acuerdo a los criterios generales

establecidos.




tomo material de estudio se ha seleccionado la forma
epimastigote del paréasito, ya que las condiciones para su
cultivo in witro estian bien establecidas, 1o que permite
obtener cantidades de céiulas apropiadas para la

purificacién ¥ la caracterizacién de las enzimas.
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MATERIALES Y METODOS.

1. Reactivos.

De Sigma Chemical Co. provenfan los siguientes
reactivos: hemina, Tris, DTT, seroalbdmina de bovino,
Nonidet P-40, TLCK, PMSF, glucosa, DMSQ, EDTA,
DNA—-celulosa, afidicolina, N-etilmaleimida v los
desoxirribonucleésidos trifosfato.

Los componentes del medio de cultivo "Tryptose®,
“Tryptone", el suero fetal de bovino » el exiracto de
levaduras, se obtenfan de DIFCC Laboratories.

toe polinuclebtidos <400 a 600 wunidades) ¥ los
oligonucie6étidos (12 a 18 unidades) se obtenian de
Pharmacia, al igual gque el ddTTP. Loz nucleésidos » los
nucledtidos marcados radiactivamente procedian de New
Erngland Nuclear Corp. o de ICN Biomedicals Inc. El1 araCTP
procedia de PL-Biocchemicals.

La resina de intercambio anidnico DE-52 era obtenida de
Whatman Biochemicals, al igual que los filtros de fibra de
vidrio GF/A. El1 ®"Sephadex G-25* (Pharmacia) fue donado por
el Dr. Carlos Jerez. La fosfocelulosa (Whatman P-11) fue
facilitada por 1a Dra. Catherine Connelly.

Los inhibidores de DNA polimerasas Berenil, bromuro de
etidio, &4cido fosfonacético y BuPdGTP {fueron donaciones del
Dr.Simén Litvak.

lLa DN& agarosa fue donada por el Dr. Rafael Vicufia y por

el Dr. Simén Litvak.
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Los reactives ¥y materiales fotogr&ficos fueron
facilitados por el Dr. Jorge Sans y por el Dr. Crisanto
Gutiérrez.

Los reactivos inorgénicos, de grade analitico eran de
las compafifas Merk, Baker, Sigma, BDH Chemicals, Fluka ¥
May and Baker.

2. Cultivo de 1as células.

e utilizé la forma epimastigote del parésito
Trypanosoma cruzi, cepa Tulahuén ¢ Pizzi, 1957 >, mantenida
en cultivo.

Los parasitos fueron cultivados a 28" en el medio
lifquido de Diamond ¢ Diamond, 1968 ) modi ficado, que
contiene: °“"Tryptosa® 6,25 ga/1, *Tryptona® <« digerido
pancredtico de caseina ) 6,25 g/1, extracto de levaduras
4,25 g/1, NaCl 6,25 g/1, KHyPO4 4,06 9/1, KyHFO4q 4,06 g/l.
Este medio de cultivo era suplementado con hemina a una
concentracitn de 19 uM ¥ con suero fetal de bovino al 5 X
con el complemento inactivado, ademi&s de glucosa al 1 % .
Ests modificacién permitia un aumento hasta un 50 % en la
velocidad de crecimiento de las células (figura 1J.

En el momento de iniciar el cultivo, el medio se
compietaba con penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100
pg/ml y ampicilina 100 pg/ml.

Las células se cultivaban, en botellas de wvidrio que
contenfian un volumen de 100 ml de medic de cultivo, durante
ciete dias hasta alcanzar una densidad aproximada de 4 a é

% 106 célultas/ml. En este momento se iniciaba un
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Figura 1.
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Efecto de 1a glucosa en la curva de crecimiento

de up cultivo de la forma epimastigote de T.
cruzi.
Las células Fueron cultivadas seqgén el

procedimiento descrito en Materiales y Métodos,
en presencia ¢ & ) ¥ en ausencia ( A ) de
glucosa al 1 X . En el transcursc del cultivo
ge extrajo alicuotas del medic, en las que se
determingd 1a concentracidn de células de acuerdo
a la metéddica referida en el capftulo respectivo
de la seccién Materiales y Métodos.
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cultive nuevo, traspasando la décima parte del wvolumen
total a un medio de cultivo fresco.

3. Determinacién de 1a concentracién de
células.

La concentracién de las células en suspensibn ce
determinaba mediante una Cémara de Neubauer. La camara se
llenaba con una alfcuota de una dilucién de la suspensidn
de células en la socluciébn FPBS, que contenfa fosfato de
potasico 30 mM a pH 7,4 ¥ clorurc de sodio 107 mM,

4. Ensayo de 1a actividad DNA polimerasica.

In vitro, la actividad DNA polimer&sica normalmente se
ensaya elongandoc un partidor hibridadc a una matriz de
hebra simple. Ecste tipo de sustrato es preparado mediante
la digestién parcial con una desoxirribonucleasa de un DNA
de hebra doble, generandc en éste segmertos de hebra simple
que sirven de molde »y partidores susceptibles de ser
el ongados. El DNA con estas caracteristicas e€e denomina
DN activado. También es posible construir sustratos
apropiados para las DNA polimerasas mediante la hibridacidn
de homopolimeros de nucledtidos complementarios de longitud
apropiada .

Encayo esténdar de la actividad DNA polimeré&sica:

El ensayo de la actividad DNA polimerédsica consiste en
cuantificar la incorporacién de un nucliedtido radiactive a

una matriz con las caracteristicas antes descritas.




En este trabajo, 1a actividad DNA polimerasica se
determinaba en un medio de reaccién que contenfa Tris-HCI
50 mM pH 8, DTT 10 mM, Mg(CHgCOO)>; 10 mM (o MnClp ImM en
los casos sefalados), seroalbdmina de bovino 100 ug/ml, DNA
activado 290 a 40 ug/ml , tres de los cuatro
desoxirribonucledsidos trifosfate en una concentracion de
S0 pM (concentracién gque es saturante para la actividad DNA
polimerasical, BH-desoxitimidina trifosfato ¢ 3H-TTP ) 10 a
12 yM ( ae= 1,4 x 109 cpmspmel a 1,9 x 104 cpm/pmoly ¥ la
fraccién enzim&tica, en un volumen final de 0,05 ml.

Cuande se utilizaba polimerocs andlogos del DhNAa come
matriz, su concentracion en el medio de ensayoc era 0,48
unidades Apggs/ml. Addemids sdélo se agregaba el BH-dNTP
complementario a la matriz, en una concentracién ¥
actividad especifica equivalente a la del ensayo con DNA
activado.

l.a reacciébn se iniciaba mediante la adicidén de 1a mezcla
de los nucleédtidos, se incubaba durante 30 minutos (perfodec
durante el cual la reaccién progresaba linealmente) a 37°,
excepto en los casos sefialados expresamente, ¥ se detenfa
agregando &cido tricloroacético al 10 X de concentracién,
en frio. Con el propésito de permitir una precipitaciodn
completa de los &cidos nucleicos, se incubaba a 4" durante
20 a 30 minutos. Posteriormente se cuantificaba 1a
radiactividad en ¢1 precipitado. Para ello se filtraba a

través de filtros de +Ffibra de vidrio GF/A ( Whatman 7,
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mediante un dispositivo conectado a un sistema generador de
vacfo, lavando con 20 ml de TCA al 2 %X . Se determinaba la
radiactividad retenida en los filtros, secados previamente,
mediante un contador de centelleos para sistema liquido.
Se empleaba 5 m! de una mezcla de centelleo compuesta por 4
g de PPC ¥ 96 mg de POPOP en un litro de tolueno.

En los ensavos de caracterizacidén de la actividad DNA
polimerdsica se empleaba 2,5 a 4 upg de protefnas,
cantidades con las cuales l1a actividad enzimdtica resultaba
proporcional a la concentracion de protefnas.

Se define como unidad de actividad DNA polimerédsica, la
cantidad de enzimz necesaria para incorporar ! pmol de dNMP
a 1la matriz en 30 minutos a 37", de acuerdo al ensayo
estandar.

5. Preparacién del DNA activado.

Mediante una digestidn parcial con 1a DNasa
pancre&tica se preparaba un DNA con segmentos de hebra
simple, gque servia como molde para la reaccion de
polimerizacién catalizada por la DNA polimerasa.

La preparacién del DNA activado se realizaba de acuerdo
al procedimiento modificado de¢ Aphosian ( Aphosian ¥
Kornberg, 1962 »J. El DNA nativo se incubaba, a una
concentracion de 450 pg/ml, durante 15 minutos a 20" con 2
vg/ml de DNAsa pancredtica ( Worthington Biochemical
Corporation ), en un medioc de reaccién que contenia

Tris-HEl 56 mM pH 7,5 , MgCls 10 mM, 2-mercaptoetanol 10
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mM, KC1 5 mM y seroalbtmina de bovino 10 pg/ml. Se ponia
términe a la reaccién mediante un calentamiente a 75°
durante 15 minutos, luego de lo cual la sclucion se dejaba
enfriar lentamente.

E1l DNA era precipitade mediante la adicién de cuatro
voltimenes de etanol absoluto, seguido de una incubacién a
-20° peor un perfodo de 12 a 18 horas. Luego de centrifugar
a 15.000 x g por 20 minutos se eliminaba el sobrenadante »
el alcohol se evaporaba por medio de una corriente de aire.
El precipitado se resuspendia a una concentracién de 0,3
mg/m! en una sclucién de Tris—HCI 30 mM pH &8 »y NaCl 30
mM. La solucion se dividia en alfcuotas que se conservaban
a —26°.

La calidad comc matriz del DNA activado asi preparado es
variable, debido a la dificultad que existe para conirolar
con precisién la magnitud de la accidén nucieolftica de la
DNasa I. La diferencia en el tamafio de los segmentos de
hebra <simple generados hace que la actividad DNA
polimeré&sica, medida con DNA activado proveniente de
distintas preparaciones, no sea comparable directamente.
Con el proptsito de facilitar la comparacion de los
resul tados obtenidos empleando diferentes DNA activados, en
cada experimento se incorporaba como estindar la actividad
de 1a DN& polimerasa de tipo « obtenida del ovarioc de
Xenopus laewvis. Esta actividad presentaba un grado de
estabilidad adecuado para utilizarlta como un control en los

ensayos.,
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é. Preparacion de 1os polimeros andlogos del

PNA activado.

Loe polimeros sintéticos de doble hebra, an&logos del
DNA activado, se obtienen por hibridacidédn de un
polinucleétide con un oligonuclebdtide cuyas bases son
complementarias.,

Los polimeros sintéticos, con una concentracion final de
2,4 U Apgp/mi, se preperaban mezclando el polinucleétido »
el oligonucleétido apropiado en una proporcibn de S:1 en
una sclucién que contenfa Tris-HC1 10 mM pH 7,5. Ecta se
calentaba durante 10 minutos & 90" » se dejaba enfriar
jentamente para permitir el apareamiento de las bases
complementarias.

Las solucicones de polidA-eligodl, polidC-oligodG,
polirda—-oligodT ¥ polidT—-oligora, asi preparadas, se
conservaban a -20°.

7. Preparacidén de extractos de la forma
epimastigote de Trypanosoma cruzi.
a) Cosecha de las céluias en cultivo.

Para preparar los extractos, los paréisitos se cosechaban
&l cuarto dia, cuandc los cultivos estaban en la fase
logar{tmica de su curva de crecimiento ¥ habfan alcanzado
una concentracion aproximada de 1,3 x 104 células/ml.

Las células eran lavadas tres veces con la solucidn PBS,

centrifugandoe & 2.000 x g durante 15 minutos, en una

centr{fuga Sorvall RC-2 empleandoc un rotor GSA.
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El sedimento final de células era guardado a -80" o
utilizado inmediatamente para preparar el extracto.

b) Licie de las células.

E1 sedimento de las células era resuspendidc mediante
una pipeta Pasteur en la soluci6n A compuesta por Tris-HCI
10 mM pH &, EDTA 0,1 mM y 2Z-mercaptoetancl 2 mM, que se
suplementaba con KC1 400 mM ¥ con el detergente no iénico
Nonidet P40 ¢ NP-40 > al | %, en presencia de los
siguientes inhibidores de proteasas: TLCK 0,5 mM ¥ PMSF
0,8 mM.

c) Obtencién del extracto.

Los licados de los epimastigote eran centrifugados
durante 10 minutos a 10.000 g en una centrfuga Sorvall
RC-2, en un rotor S§5-34.

El sobrenadante de esta centrifugacién (S;4) constituye
el extracto crudo de epimastigote.

8. Fraccionamiento con fines analiticos de las
actividades DihNe polimerasicas de los
epimastigote.

a. Primer esquema de fraccionamiento con fines analfticos.

i. Obtencion del Sy .

Con el propésito de preparar la fraccién S;g5, se
homogeneizaba 0,4 a 0,6 g de T. cruzi en 4 a é ml de la
solucién empleada en la etapa de lisis, siguiendoc el

procedimiento descrito anteriormente en esta secciodn.
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ii.Filtracién a través de geles de "Sephadex 6-25°.,

Con la finalidad de disminuir la concentracion de las
sales y de los nuclebtidos, la fraccion Sig er=a filtrada
por una columna de 9,4 mi ¢1,2 x 8,3 cm) de gel "Sephadex
G-25 medio" equilibrada con la sclucién & suplementada con
NP-40 ai 1 %, MgCio, 2 mM, PMSF 6,1l mM ¥ TLCK 0,05 mM. Las
condiciones de esta Filtracién (volumen de la muestra,
tamafic de 1a columna y flujo ) se ajustaban empiricamente,
de manera de lograr una separacion apropiada de las
proteinas ¥ de las moléculas de tamafio pequefic.

Las fracciones que contenfan las moléculas excluidas del
gel se colectaban »y se media su conductividad. Esta se
ajustaba de manera de igualaria con agquella de 1a solucion
de equilibric de 1la columna de DEAE~-celulosa, que
constituia el siguiente pasoc en este esquema de
fraccionamiento.
iii.Cromatografia de intercambio anidnico en una columna

de DEAE-celulopsa "DE-32".

tas fracciones recogidas del filtrado en geles de
*Sephadex G-25" se sometfan a una cromatografia en DE-52,
en una columna que contenfa 12 ml (1,2 x 10,6 cm) de resina
equiiibrada previamente con solucién A que ademis tenfa
MgCi, 2 mM, NP-40 al 1| %, PMSF ¢,1 mM, TLCK 0,05 mM » KCI
20 mM. Posteriormente a la adsorcién de la fraccion
referida, la columna se lavaba profusamente con la salucién

de equilibrio. La eluciétn se realizaba mediante wun

gradiente 1lineal de concentracién de KC1 en el
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rango de 20 a 200 mM, en la misma solucién de equilibrio.
Se recogfan fracciones de 1,5 ml, en las cuales se media la
conductividad con el propésito de verificar la linealidad
del gradiente salino y ademés, se determinaba la actividad
enzimidtica en alfcuotas de 5 pl.

Las fracciones con actividad enzimética se Jjuntaban » se
concentraban tres wveces mediante didlisis contra una
solucién de la siguiente composicién: Tris-HC1 50 mM pHE,
2-mercaptoetancl 2 mM, EDTA 0,1 mM, KC1 20 mM, MgClip 2 mM ¥
glicerol al 40 %. Estas fracciones se conservaban a -20°.
b. Segundo esquema de fraccionamiento con fines analiticos.
i. Preparaciéon del Syg-

El extracto se preparaba empleando entre 2,5 ¥ 3 g de
peso htmedc de células, las que se lisaban en S voldmenes
de la solucién que contenfa el detergente, segin la
metédica antes descrita. Ademis se incorporaba NaHSOg como
inhibidor de proteasas, en una concentracion % mM.
ii.Cromatografia de intercambio ani6nico en DEARE-celulosa

DE-52.

El extractoc se sometia a una cromatograffa en DE-352,
empleando una columna con un volumen de 10 ml (1,2 x 8,9
cm) de resina que se equilibraba con la solucién A, que
ademis contenfa: PMSF 1 mM, TLCK 0,5 mM » KCI1 400 mM.
Luego de aplicada la muestra, se lavaba con la misma

solucién de equilibrio de 1la columna, recogiendo las
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fracciones que contenfan las proteinas que no se unfan a la
resina en esas condiciones.
iii. Filtracién a través de geles de "Sephadex G-25".

La fraccién del extracto que no era retenida en la
| columna de DE-5Z equilibrada & una concentracién de clorurc
} de potasio de 400 mM, era filtrada por una columna que
‘ contenfa 30 ml! (2 x 9,5 cm) de "Sephadex G6-25" grueso,
equilibrado con la solucién A supiementada con los
inhibidores de proteasas TLCK 15 pyM »y PHMSF 100 uM.

Las fracciones que eran excluidas del gel se juntaban ¥
ce ajustaba su conductividad con el fin de equipararla con
| l2 de la solucién de equilibric de la columna de
fosfocelulosa, que era el siguiente paso de purificacion.
iv.Cromatografia de intercambio catibnico en una resina de

fosfocelulosa "P-11".
| El filtrado a travées de geles de "Sephadex G-25" era
adsorbide en una columna de P-11. Esta columna contenfa 30
ml (2 x 9,5 cm.) de resina equilibrada anteriormente con la
solucién A a la que <se incorporaba KCI 50 mM ¥ los
inhibidores de proteasas TLCK 15 wuwM » PMSF 100 pM.
Posteriormente a la adsorcién de la muestra, la resina era
lavada con la misma solucidén empleada para equilibrarla.
La eluciébn se realizaba mediante diez voldmenes de columna
l de un gradiente lineal de concentracién de KCl entre S0 »
400 mM preparado en la solucién de equilibrio. Se

colectaban fracciones de 3 ml, de las cuales se cacaba

P
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alfcuotas de S5 pl para los ensarvos de actividad DNA
pol imeré&sica.

La linealidad del gradiente de KCl1, empleadc para eluir
la actividad enzimitica retenida en la columna de P-11, se
controlaba midiendo la conductividad de cada una de las
fracciones recogidas.
¢. Purificacién con fines preparativos de las

actividades DNA polimerédsicas de T.cruzi.

Con el propédsito de caracterizar laes actividades DNA
polimerééicas de la forma epimastigote de T. c¢cruzi, <se
realizé preparaciones de enzima a escala mayor que aquellas
con fines analiticos. En las primeras etapas se siguié¢
esencialmete 1z metéddica aplicada en el segundo esguema
de purificacién (punto 7.b). Las diferencias se mencionan
a continuacion:

a. Preparacién del extracto.

Lz dnica modificaciébn al procedimiento antecs descrito
consistié en €1 aumento de l1a masax de células. Se
utiltizaba entre 6 ¥ 10 g de peso htmedo de células ¥ I8 a
30 ml de 1a solucidn de homogeneizacién.

b. Cromatografia en columna de DEAE-celulosa "DE-52%.

Se empleaba columnas con 20 ml (2 x 6,4 cm.> o 30 ml (2

x 9,5 cm.) de volumen de resina.
C. Filtracién a través de geles de "Sephadex 5-23".
El volumen fotal de las fraccionecs gue no eran retenidas

en “"DE-52* se dividia en dos. Cada uno de estos volumenes

era filtrado a través de una columna de "Sephadex G-25"
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que contenfa 35 ml (2,1 x 10,2 cm.) o 38 ml (2,1 x 11,0
cm.> del gel.
d. Cromatografia de intercambio iénico en fosfocelulosa

"P-11t%.

El filtrado a través de "Sephadex G-25" se sometfia a una
cromatograffa de intercambio catiénico en fosfocelulosa, en
columnas conteniendo 40 ml (2,2 x 10,8 cm.> o &0 ml de
resina (2,2 x 15,8 cm.). .

Las fracciones correspondientes a log picos de actividad
DN& polimer&sica eluida de la columna de fosfocelulosa se
juntaban ¥y se precipitaban con sulfato de amonio al 70 X de
saturacidn. Los precipitados asi obtenidos se guardaban a
—2q°
e. Cromatografia de afinidad en DNA agarosa

Las fracciones provenientes de diversas preparaciones,
conservadas al estado de precipitado con sulfato de amonio,
eran juntadas ¥y resuspendidas en un volumen de 0,2 a 0,5 ml
de la solucién &. En seguida, se eliminaba el sulfato de
amonio por medio de una filtracidén en geles de "Sephadex
G~-25" gruesc. E1 filtrado, cuya conductividad se igualaba
con la de la solucién de equilibrio de Ta DNA agarosa, se
adsorbia en una columna de & ml (1,2 x 5,3 cm.> o de 4 ml
(1,2 x 3,5 cm.) de esta resina. Luego de la adsorcitn, se
lavaba con l1a solucién A& que contenfa KC1 S50 mM y luego con
la misma solucién A supiementada con KC! 100 mM. La
elucién de 1a DNA polimerasa unida & 1a resina se realizaba

con un gradiente 1lineal de concentracién de KCI
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entre 100 y 600 mM en la solucidbn A. Se colectaban
fracciones de 2 ml en 1ias cuales se determinaba la
conductividad ¥ se ensayaba la actividad DNA polimeréasica
empleando aljcuotas de 5 pi.

De acuerdoc con el perfil de elucién de la actividad
enzimatica, se Jjuntaban aqueilas fracciones mas activas ¥
se precipitaban las proteinas mediante sulfato de amonio al
70 ¥ de saturacion. La actividad DNa polimerdsica fue
conservada de esta forma hasta su caracterizacion, Para
estos efectos, los precipitados se resuspendieron en la
colucién A ¥ se filtraron & través de columnas de "Sephadex
G-25" para eliminar el sulfato de amonio. A los filtrados
se agregé glicerol hasta una concentracién final del S0 % ¥
se les dividi6 en alicuotas que se guardaron a —20° hasta
su utilizacion,
1ig.Centrifugacién en gradientes de glicerol.

E1 an&lisis de la sedimentacién de la actividad DNa
polimerasica se realizd en un gradiente de concentracidn de
glicerol de 1S5 a 45 %, centrifugando a 346.500 rpm durante
44 horas a 4° en el rotor Beckman SW 41 Ti. La enzima se
aplicé en un volumen de 0,35 mi sobre 12 m! del gradiente de
glicerol preparade en una solucién compuesta por Tris—HCI
50 mM pH 8, EDTA 0,1 mM, 2-mercaptostancl 2 mM » KC1
300 mM.

La linealidad del gradiente de concentracién de glicerol
se comprob6 agregando el colorante azul de metilenoc & la

solucién mas concentrada, durante la
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confeccién del gradiente. Al finalizar la centrifugacion
el gradiente fue colectado desde el fondo del tuboc mediante
una bomba peristiltica, recogiendo alfcuotas de 0,5 mi.
Luego de fraccionar el gradiente se determind ja
absorbancia a 450 nm de cada una de las alfcuotas.

Como marcadores, se utilizd 700 pg de cada una de las

siguientes proteinas: catalasa (240 KDa), aldolasa (130KDa)

y ovoalbdmina (45 KDad. La posicién de las protefnas
marcadoras luego de 1a centrifugacidn se determinéd
midiende 1a absorbancia a 280 nm en las fracciones

colectadas.

La actividad DNa polimerésica se ensay® en alicuotas de
S pl del gradiente fraccionado después de 1a
centrifugacién.
il.Peterminacién de l1a concentracién de

proteinas.

Lz concentraciédn de tas proteinas se determinaba segin
el método de Lowry (¢ Lowry ¥y col., 1931 ), usando
seroalbdmina de bovino como proteina estéandar.
12.Autorradiografia en ceélulas intactas.

Las células marcadas in wvive con SH-timidina se
colectaban mediante una centrifugaciédn de 2 minutos en una
centr{fuga "Eppendorf" de mesén. Posteriormente, se
resuspendian en una concentracién aproximada de 1 x 106
células/ml en el mismo medio utilizado en los cultivos.

Con alfcuotas de 10 pl de la suspension se realizaba

extendidos sobre portaobjetos gelatinados. Estos se
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dejaban secar al aire y luego se procedia a su fijacién en
una mezcla de etanol y &cido acético (3:1) durante 40 min.
a temperatura ambiente;j prosiguiendo con lavados de 30
minutos en etanol ¥ finalmente en agua. Se continuaba con
una hidrélisis en HCI 5 N a 20° durante &0 min.,
finalizando con lawvados exhaustivos en agua destilada.

Los portaobjetos as{ tratados se cubrfan con la emulsion
radiografica Kodak NTB2 diluida en igual volumen de agua
destilada. Estando completamente seca l1a emulsidn, se
exponfa durante el tiempo necesario a -80"., Finalmente se
revelaba con la solucion D-1%9 ¥ se tefiia las muesiras con
Giemsa al 4 % a pH 7,1. El revelador D-1%9 contenfa: Elon
2,2 g/l,; sulfito de sodio 72 g/1, hidroquinona 8,8 g/1,
carbonato de sodio 48 g/1 ¥ bromuro de potasio 4 g/1.

En las células marcadas se cuantificaba el ndmerc de
granos de plata, tanto en el nticleo como en el

kinetoplasto.
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RESULTADOS

A Actividad DNA polimer&sica en 1la forma

epimastigote de Trypanosoma cruzi.

1. Preparacion de 1los extractos de
epimastigote.

Trypanosoma cruzi posee una red de microtdbulos bajo su
membrana plasmitica, que le confiere una gran resistencia a
las fuerzas mecénicas { Mc. Ghee ¥y Crosgrove, 1980 ) ¥ que
dificulta su ruptura.

De los diversos procedimientos més comunes para lisar
células, €1 que utilizaba el detergente no id6nico NP-40
brindé los mejores resultados. Este se emp]éaba en las
condiciones descritas en la seccién Métodos.

Con la finalidad de asegurar la extraccién de las
proteinas que pudieran estar asociadas al DNA, =1
adicionaba KC! 400 mM al medio de lisis (Grosse y Krauss,
1280 » {Aoshima ¥y col., 1984 >. Asi, al someter el lisado
a una centrifugacién a 10.000 x g, se constataba que 1=z
actividad DNA polimerdsica remanente en el sedimento era
minima. El sobrenadante de esta cemtrifugacion ( S;p O

constitufa el extracte wutilizade para los diversos

propésitos de estos estudios.
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2. Medicién de 1a actividad DNA polimerdsica

en los extractos.

La medicién de la actividad DNA polimerdsica en la
fraccién Syq resultaba en la cubestimacién de la actividad
total, segtn constaba en las determinaciones de actividad
realizadas en etapas posteriores del fracionamiento.
Algunos de los factores que influfan probablemente en el
hecho se analizan a continuacion:

a. Concentracién de los nuclebdtidos en el extracto.

El desconocimiento de la concentracién de los
nucledtidos en los extractos de epimastigote impedia la
cuantificacién de la actividad DNA polimeré&sica, ya que no
era posible conocer la actividad especifica del nucleotido
radiactivo en el ensayo.

Diversasz observaciones sugerian que la concentracion de
1os nucledtidos era saturante para la(s) actividad(es) DN&
polimer&ésica(s) medibles en el extracto, »ya que la
incorporacibén de BH-dTMP a1 DN& activade, catalizada por
alicuotas del extracto, no variaba significativamente con o
sin 1a adicion al ensayo de los cyatro
desoxirribonucleotidos en una concentracidn de 50 upM.

b. Pérdida de la actividad DNA polimerisica.

La actividad DNA polimerésica detectable en el extracto
disminuia en corteo tiempo. En el transcurso de 4 horas a
4* se producia una pérdida del 30 al 40 X de la actividad

medida tnicialmente en el 810. Al cabo de 24
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horas a 4*, el extracto carecfa de act%uidad DNA
polimerdsica medible de acuerdo al ensayo est&ndar.

c. Factores que interferfan con el ensayo de la actividad
DN& polimer&sica.

Las presencia en el extracto de factores que interferian
con el ensayo de la actividad DNA polimerdsica quedaba de
manifiesto en experimentos como €1 que se muestra en I&
Tabla 1II. Aalicuotas del extracto de epimastigote,
adicionadas al ensayc de actividad de una DNA polimerasa de
ovaric de Xenopus laevis, provocaban una disminucion
notoria en la cantidad de SH-dTMP incorporado al DNA
activado. Dicho efecto era anulado si el extracto de
T.cruzi era precalentado & 90° durante 2 minutos. &l hecho
que cantidades crecientes del extracto no occasionaran un
aumento proporcional en la inhibicion podrian contribuir
diversos factores, cuyo estudioc excede los propositos de
este trabalio.

3. Fraccionamiento del extracto con Ffines
analiticos

a. Primer esquema de fraccionamiento del extracto con fines
analiticos.

Con el propésito de identificar y cuantificar la o las
actividades DNA polimeréasicas presentes en los extractos de
T. cruzi, se intentd el primer esquema de purificacion
descrito en la seccién Métodos.

Ecte esquema de fraccionamiente contemplaba wuna

filtracién a través de geles de "Sephadex G-23" para




Tabla

FPresencia de factorees que interferfan con
a en los extractos crudos

de la actividad DNA polimeré&sic
T. cruzi.
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la determinacién
de

Experimento A

DNA pol imerasa Extracto de

Actividad DNA

Disminucién

de ovarioc de T. cruzi pol imerédsica incorporac.
X. laevis (Sqq0? (cpm? (A
B 10 ul 5 =
+ - 4700 0
- 10 ul 3203 31
+ 10 picd? 3038 35
Experimento B
DNa polimerasa Aadicién Actividad DNA Disminucidn
de ovaric de polimerasica incorporac.
X.laevis Ccpm) ()
+ ninguna 11000 0
+ 2 pl " (20" 11300 0
+ S wl Syq &200 41
+ S oulo" (0" 11800 a
+ i0 ul SID S000 ¥
- 10 pl " (20°%) 10500 0

La actividad DN& polimerésica de ovarioc de Xenopus
descritoc en

fue medida de acuerdo al ensayo estéandar

ceccién Materiales y Métodos.
extracto de ovario (2 pl en el

Cada ensayo
experimento & ¥ S pl en el
la fraccioén

experimentoc B) ¥ las cantidades indicadas

SID de T. cruzi. La fra

equivalente a S mg de células

solucién, fue obtenida de
20® durante dos minutos.

d. : dializado

ccion  Syg.

de
conteniendo

por ml de
csefalado en

(peso fresco?
acuerdo a lo
Materiales y Métodos. Como control se usé Syg calentado a

contenfa el

laevis
1a

el
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eliminar loes nucleétidos y el exceso de cloruro de potasio
del extracto, seguido por una cromatografia de intercambio
aniénico en una columna de DEAE-celulosa. El pertfil de
elucién de la actividad DNA polimerdsica se muesira en la
figura 2. Se observa que la actividad enzim&tica se
distribuia tanto en las fracciones que eran retenidas en la
recina como en aguellas que no se unfan a ella. Cabe
indicar que parte de la actividad DNA polimerasica era
recuperada en el wvolumen no retenido, adn cuando se
incrementara ta razén entre la cantidad de resina
(rconsiderande su capacidad de wunién) ¥y la cantidad de
proteina aplicado a la columna.

El ensayo estindar que utiliza DNA activado como molde o
matriz para la reacion de polimerizacién, revelaba un pico
mavoritario de actividad que elufa con una concentracién de
KC1 80 mM, aproximadamente ¥ una actividad de magnitud
inferior que elufa a menor fuerza ibnica. Por otra parte ,
cuando se utiiizaba polidC-oligodG como matriz, se
detectaba un pico adicional de actividad DNA polimerasica
que elufa con una concentracién de KCl alrededor de 120 mM.
Lz figura 3 muestra el resultado del ensayo de la actividad
de las fracicnes dializadas provenientes de 1a columna de
DE-S52 con las matrices DNA activado y polidC-cligodG. Estx
Gltima servia como matriz para el ensayo de actividad tanto
de la enzima que quedaba en el lavado de la columna, como

de agquellas gque eran retenidas en la columna. Se
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ACTIVIDAD DNA POLIMERASICA
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Cromatograffa en DEAE-celulosa (DE-5Z2) de 1la
actividad DNA polimerédsica de epimastigote.

La actividad enzimitica se determinaba de
acuerdo a las condiciones estandar, con DNA
activado como matriz y MgCl, SmM.

Se utilizaba 5 pl de cada fraccién colectada
como Fuente de enzima. Los resultados ecstén
expresados como actividad DNA polimerdsica total
por fraccién colectada.
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ACTIVIDAD DNA POLIMERASICA
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Figura 3. Ensayo de la actividad DNA polimerédsica elufda

de la cceclumna de DEARE-celulosix, con dos matrices
diferentes.

Se Jjuntdé cada diez AFracciones eluidas de 1a
columna de DEAE-celulosa y se las dializé
durante 18 horas a 4° contra glicercl al 40 % en
la solucién A. Posteriormente a la didlisis, se
ensayé paralelamente 1a actividad DN&
polimer&sica con la matriz DNA activado v MgCl,
S ( B > »y con l1a matriz polidC-oligodG en
presencia de MnCip 1 mM ( OO ). Los resultados
se expresan como actividad DNA polimerésica
total por fraccidén dializada.
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corroboraba as{ las observaciones anteriores, en cuanto a
1a existencia de wuna segunda actividad retenida en
DEAE-celulosa, que quedaba de manifiesto s6lo cuando se
usaba polidC-oligod6 como molde para la incorporacion de
los desoxirribonucledtidos.

Las fracciones correspondientes & los picos de actividad
DNa polimerésica, concentradas por didlisis contra glicerol
al 40 % ¥ mantenidas a -20°, conservaban la actividad
enzim&tica durante algunos dias.

La curva de progreso de la reaccion de polimerizacion,
catalizada por las fracciones con actividad enzimitica
eluidas de DE-52Z, mostraba un incremento lineal de 1a
incorporacién de SH-dTMP al DNA activado por tiempos cortos
(alrededor de 10 min.>. Luego se observaba una disminucién
rdpida de la radiactividad inscluble en 4cido
tricloroacético, indicativa de la desaparicion del producto
formado. El anilisis del experimente, cuyos resultados se
muestran en la Tabla IIl, indica que en aguellas fracciones
retenidas en DEAE-ceiulosa en presencia de concentraciones
de KC! inferiores a 150 mM, se encontraba una actividad de
tipo nucleoiitica que degradaba el SH-DNA de timo de
ternera. Esta actividad seria responsable, al menos en
parte, de la disminucién del producto formado ¢{3H-DNAY en
el curso de la reacciétn de polimerizacidon catalizada por

las fracciones con actividad DN& polimerdsica derivadas de

1a cromatografia en DEAE-celulosa.
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Tabla III

Actividad de tipo nuclecl{tica que coelufa con la actividad
DN polimerasica en la cromatografia en DEAE-celulosa
(DE-52).

adicion al SH-DNA remanente
ensayo ‘ radiactividad insoluble en TCA 10 X%

Ccpm? ()
ninguna 2942 100
0,1 pl fraccién D 2748 ?3
1 pl fraccion D 2122 72
S uyl fraccién D 1944 &6
10 uyl fraccion D 153237 52
15 pl fraccidn D 1213 41
5 pl extr. ovario 2723 ¢3
16 pl extr. ovario 2642 ¢1

£1 conjunto de las fracciones que se unfan a la columna de

DEAE-celulosa en presencia de KC1, en concenptraciones
inferiores a 150 mM, fue dializado contra glicerol al 40 X
en sclucién A durante 18 horas a 4°. Diferentes alicuctas

de esta fraccion (fraccion D} fueron incubadas con 3 pl de
SH-DNA por 15 minutos a 37° en un medio de incubacién que
contenfa Tris-HCl S50 mM pH 8, DTT 10 mM, MgClp, S5 mM,
seroalbdmina de bovino 100 pg/ml »y dNTPs S0 uM, La
reaccién se detuve mediante 1a adicién de § ml de TCA al
i0 ¥ y se determind la radiactividad insoluble retenida en
filtros de fibra de vidrio GF/A.
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b. Segundo esquema de fraccionamiento con propositos
analiticos.

El segundo esquema de fraccionamiento constaba
esencialmente de las mismas etapas que el primero para la
obtencién del extracto Syg, exceptuando la eliminacib6n del
MgCl, de 1las soluciones usadas con el fin de evitar
cualquier interferencia del i6n Mg*2 en loe ensayos con
diferentes cationes bjvalentes.

Para proseguir, el S;g se cromatografiaba en una columna
de DEAE-celulosa (DE-52) equilibrada con KC1 400 mM. En
ectas condiciones de cromatografia, los &cidos nucleicos
quedaban retenidos en la columna. En tanto, la actividad
DNAa polimerisica so6lo se detectaba en aquellias fracciones
que contenfan las proteinas no unidas a la resina.

La cuantificacién de la actividad DNA polimer&sica en
esta etapa se dificultaba debide a la interferencia en el
ensayo de los nucledtidos ¥y a la alta concentracidn salina
contenida en la +fraccion. émbos factiores se superaban
depués de la Filtacién de 1la Fraccion proveniente de
DEAE~celulosa a través de geles de "Sephadex G-25" grueso.

El filtradoe era sometido posteriormente a una
cromatograffa en una columna de fosfocelulosa “P-11°%. El
perfil de 1la actividad DNA polimer&sica elufda de la
columna de fosfoceluliosa se sefiala en la figura 4. La

actividad retenida en la columna se distribufa en tres

picos denominados I,II1 » III, de acuerdo al orden de
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Figura 4. Cromatografia en columna de fosfocelulosa (P-11)
de la actividad DNA polimerésica, ensayada con
DNA activado. .

La fraccién correspondiente al filtrado a través

de geles de "Sephadex G-25" fue cromatografiada

en una columna de fosfocelulosa, tal como se

describe en Materiales y Métodos. La actividad I
DNA polimerdsica se midié de acuerde a las :
condiciones descritas para el ensaye estandar,

en presencia de MaClo, S mM CA)> o MnClo 1 mM

( ® ), empleando una alfcuota de S vl de cada

fraccién colectadsa. Los resultados estin

expresados com actividad DNA polimerdsica tota]

por fraccidén colectada.




elucién. Cabe sefialar que en algunas preparaciones el pico
II séio aparecifa como un hombro del pico 1I. Por otra
parte, una fraccién de la actividad DNA polimerasica total
era recuperada siempre en el lavado de la columna, por
razones no atribuibles @ una scobrecarga de ésta.

El ensavo de las fracciones eluidas de la columna de
fosfocelulosa con DNA activade como matriz ¥ Mg+2 como
cation, revelaba la actividad DNA polimerédsica de los picos
I, II y III. Al sustituir el Mg*Z por el Mn*2 en el medic
de ensayo, el pico III resultaba practicamente inactivo.
Ecte hecho era independiente de la matriz utilizada para
ensayar la actividad DNA polimerésica. Asi lo sefalan los
resultados que se itiustran en la figura 3. En ésta, la
actividad DNA polimerésica eluida de la columna de
focsfocelulosa se ensayd en paralelo con DNA activado como
molde, usando Mg*z o Mnt2 como catién divaiente ¥y con la
matriz polidC-oligodG en presencia de MntZ, Se observa gue
con el catisn MntZ se detectaba claramente la actividad de
los picos I y 1I, mientras que la actividad del pico III
era minima. Esta caracteristica de 1la actividad DNA
polimerdsica del pico III fue corroborada posteriormente,
mediante ensayos con diversos tipos de matrices.

4. Estudio de estabilizacidén de 1a actividad

DNA polimerasica.

Las fracciones enziméticas correspondientes a los picos

1, II1 ¥ no retenido en fosfocelulosa fueron sometidos a
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Figura 5. Ensayo de la actividad DN& polimerdsica eluida
de la columna de fosfocelulosa, con diferentes
matrices. .

El filtrado a través de Ta columna de "Sephadex

G-25", se sometié a una cromatografia en una

columna de fosfocelulosa, segun se describe en

Materiales y Métodos. La actividad DNa r
polimerdsica fue medida en las condiciones
estandar, utilizando las siguientes matrices ¥
cationes bivalentes: DNA activado con M9812 SmM
{ ® ), DN& activade con Mn012 I mM ¢ o7 ) ¢
palidC-oligodB con MRCio, ImM™ ¢ & ), Los
resul tados estan expresados como actividad total
por- fraccién colectada,
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los procedimientos sefalados en la Tabla IV, & fin de
establecer cual de ellos permitfia una preservacién mejor
de la actividad DNA polimerasica, Segtn los resultados
obtenidos, la precipitacién con sulfato de amonio era el
método mée apropiadc para conservar la actividad DNA
polimerédsica elufda de la columna de fosfocelulosa, pese a
que se verificaba una disminucidn de la actividad luego de
perfodos prolongados en esta condicion. Aquella actividad
enzimitica recuperada en las fracciones que no eran
retenidas en la columna de fosfocelulosa mostraba una
disminucién considerable en todas las condiciones
analizadas.

El hallazgo de un procedimientc que permitia conservar
parte importante de la actividad DNA pol imeré&sica, adn por
perfodos de dos a tres meses, hizo posible abordar una
purificacién con fines preparativos de la actividad DNA
polimerdsica de los picos I vy III obtenidos de la
cromatografia en fosfocelulosa.

B. Purificacion con fines preparativos de
1as actividades DIN&A polimerdasicas de
Trypanocsoma cruzi
El procedimiento de purificacién preparativo incluyd las

etapas detalladas en Métodos, que eran esencialmente las

mismas aplicadas en el segundo esquema de
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Tabla IV

Ectabilizacién de la actividad DNA& polimerdsica.

Actividad DNA pol imerasica

Inicial Después del tratamientoc sefalado
(pmoles dTMF/
30 min.) (%)
Fraccidén ninguno i B C
no retenida 1420 4z 41 i4 12
Pico I 1200 i1 24 2% 130
Fica 111 1100 249 4z 44 g4

Las fraccicnes obtenidas después de la cromatogratfa en
fosfocelulosa, cuya actividad DNA polimerasica inicial se
cefiala en la tabla, fueron divididas en cuatro alicuotas.
Una de las alfcuotas de cada muestra fue sometida a unoc de
loe tratamientcs que se describe a continuacén:

Tratamiento A: Se agregé seroalbtmina de bovino hasta una
concentracion final de 100 pg/ml.
Tratamiento B: Se dializé las fracciones durante 18 horas

a 4" contra una <solucién que contenfa
Trie-HC1 10 mM pH 8, EDT#A 0,1 mM,
Z-mercaptoetancl 2 mM » glicerol al 40 X.
Tratamiento C: Se precipité las muestras con sulfato de
amonic al 70 ¥ de saturacion. Luego de
mantener los precipitados durante ie
horas a 4°, fueron recsuspendidos en
solucién A y se eliminé el sulfato de
amonico mediante filtracién a través de
"Sephadex G-23".
Las alicuotas no tratadas (ninguno), asf{ comoc las tratadas,
fueron mantenidas a 4° por 18 horas. &1 cabo de este
perfodo, se determiné la actividad DNA polimer&sica con la
matriz polidC-cligodG en las condiciones del ensayo
ectéandar, utilizando alfcuotas de 5 ul de cada fraccion. La
actividad remanente se expresé como porcentajr de la

inicial.
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fraccionamiento con fines analiticos, hasta Ta
cromatografia en fosfocelulosa.

No obstante el aumento en la cantidad de células ¥ por
consiguiente en el volumen del extracto y de lTas columnas
cromatograficas, el fraccionamiento se desarrolié en un
mismo dia a fin de evitar la inactivacion de las DNA
polimerasas. Con el propodsito de disminuir el tiempo
empleado en las etapas iniciales del fraccionamiento, el
volumen total eluido de la columna de DEAE-celulosa fue
dividide en dos partes, las que fuerecn filtradas
simul taneamente a través de dos columnas equivalentes de
"Sephadex G-25"".

Pese a las modificaciones especificadas anteriormente,
el perfil de actividad DNA polimerasica elufda de la
columna de fosfocelulosa no se distinguia de agquel obtenido
al aplicar el segundo esquema de fraccionamiento analftico.

Posteriormente, se continud la purificacion de los picos
I v 111 de actividad DNA polimeréasica elufdos de la columna
de +fosfocelulosa, Parz elle, se Jjunté las +Ffracciones
correspondientes a los picos I ¥y 111 que provenfan de
diferentes preparaciones (a partir de un total de 40 g de
peso homedo de célulasd, conservadas a la forma de
precipitado con sulfato de amonio. El conjunto de los
precipitados que correspondfan al pico I, se resuspendi6 en
solucién A ¥ se los filtrd en columna a través de geles de

"Sephadex G-25" con el objeto de
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eliminar el sulfate de amonio. Con los precipitados
correspondientes a lTas fracciones del pico 111, se procedié
de forma analoga.

Las fracciones correspondientes al picoe I ¥y al pico 111
se sometieron, independientemente, a una cromatograffa de
afinidad en una columna de DNA agarosx. E1 perfil de
actividad DNA polimer&sica eluida de la columna de DN&
agarosa se seffala en las figuras éA y éB. Las actividades
DNa polimerédsicas del pico I » del pico III elufan con
fuerza idnica semejante, alrededor de una concentracidén de
KCt 195 mM. Este perfil de elucién se repetia al uvtilizar
otras matrices para ensayvar la actividad DN& polimerédsica,
Esta figura muestra el perfil de actividad con la matriz
polidC—o]igodG/Mg*z, puesto que era aquella que permitia
los niveles mas altos de incorporacién de los nucledtidos.

Las fracciones con mayor actividad se Jjuntaban » las
proteinas se precipitaban con sulfato de amonio al 70 ¥ de
saturacicon., -

Esta etapa de purificacidon eliminaba una cantidad
considerable de las proteinas carentes de afinidad por el
DN&, segin se apreciaba en el pertfil de proteinas obtenido
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS.
Ademis, lag fracciones enzimiticas recuperadas después de
la cromatograf{a en DNA agarosa, conservadas en la forma de
precipitadoc con sulfato de amonio, mantenfan practicamente

el total de la actividad inicial
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Figura é.

Cromatografia de afinidad en columnas de DNA
agarosa de la actividad DNA polimerédsica.

ta actividad DNA polimerésica correspondiente al
pico I (parte A) ¥ al pico III (parte B) elufdos
de fosfocelulosa, se sometid a una cromatografia
de afinidad en una columna de DNA agarosa de &
m! (1,2 x 5,3 cm.) » de 4 ml (1,2 x 3,5 cm.),
respectivamente. La actividad eluida de esta
columna se ensayoé con poiidC-oligodB en
presencia de MgCly; siguiendo el procedimiento
para el ensayoc estandar descrito en Materiales ¥
Métodos., Los resultados se expresan cCcomo
actividad total por fraccidén colectada.
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durante varios meses. Esto no ocurria con aquellas
fracciones provenientes de Ta etapa de fosfocelulosaj
éstas, mantenidas en las mismas condiciones, mostraban una
disminucién significativa de la actividad en el transcurso
de algunos dfas.

El esquema de +Fraccionamiento sefialado proporcionaba,
para la Fraccién 1, una purificacion de 2,4 veces en la
etapa de fosfocelulosa ¥y de 12,6 veces en la de DNA
agarosa, con un rendimiento del GS& A » del 28 X,
respectivamente. Para la Fraccién III, la purificacidn
obtenida era de 1 wvez mediante la cromatografia en
fosfocelulosa y de 2,2 veces en la cromatogratia en DNaA
agarcsa, siendo los rendimientos respectivos del 19 X y del
4 4 . Estos wvalores estan referidos a Ja actividad
contenida en el extracto +filtrado a través de "Sephadex
5-25* y determinados a base del ensayo estindar con DNA

activado/Mg*2.

Fara su andlisis es preciso considerar que
a la actividad DNA polimerasica total del extacto
contribuian, en diferente proporcién, varias actividades
gque eran separadas mediante la cromatograffia en
fosfocelulosa. Este hecho se refleja en los valores antes

indicados, particularmente en el caso de la Fraccién 11T

que constituye una actividad minoritaria en el extracto.
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C. Caracterizacién de las actividades
DNA polimerasicas de Tas Fracciones

I » IIl.

La caracterizacion de las actividades DNA polimer&sicas
de T. cruzi se circunscribié a las Fracciones 1 y III,
correspondientes a las actividades recuperadas después de
la cromatograffia en DNA agarosa de los picos I ¥ 111
provenientes de lta cromatcgrafia en fosfocelulosa. El
estudio de la actividad obtenida en el lavado de la columna
de fosfocelulosa no fue abordado debido & su inestabilidad.
Asimismo, la dificulitad encontrada en 1a obtencién de 1la
Fraccién II libre de contaminacién con la Fraccién I fue el
mayor impedimento para su caracterizacién.
1. Requerimientos de 1a reaccién de

polimerizacion
8. Efecto de clorurc de potasio.

El cloruro de potasio ejerce un efecto diferenciador
sobre la actividad de las DNA paolimerasas de Jas células
eucarioticas, por lo cual se utiliza como un pardmetro para
la caracterizacidn de éstas.

Se estudi¢ el efecto de cloruro de potasioc sobre 1a
actividad DNA polimeré&sica de la Fraccién 1 ¥ de 1la
Fraccidén III. Las resultados ilustrados en la fiqura 7
indican que el KCl1 estimulaba la actividad de ia Fraccién I
en un rango de concentraciones de 5 a 80 mM, obseruvindose

el efecto maximo en el rango de 20 a 40 mM;
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ACTIVIDAD DNA POLIMERASICA |
{pmoles dTMP incorporados/ 30 min) x I0~

Figura 7.
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Efecto de cloruro de potasio.

La actividad DNA polimerasica fue determinada
en presencia de distintas concentacicnes de
cloruro de potasio, en las condiciones descritas
para el ensayo estandar en la seccién Materiales
¥y Métedos. La matriz utilizada {fue DN&
activado, con Mg(CHSCUD)E. Fraccién I ¢ 4 ) y
Fraccion 111 ¢ @ ),
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en tanto, 1la actividad de la fraccién 111 disminufa
marcadamente en ese mismo rango de concentracidnes.
b. Efecto de los cationes Mg*Z y Mn*2,

Las DNA polimerasas catalizan la polimerizacion de los
desoxirribonuclieédtidos en presencia de un catidn divalente,
habitualmente Mg+2 en concentraciones de 1073 a 1072 M,
Mn*2 puede sustitir al Mg+2 perc en concentraciones
menores, alrededor de 1074 a 1079 M,

Con Mg+2 come catién, las Fracciones 1 ¥ III de T. cruzi
alcanzaban la actividad madxima a una concentacién alrededor
de 15 mM, sequn se sefiala en la figura 8.

Coincidentemente con las observaciones anteriores ( en
ios perfiles de actividad elufida de fosfocelulosa ?, el
nivel de actividad de 1la Fraccién III era muy bajo en
presencia del catidn Mn*Z2, Por el contrario, la Fraccion I
era activa adn con concentraciones alrededor de 5 mM de
ecte cation. Estos resul tados se muestran en la figura 9.
c. Efecto de pH en 1a actividad DNA polimeré&sica.

Los experimentos desarrollados denctaban un efecto de la
soluciétn amortiguadora sobre el nivel de la actividad DNA
polimerdsica. Tanto para 1a Fraccidtn I como para la
Fracciéon 111, la actividad méxima era obtenida cuando se
empleaba 1a solucidn amortiguadora Tris-HCl. No obstante,
esta solucidn amortiguadora no fue utilizada para estudiar
la variacién de la actividad de la Fraccidén III en funcién

del pH, porque en el rango de 7 a 8 unidades de pH se
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ACTIVIDAD DNA POLIMERASICA’
(pmoles d TMP incorporados/ 30 min)x10-"
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Figura 8. Efecto del catiéon Mg*Z en 1a actividad de DNa
polimerasa de la Fraccién I y de l1a Fraccién
III.

La actividad DNA polimer&sica de la Fracecién I
( 4 ) y de Ta Fraccién III ¢ ® > se determiné
segin el ensayo estandar descrito en Materjales
y Métodos, empleando DNA activado como matriz,
en presencia de diferentes concentraciones de




Figura 9.

ACTIVIDAD DNA POLIMERASICA
(pmoles dTMP incorporados /30 min) x 10~

Efecto del catién Mn*Z en la actividad DNA
polimerasica de la Fraccién I ¥y de la Fraccién
I1I.

La actividad DNA polimerédsica de la Fraccién 1
( & ) y de la Fraccién III ( @ ) se determiné
seqgin el ensayo esténdar descritoc en Materiales
y Métodos, empleando DNA activado comoc matriz,
en presencia de diferentes concentraciones de
MnCl 5.
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observaba una disminucidén en la actividad que no era
detectada con otras soluciones amortiguadoras.

La actividad DN& polimerésica de la Fraccién 1
precsentaba una dependencia clara del pH, alcanzandoc <u
nivel méximoc en el rango de pH 8,5 a ¢, tal como 1o ilustra
la figura 10, Por el contrario, la actividad DN#&
pol imerdsica de la Fraccién IIl no era significativamente
dependiente del pH, en el rango de é a 9,9 unidades de pH.
Este hechco +ue corroborado empleandc diferentes soluciones
amor tiguadoras, tales como fosfato de potasioc 20mM,
glicilglicina 20 mM, imidazol-HCl 20mM y Hepeese-NalOH Z0 mM.
2. Capacidad de utilizacién de matrices.

Se estudié la capacidad de las Fraciones 1 » 111,
obtenidas después de la cromatografia en DNA agarocsa, para
utilizar diferentes polimeros andlcocgos del DNA activado
como matriz para 1a reaccidn de polimerizacién.

Fese & que las concentraciones de los cationes Mg+2 ¥
MntZ empleadas en el ensayo no fueron las éptimas, los

resul tados de la Tabla V establecen gque, desde un puntc de

vista cualitativo, las Fracciones I » I11 empleaban
bidsicamente las mismas matrices. Estas eran del tipo
polidesoxinucledtida (matriz? = oligodesoxinucledtido
(partidor) ¥ polidesoxinucleétido (matriz) =

oligorribonucleétido (partidor), ademd&s del DNA activado de

timo de ternera ¥y del propio T. cruzi.
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Figura 10. Efecto del pH sobre la actividad de DNa

polimerasa.

La actividad DNA polimerédsica de la Fraccién 1
(sfmbolos negros) ¥y de la Fraccién III (sfmbolos

blancos) e midié de acuerdo a las condiciones

estandar descritas en Materiales v Mé todos,
utilizando la matriz DNA activadeo ¥ Mg(CH3COD)2
10 mM., Como soluciones amortigQuadoras ce
empled: Tris-HC! SO0 mM ¢ @ ) ¥ fosfato de
potasio 20 mM (A , A ).

(pmoles dTMP incorporados /30 min) (®)
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Tabla U

Utilizacidn de matrices

Fraccién I Fraccién I1I

Actividad DNA polimerasica
(pmoles dNTP incorporado/pg de proteinad

matriz-partidor SH-dNTP Mg*? Mn*2 Mgt2 Mnt2
DNa timo activ. diTF 1,13 0,448 0,12 0
(4,52> (1,84) (0,48
DNAa T.cruzi act. dTTP 0,44 ¢,z? 6,04 0,01
(1,76) 1,16 (0,16> (0,04)
DN& T.cruzi nat. dTTP 0 N.D N.D N.D
pol i dA-ol i godT 4TTP 0,04 0,03 0 0,01
polirAa—ol igodT dTTP 0 0,01 o o
pol idC-ol i godB d6TP 4,24 0,56 0,15  ©,02
pol idT-ol i gora dATP 0,67 1,39 0,36 0,02

La actividad especifica de la Fraccién I y de la Fraccion
111 con cada una de las matrices se determind segin el
ensayo estandar en presencia de Mg(CH4COO), 10 mM o de MnCl1,
1 mM. Entre paréntesis se sefiala el valor estimado para la
incorporacién de los 4 dNTPs al DNA activado, suponiendo que
equivale a 4 veces el valor determinado para el diTP.




Ninguna de 1las Fracciones wutilizaba polirAd-oligodT,
matriz gque es usada preferencialmente por Tas DNA
polimerasas mitocondriales.

Un aspecto dectacable es el hecho que la Fracciom III,
cualquiera fuese la matriz empleada en el ensaro, tenfa una
actividad DNA polimer&sica muy reducida con Mr*2 como i6n
divalente. dAunque, la actividad especifica de 1a Fraccidn
I era mayor con Mg+2 practicamente con todas las matrices
ensayadas, en el caso de 1a reaccitn de polimerizacién con
polidTi-ol igora, Mn*t2 era el mejor cofactor. Lz actividad
especifica de 1la Fraccion III era significativamente
inferior a la de la Fraccién I con todas las matrices
estudiadas.

3. Velocidad de sedimentacién en gradiente de
glicerol.

El perfil de actividad resultante de someter la Fraccién
I 2 una centrifugacién en un gradiente de concentraciédn de
gticerol entre 15 ¥ 45 ¥, se muestra en la figura 1i. La
actividad enzim&tica se distribufa en tres picos que
sedimentaban en las fracciones mias pesadas del gradiente.
El pico mayoritario, que representaba alrededor del 40 X de
la actividad recuperada, sedimentaba con una velocidad un
poco mayor que la del marcador catalasa. Esto es, con la
velocidad de sedimentacion de una proteina globutar de peso
molecular 250.000 aproximadamente (valor extrapolado de la

grafical. El pico minoritario, correspondiente al 10 X de
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Figura i11. Sedimentacién en gradiente de glicerol.

EV procedimiento seguido para los estudios de
sedimentacidn se detalia en Materiales ¥
Mé todos. La actividad DNA polimerésica se
determintd seqtin €1 ensayo de incorporacidén de
3H-dBTP a la matriz polidC-oligodls en presencia
de Mg(CHxCODY), 10 mM, realizado en las
condiciones del ensayo estéandar. Sobre el
gradiente de glicercol se aplicd 370 ug de
proteinas, equivalente a 36 unidades de la
actividad DNA polimerdsica de 1a Fraccidn I. L=z
posicién de sedimentacién de las protefnas
marcadoras se sefiala mediante flechas, 1o mismo
que los picos mayoritario (A) ¥ minoritario (B)
de actividad DNA polimeré&sica derivados de la
Fraccion I.

68




la actividad total recuperada, sedimentaba con una
velocidad equivalente a 1& de una proteina globular de peso
molecular alrededor de 180.000. La actividad DNA
polimer4sica restante, se recuperaba en el fondo del
gradiente.

Este an&lisies de velocidad de sedimentacién no se pudo
realizar con la Fraccién IIl debido a que su bajo nivel de
actividad DNA polimerdsica impedia medirla después de 1a
centrifugacién.

4., Efecto de inhibidores de 1a actividad DNaA

pocl imerasica.

Las DNA polimerasas son  inhibidas selectiva o
especificamente por ciertos compuestos, hecho que
proporciona uno de 1o criterios actualmente mas difundidos
para la caracterizacién de las actividades PNaA
polimer&sicas.

En este tipo de andlicis de las actividades DN&
polimerdsicas de la forma epimastigote de T. cruzi, se
vtitizé los inhibidores m&s comunes de las DNA polimerasas
de los eucariotes superiores.

a. Efecto de Berenil y de bromuro de etidio.

La droga N-1,3-diamidinfeniltriazenaceturato, conocida
con el nombre de Berenil, se aplica comc agente
antiparasitario en el ganado infectadeo con la especie
africana T. brucei ( Newton ¥ Le Page, 1947 ). Esta droga
administrada a los animales se intercaia en el DNA del

pardsito, principalmente en el DNA "Kinetoplastidico®,
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siendo & esta propiedad que se atribuye su accidn
antiparasitaria.

Se estudié el efecto de Berenil sobre la actividad DNA
polimerésica de la Fraccién I » de 1a Fraccion III. Los
resul tados que se muestran en la figura 12 A sefMalan que,
en el rango de concentraciones ensayado, Berenil provoca
una inhibicidén aproximadamente equivalente en la actividad
DNA polimerasica de las Fracciones I » IIl.

Dtra droga intercalante, bromuro de etidio, ha sido
sefialada como un inhibidor potente de 1a DNA polimerasa
mitocondrial ¢ Tarragd-Litvak » cel., 1978 ) en el rango de
concentracién de 1079 a 1076 M, que tiene un efecto escaso
sobre las DNA polimerasas nucleares.

La figura 12 B ilustra el efecto inhibitorio de bromuro
de etidio sobre 1a actividad de las Fracciones I » III. Ge
observa que el 50 % de inhibicidén de 1a actividad DNA
polimerdsica se obtiene con concentraciones de bromuroc de
etidio entre 15 & 20 pM para las Fracciones III » I,
respectivamente.

b. Efecto 2:-3r~didesoxitimidinatrifosfato (ddTTPF) » de
i-P-D-arabinoefuranosilcitosina-5»—trifosfato (araCiP).

El an&logo de dTTP, ddTTP, es un inhibidor tanto de las
DNA polimerasas procaridticas como de las eucaritticas.
Sin embargo, las distintas c¢lases de DNA polimerasas
difieren en el grade de susceptibilidad al ddTTF. La DNA
pol imerasa més sensible es la mitocondrial, que resulta la

dnica de las enzimas eucaridticas que
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Figura 12. Efecto de 1a concentracidon de Berenil y de

bromuro de etidio en 1la actividad DNA
poelimerdsica de lae Fracciones 1 y 111,

Al Tcuotas de las Fracciones I y 111 fueron
preincubadas con diferentes concentraciones
de Berenil <(parte A) ¥y de bromuro de etidio
(parte B), durante 30 minutos & 4° en el misme
medico de reaccién descrito para el ensayo
estdndar de &actividad DNA palimerésica. La
incubaciébn, en presencia  del inhibidor
respectivo, se prolongd por 30 minutos a 37°,
luego de adicionar la mezcla de los dNTPs. El
i00 ¥ de actividad DNA polimeridsica equivale a
8,44 unidades (en la parte A) y» a 0,98 unidades
ten ta parte B> de 1a Fraccidnm 1I. Para 1a
Fraccién I11, el 100 %! de actividad
corresponde & 0,25 {(en la parte A ¥ a 0,54
unidades (en la parte B). Fraccién 1 ¢ A4 ) ¥
Fraccidn 111 ¢ ® 2.
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incorpora el ddTTP & la cadena polinuclebtfdica naciente,

interrumpiendo la elongacibn de ésta. : De las enzimas

nucleares, las de tipo « requieren una p%oporcién alta de

ddT7TP respecto a dJITP para la inhibiciénide su actividad,

en comparacion a las de tipo p.
i
En el experimento mostrado en la {iguéa 13 A se sefiala

que ddiTP, en concentraciones de 15 uM ( ddTTP/dTTP = 1,5 3
y de S0 M  ddTTP/dTTP = 5 3, disminufe en wun S8 X l1a

actividad de 1la Fraccién III ¥y de ;la Fraccién I,

respectivamente.
Todoes 1oe anadlogos arabinofurandside de los

desoxirribonuciedtidos son inhibidores co¢petitivos de las
|

DNA polimerasacs. Ei anilogo habitualmeﬁte mas usado es
1

araCTP, que inhibe competitivamente respecto a dCTP 1a
actividad de 1las DNA polimerasas eucaribticas ¥ wirales
( Yoshida y col., 1977 > ( MatsuKage » coﬂ., 1978 J.

Segtn seffala la figura 13 B, tanto para la Fraccién I

como para la Fraccién III se produce una disminucién del

1

S0 X en l1a actividad DNa polimerasicé con aralCTP en

!
concentraciones de 0,4 mM a | mM. Aparentememte, éste es
i

el nivel maximo de inhibicién provocado ﬁor el anidloge de
i

dCTP en la actividad DNA polimeré&sica de las Fracciones [ v
i
!

c. Efecto de N-etilmaleimida (NEM). %

NEM, comoc agente bloqueador de los grupos sulfhidrilo

I1I de T. cruzi.

H
suprime la actividad de 1las DNA polimerasas, excepto la de

!
i
i
!
t

1

1
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Figura 13. Efecto de ta concentracién de 23-31

didesoxitimidina trifosfato (ddTTP) y de 1-/>-D
~arabinofurancsilcitosina-Sstrifosfato (araCTk
en la actividad DNA polimerdsica de las
Fracciones I » III.
La actividad DNA poiimer&sica; en presencia de
diferentes concentraciones ddTiTP {(parte A) y de
araCTP (parte B>, +fue determinada segdn las
condiciones del ensayo estandar con la matriz
DNA activado »y MgCH3(COO>, 10 mM. En el
experimento destinado a ensayar el efecto de
aralCTP, se disminuyé la concentracién de dCTP
desde 50 pM a 10 pM, mientrasila concentracion
de los desoxinuclebétidos restantes se mantuve
comoc se describe para el ensayo esténdar. El
106 X de 1a actividad de 1a Fracciodn I
corresponde a 0,4l unidades (eln la parte A) ¥ a
0,98 unidades {(en la parte B). El 100 % de 1la
actividad de la Fraccion III;es equivalente a
0,23 unidades (en la parte A) ¥ & 0,45 unidades
(en la parte B). Fraccitn I (&Y y Fraccién 111
(®).
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la enzima del tipo A, lo que constiture normaimente un
parametro para la identificacion de esta DNA polimerasa en
los eucariotes superiores (Chang, 19746) (Weissbach, 1977 ).
Seqgdn lo observado, las actividades DNA polimerédsicas en
estudic eran afectadas de manera diferente por NEM. Como
muestra la figura 14, a una conhcentracion de NEM 10 mM,
suficiente para inhibir en més de un 90 % 1a actividad de
todas 1las DNA polimerasas sensibles, la Fraccién I
conservaba més del 40 X de su actividad ¥y l1a Fraccion I11
se inhibfa completamente.
d. Efecto del &acide fosfonacético.

Se ha descritoc que la actividad DNA polimerdsica del
tipo 4 es més resistente &zl efecto inhibitorio del &cido
fosfonacético que las otras DNA polimerasas ¢ Fry, 1983 .

Pel anadlisis de la figura 15 se deduce que la actividad
de la Fraccién I es mas resitente al inhibidor gque la de la
Fraccién 11II. Concentraciones de éste de Z0D pgs/ml s6lo
provocaban una disminucion en la actividad de la Fraccién I
de un 25 X3 en tanto, concentraciones de 10 & 20 pg/ml
disminufan la actividad de la Fraccién III alrededor de un
a0 #.

e. Efecto de butilfenildesoxiguanosina Sy'~trifosfato

{BuPdGTP) .

El an&logo de dGTP, BuPdGTP, ha sido descrito como un
inhibidor selectivo de 1as DNA polimerasas de tipo « de los

eucarioctes ( Khan ¥y col., 1984 > ( Khan ¥ col., 1985 >,
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Figura 14, Efecto de la concentracidon de N-etilmaleimidsa.

El ensayo de la actividad DNA polimerésica se
decarrollé segdn las condiciones estéandar,
con excepcién de 1la eliminacién del DTT del
medico de incubacidn. Las fracciones enzimiaticas
se preincubaron durante 30 minutos a 4° con
diferentes concentraciones de N-etilmaleimida
{(NEM). Se dié inicic a 1a reaccién mediante 1a
adicién de los dNTPe » se incubd durante 30
minutos a 37°. El 100 X de 1la actividad
equivale & 0,3 unidades de la Fracidon I ¥ a 0,1
unidades de la Fraccion III. Fraccidn I (.A)Y ¥
Fraccién 111 (@),



ACTIVIDAD DNA POLIMERASICA (%)

Figura 15,
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Efecto de 1a concentracién de 1 dcido
fosfonacético.

Lz actividad DNA polimerdsica fue determinada
en presencia de diferentes concentraciones del
&cido fosfonacético,. Alicuotas de la
Fraccién I y de 1a Fraccién 111 fueron
preincubadas por 30 minutos a 4® con el 4cido
fosfonacético. La reaccién de polimerizacién
se iniciéd mediante la adicién de los dNTFs ¥ 1a
mezcla final se incubd durante 30 minutos. 6,9
unidades de 1a Fraccién I » 0,5 unidades de la
Fraccién III1 correspondfan al 100 % de 1la
actividad DNA polimerédsica. Fraccidn I ¢ A ¥
Fracciegn II1 (e 3,
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Para estas enzimas, 1la inhibicién de tipo competitivo
respecto al dBTP,; ocurriria con concentracicnes de BuPdGTP
del orden de 107 & 1078 M, mientras que la actividad de
las otras DNA polimerasas no seria afectada por
concentraciones hasta 4 X 107% M del inhibidor.

El estudio del efecto de BuPdGTP socbre 1a actividad DNA
polimer&dsica de la Fraccién 1 ¥y de la Fraccién III indicé
que, con concentraciones de BuPdGTP comprendidas entre 1¢~%
y 1074 My, soclamente era inhibida la actividad de 1a
Fraccién I. Del analisis de 1a figura 16 se desprende que
la actividad DNA polimerédsica de la Fraccién I se reducia
en un S50 X cuando la concentracidn de BuPdGTP en el medic
de ensayo era cercana a 1 x 107 M. En contraposicibn, la
actividad DNA polimerdsica de la Fracciéon [II1 denotaba
claramente insensibilidad al inhibidor, en todo el rango de
concentraciones ensayado.

BuPdGTP es capaz de inhibir zcompetitivamente respecto
al diTP, la incorporacién de SH-dTTP a la matriz
pol idA-oligodT, catalizada por DNA polimerasas de tipo «
¢ Khan ¥y col., 184 > ( Lee ¥ col., 1285 3.
Concordantemente con estos resultados, en los experimentos
realizados se observaba un efecto inhibitorio del BuPdGTP
sobre la actividad de la Fraccidn I cuando ésta se ensayaba
con una matriz que carecia del nucleébtido complementario,

dCMF . Como lo ilustra la figura 17, BuPdGTP inhibfa 1la

incorporacidn de dAaMP & ia matriz
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Figura 16, Efecto de la concentracién de butilfeniidesoxi-
guanosina trifosfato (BuPdGTP).

La actividad DNA polimerédsica de las Fracciones
I ¥y II1 fue medida en presencia de diferentes
concentraciones de BuPdGTF, en 1las condiciones
antes descritas para el ensayo estandar, con DNA
activado como matriz y Mg(CHzCOO>, 10 mM. La
concentracibn de dGTP utilizada en este ensayo
fue 10 pM. E1 100 X de actividad correspondia a
0,8 unidades de 1a Fracciéon I y a 0,2 unidades
de 1a Fraccién III. Fraccién I (A)Y ¥y Fraccién
I1II (&),
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ACTIVIDAD DNA POLIMERASICA (%)

Figura 17.
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Efecto de BuPdGTP en la incorporacién de dAMP &
la matriz polidl-cligorA

La actividad DNA polimerédsica de las Fracciones
I ¥ 111 fue ensayada, en presencia de distintas
concentraciones de BuFdGTP, midiendo 1la
incorporacién de SH-dAMP a la matriz polidT-
cligoraA. La reacciébn de pelimerizacidédn se
inicié agregando SH-dATP 13 uM (ae = 1,5 x 10-4
cpm/pmol) a la mezcla de reaccitn que contenfa
ta matriz, el inhibidor »y la +fraccién
enzimitica. La incubacidn se realizé a 30°
durante 30 minutos. El 100 X de 1a actividad
correspondia a 0,3 unidades de la Fraccién I y 2
0,8 unidades de la Fracgioéon III. Fraccidn I
(A) v Fraccion III (e),
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polidT-oligorA, en ausencia de los tres
desoxirribonucledtidos restantes.
S. Efecto de afidicolina.

La inhibicién por afidicelina, un diterpeno tetraciclico
producide por los hongos Cephalosporium aphidicola
Nigrospora oryzae, ha sido el criterioc m&s divulgado pars
la identificacibn de la principal actividad DNa
polimer&sica involucrada en la replicacidén del DNA nuclear,
ta DNA polimerasa <« ( Huberman, 1981  ( Spadari » col.,
1982 ). Esta droga no inhibe & las otras DNA polimerasas
eucaridticas como tampoco a las enzimas de los procariotes.

Todos los estudios realizados durante el desarrollc de
este trabajo, revelaron que ninguna de las actividades DNA
polimer&sicas aisladas de los extractos de epimactigote era
sensible a atidicolina, ensarada en concentraciones hasta
200 pygs/mt. No fue posible detectar la enzima inhibible en
ninguna de las fracciones representativas de las diferentes
etapas de purificacidn, obtenidas segtn el primer o el
segundo esquema de fraccionamiento.

Sin embargo, experimentos in wvivo seffalaban que
atidicolina disminufa significativamente la incorporacion
de ®H-timidina al DNA total (figura 18) y particularente &l
DNA nuclear (figura 1%9). La posibilidad que los resultados
obtenidos in wvivo, se debieran a un efecfto de afidicolina
sobre la entrada de l1a timidina a las células, quedaria

descartada si se¢ considera que 1la incorporacién de
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3H-TIMIDINA INCORPORADA
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Figura i8. Efecto de afidicolina en la incorporacién de

BH-timidina al DNA in vivo.

Una suspensién de 2,2 x 10% células/ml fue
preincubada durante &0 minutes a 28° en medio
PBS; en ausencia (¥--%) o0 en presencia (e——e)
de afidicolina 169 ug/ml. Posteriormente se
agregé SH-timidina 8 uCi/ml Cae = &0 Ci/mmol) ¥
se prosiguidé la incubacién a 28". A& diferentes
tiempos se extrajo alicuotas de (00 pyi de 1a
suspension de células gue se depositaron sobre 1
ml de TCA al 10 X% a 4°, La radiactividad
incorporada al material insoluble en TCaA,
retenida en filtros de fibra de wvidrie GF/f, se
cuantificd mediante un contador de centelleos
para muestras liquidas.
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Figura 1%. Efecto de afidicolina en la incorporacién de

3BH-timidina al DNA nuclear ¥y al DNA
Kinetoplastidico.

Una suspensién de 3,5 x 109 epimastigotes/ml
fue preincubada durante 60 minutos a 28" en
presencia (A) o en sausencia (BY de afidicolina
100 pg/ml. Posteriormente se agregé SH-timidina
100 puCis/mt Cae = 25 Ci/m mol) ¥y se prosciguié la
incubacién por 120 minutos mas. La
incorporacibdn de BH-timidina se detuvo por
dilucién del medio de reaccién con medio de

cultivo fresco. Las células se trataron para
autorradiogratia segtin el procedimiento descrito
en Materiales » Métodos. Los resuliados se

expresaron como porcentaje de las células cuyos
organelos (ndcleo o Kinetoplasto) contenfan
entre 2 y 7 granos de plata. El tamafio de 1a
muestra para la cuantificacién de los resul tados
fue de 315 células en el experimentoc control y
de 292 <células en el casc de las células
incubadas con afidicolina.
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3BH-timidina al DNA Kinetoplastidico no se modificaba por la
presencia de afidicolina en el medio de ensayo.

Estoe resul tados aporaban la idea de la existencia de la
actividad DNA polimerésica sensible a Ta afidicolina en las
céiulas intactas. Para encontrar una explicacién a 1la
falta de <concordancia entre 1os resultados de los
experimentos in vivo e in wvitro, se planted Tas siqguientes
alternativas:

a. La existencia de algin Ffactor que modificase a 1z
afidicolina en su capacidad inhibiteoria de 1a actividad DNA
polimeré&sics. Sin embargo, tal hipotesis quedaba
descartada del andlisis de los resultados presentados en la
Tablia WVI; ya que 1la preincubacién de afidicolina con
alicuotas de 1la Fraccién I ¥y de 1ta Fracciédn III no
modificaba su accién inhibitoria sobre una DNA polimsrasa
heterédloga, sensible.

b. La posibilidad que la enzima, hipoteticamente sensible
al inhibidor, sufriere alguna alteracién durante las etapas
iniciales de fraccionamiento del extracto, perdiendoc asi{ su
capacidad de ser inhibida. La presencia del inhibidor,
desde la primera etapa de purifticacidn, podria ejercer una
funcidén protectora que preservara la capacidad de 1a enzima
referida de ser inhibible por afidicolina. Con ese
prop6sito, se rexlizé una preparacidén con fines analiticos
siguiendo el segundc esquema de fraccionamiento en

presencia de afidicolina.
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Tabla VI

Capacidad inhibitoria de afidicolina pretratada con la
Fraccién 1 y la Fraccion III.

Actividad DNa adicidn &l Preincubacién Actividad
polimerésica ensayo 37"x10s B85°x35: %
Fraccidn 1 pMsSo - -. 100
Fraccién I afidicolina - - 4
Fraccién 111 DMSCO - - 100
Fraccién I1I afidicolina - - 114
ovario X.laevis pMsQ - - 100
u atidicolina - - 5
" afidicolina - + 5
" Fraccidén I + - 156
" Frac. I + afid. + - 139
# Frac. I + afid. + + 3
u Fracccién 111 + - 110
u Frac. III + aftid. + - 110
o Frac. IIl + aftid. + + 3

E1l efecto inhibitorio de atfidicolina se ensayé conm la DNA
polimerasa de tipo obtenida del ovario de X.laevis. El
ensayo de actividad ¢e realizd segin las condiciones
descritas en Materiales ¥y  Métodos, exceptuando ia
disminucién de 1a concentracidén de dCTP a S5 x 107 M. Se
agregd 2 pl de una solcidon de afidicelina 1 mg/mil en DMSO,
1o que resultaba en una concentracion final de 40 pg/mi. En
Tos casos en los que se adicionaba afidicolina pretratada,
se procedid de la siguiente forma: en un volumen final de 35
ul de mezcla de reaccidbn, se incubd afidicolina con 3 pl de
la Fraccidn I (4,5 gg de protefnas) o con S pl de 1la
Fraccion 1I1 (2,5 ug de protefinas), durante 10 minutos a
37*. Luego de esta preincubacién, la mezcla de reaccién se
calenté por S minutos a 85" (inactivaciébn de la actividad
PNA polimeré&sica de T. cruzi’. Finalmente se agregaba la
enzima de ovario y la mezcla de los dNTPs para iniciar 1la
reaccidn de polimerizacién.
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Seqdn los resultados de la Tabla VII, la presencia del
inhibidor en el curso de la purificacidn no tuvc efecto en
revelar alguna actividad DNA peolimerdsica sensible a

afidicelina.

D. Efecto de algunos inhibidores de las
DN polimerasas en la incorporacioén
de SH-timidina al DN& nuclear » al DNA

Kinetoplastidico

Se desarrollé un andlisis preliminar destinade a
determinar la factibilidad de aplicacitn de la técnica
autorradiogriafica para el estudio de la sintesis del DNA in
vivo, en T.cruzi.

Esta técnica permiti{a distinguir la incorporacién de un
precursor radiactivo, en este caso 3H—timidina, en el DNA
nruciear ¥y en el DNa KkKinetoplastidico de la Fforma
epimastigote. be esta manera, proporcionaba una
herramienta para el estudio del efecto in wvivo de los
inhibidores de las DNA polimerasas.

De acuerdo a los resultados seffalados anteriormente en
ja figura 1%, el inhibidor atidicolina tenia un efecto
marcado sobre la sintesis del DNA en el ntcleo ¥ muy escaso
en el Kinetoplasto.

En las condiciones de ensayo utilizadas en el
experimento indicado en la figura 20, didesoxitimidina ¥y
aractitidina, precursores de 1los respectivos nucledbdtidos

inhibidores de las DNA polimerasas, al ser suministrados en

87



T

88

Tabla VII

Efecto de afidicolina en la actividad DNA polimerésica
medida en el curso del fraccionamiento de los extractos.

Alicuota representativa afidicolina Actividad
de la fraccibdn: (png/mi) {cpm?
1. Eluida de DEAE-ceiulosa 2,2 (%) 4742
200 4444
2. Filtrado "Sephadex G-23" {0,08(%) 4205
200 4349
3. No unida a fosfocelulosa g (%) 2723
200 2741
4, Pico I de fosfocelulosa 0 (x) 814%
200 9310
Ovario de X.laevis o 3314}
20 6852

Ei +fraccionamiento de 1ta actividad DNA&a polimerésica se
desarrollé segdn el segundo esquema de fraccionamiento con
fines analiticos descrito en Materiales y Métodos, excepto
por la incorporacion de afidicolina a todas las soluciones.
Las concentraciones de afidicolina utilizadas en las etapas
gue se especifican fueron las siguientes:

Etapa afidicelina
Lisis 2Z po/mi
DEAE~celulosa i1 po/ml
Sephadex §-25 3 pgs/mil
Fosfocelulosa 0 pg/ml

Con el objetoc de ensayvar la actividad DNA polimerasica en
ausencia de afidicolina en las distintas etapas del
fraccionamiento, alicuotas de las respectivas <Ffracciones
fueron diluidas en solucién &. La concentracién estimada de
afidicolina después de 1la diluciédn de cada Ffracciédn se
sefiala en la tabla (%),
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Figqura 20. Efecto de algunos inhibidores de_ 1las DNA

polimerasas en la incorporacion de 3H-timidina
al DNA nuclear ¥ al DNA Kinetoplastidico.

El procedimiento experimental corresponde a
aquel detallado en 1la figura 19, La
incorporacidén de 3H-timidina al DNA nuclear y al
DNA Kinetoplastidico se determind en ausencia de
inhibidor (A o en presencia de afidicolina 100
pg/mil (B, didesoxitimidina 100 uyM <(C) o
ara-citidina 100 oM (Dv. Los resultados sce
expresaron como porcentaje de células cuyo
ndclea o cuyo Kinetoplasto presentaba entre 2 »
7 granos de plata. Los tamafos de las muetras
considerados para la cuantificacidon de los
resul tados fue: 315 células en la condicidn
control, 292, 448 ¥ 43& «células en los
experimentos realizados en presgencia de
afidicolina, didesoxitimidina y aracitidina,
respectivamente.
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el medio de cultivo de los epimastigote ejercian un efecto
significativamente mayar sobre 1a incorporacioén de
JH-timidina en el DNA nuclear. Resulta inesperado el
efecto escaso de didesoxitimidina en la incorporacién de
SH-timidina al DNA kinetoplastidico, en una concentracién
en la cual normalmente inhibe a las DNA polimerasas
mitocondriales. Este heche podria atribuirse &a una
relativa insensibilidad a la droga de 1la enzima que
participa en 1la sintesis del KDNA; sin embargo no es
posible descartar que la falta de efectc se origine en una
accesibilidad limitada de 1ta didesoxitimidina al interior

de la mitocondria.
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DISCUSION

. Actividad DNA polimerasica en 1la forma
epimastigote de Trypanosoma cruzi.

El objetivo de este trabajo ha sido la identificacidn vy
la caracterizacidn de las actividades DNA polimerdsicas de
T.cruzi. Los antecedentes disponibles al inicio de este
trabajo provenian de una publicacidén describiendo el
sislamientc de una DNA polimerasa tnica, a partir de los
extractos de la forma epimastigote de este paré&siteo ( Sclari
y col., 1983 >». De acuerdo a las propiedades estudiadas, la
enzima resultaba dificil de clasificar en los tipose, p o3
de DNA polimerasa de los eucariotes superiores. Sin
embargo, los autores sugirieron que se tratarfa de una DNA
pelimerasa mitocondrial, basdndose para ello en el efecto
inhibitorio preducido por las drogas Berenil y bromuro de
etidio, a las que se les ha atribuido una accibdn selectiva =z
nivel de l1a replicaciton del DNA Kinetoplastidico.

Por otra parte, 1la informacidn recopilada en 1la
literatura sefialaba que en los tipos celulares m&s diversos
se encuentra normalmente més de una DNA polimerasa. Al
respecto, se& han producido discrepancias entre algunos
autores; sin embargo, en muchos casos éstas se originan
principalmente en los esquemas de fraccionamiento aplicados

{ Crear ¥ Pearlman, 1974 > ( FuruKawa y col, 1979 ) ( Dube ¥

col., 1979 3 ¢ Marcus ¥ col., 1980 ).
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Enmarcado en este contexto, en la primera parte de este
trabajo se abordé la béGsqueda de un esquema de
fraccionamiento de los extractos, que pusiera de manifiesto
las diferentes actividades DNAR polimeré&sicas existentes en
la forma epimastigote de T. cruzi, obtenida de cultivos en
crecimiento exponencial.

El método de ruptura de las células, escogido en términos
de eficiencia y de rapidez, contemplaba la resuspensién de
las células en una soluciédn que contenfa el detergente
Nonidet-P40 e inhibidores de proteasas. En lta literatura,
se¢ documenta ampliamente el efecto de las proteasas en la
obtenci6n de mditiples especies moleculares poseedoras de
actividad DN& polimerasica ( Grosse ¥ Kraus, 1980 > ( Fry,
1983 > ( Masaki ¥y col., 1984 O. T.cruzi se caracteriza
precisamente por poseer un nivel elevado de actividad
proteolitica, causante de 1la degradacion répida de 1las
proteinas observada en los extractos celulares. E1 grupo de
las cisteinil proteasas ( Cazzulo, 1$84 ), de las cuales
tres han sido purificadas a homogeneidad ( Bongertz ¥
Hubscher, 1978 > ¢ Rangel ¥ col., 198f > ( Bontempi ¥y col.,
1984 >, desempetarian un papel fundamental en esta actividad
1itica. De la caracterizacitn de estas enzimas surgid la
recomendacién de incorporar €1 inhibidor TLCK en el curso de
ia purificacién de enzimas o de otras proteinas a partir de
T.cruzi, con el propésito de evitar la degradacién de éstas.

El NaHSOg, que es un inhibidor usadoc habituaimente
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en el curso de la purificaciédn de las DNA polimerasas de
tipo , solamente fue incorporado en la etapa de lisis de
las células, ya que interferfa con el ensaryo de la actividad
DNAa polimerédsica. Loe inhibidores TLCK » PMSF ecstaban
presentes en todas las etapas del fraccionamientc del
extracto.

Un 1indice del gradoc de proteccién contra la accién
proteclftica, alcanzado en el curso del fraccionamiento
realizado, surge del andlicsis de la Fraccidén I mediante
ultracentrifugacion en gradiente de glicerol. Este
experimento reveld que la actividad DNA polimerasica de
dicha fraccién aparecia asociada sélo a las protefnas que
sedimentaban Jjunto a los marcadores de alto peso molecular.

El primer esguema de fraccionamiento del extractoc de
T.cruzi contemplaba una cromatografia de intercambio
aniénico en DEAE-celulosa, que permitia detectar dos
actividades DNA polimerédsicas principales que eran retenidas
ern la resina. Estas eran diferenciables mediante 1los
ensayos de actividad que utilizaban DA activado o
polidC-oligodG como matriz para la incorporacién de los
desoxirribonucledtidos.

Sin embargo, la resclucion de ambas actividades en la
columna de DEAE-celulosa no era satisfactoria, hecho que
podria atribuircse en parte a la interferencia de los &cidos
nucleicos presentes en la fraccién adsorbida en la resina

{ Aoshima ¥y col., 1984 ) ( O0OKita ¥y Volcani, 1977 .
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La caracterizacién de estas actividades fue impedida por su
inestabilidad, adn en presencia de glicerol al 40 X de
concentracidén,

El eegundo esquema, que consistia en el fraccionamiento
cromatografico del extracto en una columna de fosfocelulosa,
contemplaba la eliminacidbn previa de los &cidos nucleicos
remanentes mediante <su adsorcién en DEAE-celulosa. La
foefocelulosa, que agrega a su propiedad de intercambiador
catiénico la capacidad de ligar proteinas poseedoras de un
citio de unién para el grupo fosfato, permitia resoclver la
actividad DNA polimerédsica en tres picos de actividad
retenida » en uno recuperado en el lavado de la columna. A
diferencia de lo encontrado en la cromatografia en
DEAE-celulosa (en el primer esquema de fraccionamiento,
ninguna de las fracciones enzimiticas recuperadas de 1la
columna de Fosfocelulosa presentaba la propiedad de ser
detectable exclusivamente con el ensayo po1idC-oiigodG/Mn+2.

Con el propésito de realizar una caracterizaciton de las
actividades separadas mediante la cromatogratia En
fosfocelulosa, este segundo esquema de fraccionamiento se
aplicé en escala preparativa. Con frecuencia, la actividad

DNA polimerédsica Il elufa de la columna de fosfocelulosa muy

préxima a la actividad I ( como un hombro de ésta ). Esta
dificul tad para obtener la actividad Il libre de
contaminacion, determind que la caracterizacién se

circunscribiera s6lo a las actividades I » III.
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En el procedimiento de purificacién con fines
preparativos, se agregbé una etapa de cromatografia de
afinidad en DNA agarosa. Ecste pacso permitia la eliminacién
de una cantidad considerable de protefnas, carentes de
afinidad por el DNA, que coelufan de 1la columna de
fosfocelulosa con las actividades I » II1. Cabe <sefalar,
que la utilizacién de DNA celulosa en lugar de DNR agarosa,
ocasionaba la pérdida total de la actividad adsorbida a la
resina.

La siguiente etapa de este trabajo, consistente en la
caracterizacién de las actividades DNA polimerédsicas de las
Fraccionee 1 ¥ 111 fue pocsible debido a la estabilizacion de
estas actividades, en la forma de precipitadc con sulfatc de
amonic, lograda después de la cromatografia en DNA agarosa.
En contraposicion, la imposibilidad de conservar la
actividad DNA& polimerédsica recuperada en el lavado de la

columna de fosfocelulosa fue un impedimento para su estudio.

BE. Caracterizacién de las actividades DNA
polimerdasicas de 1a Fraccion I ¥ de
la Fraccién 111 obtenidas de 1a forma
epimastigote de T.cruzi.
1. Caracteristicas generales ¥y requerimientos
del ensayo.
Unoc de los parametros utilizados habitualmente para
distinguir a las DNA polimerasas es el efecto que sobre la

actividad ejerce el clorurc de potasio.




Esta sal tenfa un efectoc marcadamente diferente sobre la
actividad polimerédsica de la Fraccién I y de la Fraccién I11
de T.cruzi. La primera, era activada por el KC1 en
concentraciones inferiores a 100 mM, en tanto la segunda

actividad disminuia en méas del S0 % con una concentracién de

KCl 20 mM. En la mayvoria de los eucariotes inferiores, las
DN&  pol imerasas son poco afectadas por la concentracion
salina, inclusc cuando ésta es superior a 100 mM. Sélo se

describe algunos casos aislados de enzimas que son sensibles
a concentraciones bajas de KCI. Ez el casc de la DNA
polimerasa de Dictyostelium discoideum ( Loomis y col.,1976)
y de una de las DN& polimerasas de Tetrahymena pyriformis
( Furukawa y col., 1979 > y de Trypanosoma brucei ¢ Marcus »
col., 1980 ), cuya actividad disminuye en mas del 30 X con
concentraciones de KC1 inferiores a 350 mM.

La reaccién de polimerizacién requiere de un cation
divalente, esencialmente Mg+2 (u} Mn*z, cuya concentracidn
6ptima depende del tipo de matriz copiado por 1la DNA
pol imerasa. Con DNA activado como matriz, tanto la Fraccidn
1 como la Fraccién 111 alcanzaban la actividad maxima cuando
la concentracién del ién Mg+2 ectaba comprendida entre 10 ¥
20 mM. El reemplazo del Mg*2 por Mn*2 provocaba una
disminucién de varias veces en la actividad especifica de la

Fraccién 1, =i la matriz empleada era DNA activade o

polidC-oligodG; en cambio el efecto observado era un aumento
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de actividad, cuando la matriz era polidi-oligoraA. La
Fraccioéon III era practicamente inactiva en presencia del idn
Mn*2, independientemente de la matriz que se utilizara en el
ensayo de actividad. Las concentraciones de Mg+2 y de Mnt2
requeridas para alcanzar la actividad méxima de las DNA
pol imerasas de T.cruzi , eran superiores a las requeridas
por las DNA polimerasas de Jlos vertebrados. Sin embargo,
las enzimas aisladas de Chlorella {( Acshima y col., 1984 7,
Crithidia fasciculata ¢( Holmes » col., 1984 >, Cylindrotheca
fusiformie ¢ OKita ¥y Volcani, 1977 ) y de levadura
{ Wintersberger, 1974 ), muestran un requerimiento de los
cationes bivalentes igualmente alto.

La dependencia dei pH resultaba mucho m&s marcada para la
actividad de la Fraccién I que para la de la Fraccidon I1l.
émbas fracciones eran activas a pH superiores a 8,
presentando la Fraccién I un optimo de actividad en el rango
de 8,4 a 8,8 unidades de pH. Una situacién semejante se
describe para las DNA polimerasas del alga unicelular
Chlorella. Las dos enzimas de Chlorella también presentan
un maximo de actividad en el rango alcalino de pH, con
6ptimos a pH 8 ¥y 8,5 a ¢ para las polimerasas II » I,
respectivamente { @oshima ¥ col., 1984 ).

2. Utitizacion de matrices artificiales
Tanto 1a Fraccién I como la Fraccidén 111 presentaban una

dependencia absoluta de una matriz para la incorporacidn de

los nucleétidos. Ambas actividades uvtilizaban el mismo tipo
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de matrices. As] el DNa activadeo era copiado
eficientemente, »y entre los complejos matriz-partidor
homopol iméricos, s6lo eran utilizados aquellos en los cuales
1a matriz estaba constituida por polidesoxirribonucledtidos.
En cuanto al partidor, 1los resultados sefialaban que eran
elongados aquellos de naturaleza desoxirribonucliecotidica
{ Ej. polidC-ocligodG 2 o ribonuclieotidica ( EJ.
polidT-cligorAd ». Cabe seffalar que 1a capacidad de elongar
partidores ribopoliméricos, es considerada una propiedad de
las DNA polimerasas de tipo o, ¢ Ilkeda y col., 1980 > que
también es compartida por las DNA polimerasas de algunos
eucariotes inferiores, como las enzimas de tipo A de
Crithidia fasciculata ( Holmes ¥ col., 1984 J.

l.a incorporacion del dTMP, catalizada por las Fracciones
1 ¥y 11l de T. cruzi, era muy deficiente cuando se usaba
polida-oligodT, una matriz gque es apropiada para las DNA
polimerasas de tipo . Estos resul tados son semejantes a
los obtenidos con las DNA polimerasas de T. brucei ( Marcus
¥y col.y; 1980 ). La escasa utilizacion de polidA-oligodl por
ias Fracciones 1 » III de T. c¢ruzi, podria ser reflejo de
una afinidad muy baja de las enzimas por la matriz, o por el
contrario, de una afinidad excesivamente &alts. Los
experimentos diseffados con el propésito de analizar esta
Gltima alternativa, indicaron que aparentemente estas
enzimas se unfan con baja afinidad a polidA-oligodT. La

matriz polidA-oligodlT no competia con otras matrices en
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ensayos de polimerizacidén catalizados por las actividades
DNA polimerdsicas de T,cruzi.

Por otra parte, el complejo matriz-partidor
polirA-oligodT, que es utilizado eficientemente por las DNA
polimerasas de tipo % ¥y en menor medida, por las formas
multiméricas de las DNA polimerasas 3, no servia como matriz
a ninguna de las actividades DNA polimerdsicas aisladas de
T.cruzi.

3. Efecto de ios inhibidores de 1las DNA
pel imerasas

Berenil, que es utilizado como droga antiparasitaria en
la trypanosomiasis africana, reducia en un S0 ¥ la actividad
DMa polimerésica de la Fracciébn I » de la Fraccidn 11l con
concentraciones de 90 » 130 pM, respectivamente. Estas
concentraciones son mayores que aquellas que inhiben las DNA
polimerasas I y Il del parasite africanoc T. brucei brucei
( Marcus ¥ col., 1982 J.

Otra droga que se usa comc antiparasitario es el bromuro
de etidio, cuyo efecto es atribuidc a su capacidad para
unirse selectivamente al DNA Kinetoplastidiceo cuando su
concentracién es del orden de 1079 ¢ Cox ¥ col., 1984 ),
8in embargo, in vitro, bromuro de etidio inhibirfa a la
actividad DNA polimer&sica mitocondrial mediante una
interacci6tn directa <con la enzima, en el rango de
concentraciones de 1079 M a 107® M ¢ Tarragé-Litvak y col.,

1978 . Los resultados obtenidos en este trabajo sefMalan

99



100

que la actividad de la Fraccién I y de la Fraccién I1i
decrecfa en un 50 % cuando se alcanzaban concentraciones de
bromuro de etidio de 15 a 20 uM en el medic de ensayo.
Estos valores indican que las enzimas de T.cruzi tienen una
sensibilidad inferior & bromuro de etidio que las DNA
polimerasas mitocondriales, perc resultan semejantes a los
determinados para las DNA polimerasas del alga unicelular
Chlorella ( Aochima » col., 1984 » y de 1la diatomea
Crlindrotheca fusiformis ( Okita ¥y Valcani, 1977 2.

Todos les tipos de DNA polimerasas son inhibibles por
ddTTP ¥ sé6loc se diferencian entre si respecto a la razdén
ddTTP/dTTF gque es necesaria para provocar la inhibicidn.
Los experimentos que se¢ desarrollaron con el propésito de
analizar al efecto del ddTTP mostraron gue la actividad DNa
polimerésica, de las dos fracciones de T.cruzi estudiadas,
era relativamente resistente al inhibidor; tal como ocurre
con las enzimas del paré&sito de la familia Trypanosomatidae,
Crithidia fasciculata ¢ Holmes » col., 1984 >. La razén de
concentraciones del ddTTP respecto del dTTP que era
necesaria para causar un 50 X de disminucisén en 1a actividad
DNa polimerédsica de la Fraccidn I y de la Fraccidn III era &
¥y 1,59 , respectivamente. Dichos wvalores son intermedios en
ralacidén a los que provocan el mismo gradoc de inhibicidn en
lags Xy (>polimerasas de los mamiferos.

De los analogos arabinofuransgsido de los

desoxirribonuclebétidos, el aralTP es aquel que se utiliza
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con mayor frecuencia como criterio para la clasificacién de
tas DNA polimerasas. Segtn los resul tados que se obtuvo, 1a
actividad DNA polimerésica disminufa en 50 X con araCTP 4 x
16~% M para 1a Fraccién I ¥ 1 x 1073 M para 1a Fraccion II1.
Por tantc, el grado de susceptibilidad al araCTP de las
actividades DNA peolimerdsicas de T.cruzi parece mas cercano
al de las DNA polimerasas de tipofPy ¥ (¢ Igg entre 1074
10" M ) que al de las DNA polimerasas de tipo &, cuya
inhibicién se produce con concentraciones del araCiP en el
rango de 1678 y 1079 M ¢ Yoshida ¥y col., 1977 > ¢ MatsuKage
¥y col., 1978 ).

El agente modificador de 1los grupcs sulthidrile,
N-etilmaleimida, es la herramienta que permite distinguir a
las DN& polimerasas de tipo (®», debido a que son las dnicas
resistentes. Como criterio de resistencia, se considera que
la enzima mantenga al menos un S0 % de la actividad DNA
polimer&sica cuando 1a concentracion del inhibidor es
alrededor de 10 mM.

& eca concentracion de NEM, la actividad de 1a Fraccidén I
se reducia cerca de un &0 %, mostrando una resistencia mayor
que ta Fraccidn 111, cuya actividad era suprimida
completamente a concentaciones infericores. En general, las
enzimas aisladas de los eucariotes inferiores presentan una
sensibilidad alta a NEM, exceptuando la DNA polimerasa B de
Crithidia fasciculata ¢ Holmes ¥ col., 1984 3, la DNA

polimerasa I de Tetrahymena piriformis { FurukKawa ¥ col.,
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1979 ¥ ¥ una actividad polimerdsica detectada en los
extractos crudos de T.brucei ( Chang ¥ col., 1980 ).

La accion inhibitoria del &cide fosfonacético, en 1x
reaccion catalizada por las DNA polimerasas, se atribure a
su capacidad para unirse al sitio para pirofosfato de estas
enzimas ¢ Cozzarelli, 19277 »J. La ausencia de efecto
inhibitorio sobre la actividad de las DNA polimerasas [> se
deberia a gque este tipo de enzimas no cataliza el
intercambio de pirofosfato ni la pirofosforélisis ( Chang ¥
Bollum, 1973 ). El &4cido fosfonacético ejercia un efecto
diferenciador de las actividades DNA polimerédsicas de la
Fraccién I ¥ de la Fraccién III. La primera de éstas
recsul taba bastante resistente al inhibidor, mientras que la
segunda era inhibida en un 20 X con 100 M, una

concentracién del &cido Ffosfonacético parecida & la que

causa un grade de inhibicién equivalente en la DNa
polimerasa B de Chlamydomonas reinhardii ( Ross y Harris,
1972 >.

El derivado BuPdGTP, sintetizado algunos afios atréds, es
considerado un inhibidor especifico de las DNA polimerasas
de tipo «, en el rango de concentracion de 1077 & 1078 M.
Adn concentraciones del orden de 107° M no resultan
inhibitorias de la actividad de las DNA polimerasas de tipo
po de tipo ¥ ¢ Khan ¥y co0l.,1985 ). Los resultados de los
experimentos de inhibicion con el BuPdGTP mostraron que la
actividad DNA polimerédsica de la Fraccidn III era insensible

al inhibidor, ensayado en concentraciocnes hasta




280 pM. En contraposicién, la actividad de la Fraccién I se
reducia en un 50 % cuando la concentracién del BuPdGTP era
aproximadamente 1 uM. Tal come ocurre con otras DNa
polimerasas sensibles, la Fraccién [ era inhibida por
BuPdGTP adn cuando la actividad se ensaraba cton una matriz
en la cual no se incorporaria el dGTP.

La actividad DNA polimerésica de la Fraccién I era
afectada claramente por este inhibidor de las DNA&
polimerasas de tipo <. Con el objete de dilucidar si esta
enzima de T.cruzi compartia otra propiedad fundamental con
las <-polimerasas, como es su sensibilidad a afidicolina,
se estudiéd el efecto de este compuesto en la actividad DNa

pol imerisica de la Fraccion I.

C. Estudios del efecto de afidicolina.

afidicolina es un inhibider potente de las DNaA
polimerasas de tipo < de los mamiferos ( Spadari » col.,
1982 » ( WicKemasinghe y Hoffbrand, 1983 O, de las DNA
polimerasas de tipo = de las plantas ( Sala y col., 1?81 )},
de 1z DNA polimerasa 1 de levadura ( Johnson ¥ col., 1985 3,
ademés de las DNA polimerasas codificadas por algunos virus
( Huberman, 1981 >.
Todos 1os intentos por detectar alguna actividad DNa
pelimeridsica sensible a afidicolina, en los extractos crudos
o en lag fracciones parcialmente purificadas de T.cruzi,

fueron completamente infructuosos.
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Un factor que podria haber contribuido a enmascarar la
actividad sensible a afidicolina en los extractos, es la
hemina. Esta, que es un inhibidor de la actividad DNA
polimerisica de tipo o= ¢ Bhattacharya » cal., 1981 >, era
proporcicnada a los paréasitos en los medios de cultivo en
una concentracién 19 pM. Sin embargo, la afidicolina
empleada en concentraciones hasta 40 pg/ml careci{a de efecto
adn sobre la actividad DNA polimerdsica de las fracciones
sometidas & alqunas etapas de ﬁurificacién.

Por otra parte, araCTP que al igual que afidicolina es un
inhibidor competitivo respecto al dCTP de Tas DNA
polimerasas de tipo o, mostraba un efecto inhibitorio de las
actividades DNA polimerédsicas de T.cruzi que resultaba
significativamente inferior al esperado sobre una enzima de
tipox. Normalmente se requiere una concentracicn de araCTP
de 107¢ a 1072 M para inhibir en un S0 % ltas X-polimerasas.
En tanto, este mismo grado de inhibicién de la actividad DNA
polimer&sica de las Fracciones I » III se Tograba con
concentraciones de 4 x 1074 ¥ 1 x i0—3 M, respectivamente.

tos resul tados mencionados indican gque la Fraccion I ni
la Fraccién 111 tendrian las caracteristicas de una DNA
polimerasa de tipo <.

El hecho que afidicolina puede ser transformada en un
derivado inactivo por las oxidasas microsomales ( Pedrali-
Ney ¥ col., 1980 ), indujo a considerar que alguna actividad

de esta naturaleza que co-purificara con las actividades DNA
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polimerdsicas de T.cruzi, fuese causante de 1la falta de
inhibicién por afidicolina. Sin embargo, los experimentos
demostraron que la afidicolina preincubada con las
Fracciones I » III, mantenfa su capacidad inhibitoria de la
actividad de una DNA polimerasa sensible.

Se buscéd la actividad inhibible por afidicolina en todas
las etapas de purificacién previas a la obtencién de las
Fracciones I ¥ III. Cabia la posibilidad que en las etapas
iniciales del fraccionamiento se disociase alguna subunidad
de la DNA polimerasa que le confiriera a ésta la
censibilidad a afidicelina, no obstante la informacidn
disponible no avalaba esta hipbtesis. Se piensa que el
sitic de interaccién con afidicolina reside en la misma
cadena polipeptidica que conforma el sitic catalftico de la
enzima. Esta idea ecstéd sustentada por el hecho que la DNA
polimerasa del virus vaccinia, que estd constituida por una
sola cadena polipeptidica, es <sencsible a afidicolina
( Pedrali-Noy » Spadari, 1%80 ). Ademas, el mecanismo
inhibitorio de tipc competitivo respecto al dCTP ¢ Oguro vy
col., 1979 » ¢ Holmes, 1981 >, también sugiere la proximidad
del sitio de unién de afidicoclina y de aguel que une los
desoxirribonuciedtidos. Por otra parte, afidicolina inhibe
la reaccién de intercambic de pirofosfato catalizada por las
DN&4 polimerasas. Es m&s, ciertas mutaciones que modifican
la DNA& polimerasa del virus herpes simplex, provocando

hipersensibilidad a afidicolina, concomitantemente generan
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recistencia al &4cido fosfonacético ( Coen y col., 1983 )

( Chiou ¥y col., 1985 ). Pese a las consideraciones
anteriores, e investigé la presencia de alguna DNA
polimerasa sensible a afidicolina en alicuotas

reprecentativas de las primeras etapas de fraccionamiento
del extracto. Los resul tados fueron reiteradamente
negativos; aunque en la interpretacion de éstos debe tenerce
en cuenta los inconvenientes, detallados anteriormente, que
precsentaba la cuantificacion de la actividad en las primeras
etapas del fraccionamiento.

Otra explicacién posible a la falta de efecto inhibitorio
de afidicolina podrfa radicar en alguna modificacién del
sitio de la enzima involucradoe en la interaccién con la
droga, que no tuviecse efecto en la actividad DNA
polimerasica. Si este Ffuese el casoc, se estimdé que el
ligando unido a la enzima podrfa conferir alguna proteccion
a2 eu sitic de unién. Con el objeto de probar esta idea, <e
incorporé afidicoelina en todas las scluciones empleadas en
el curso de la purificacién de las Fracciones I » III. Sin
embargo, ninguno de los enfoques experimentales empleados
permitié poner de manifiesto alguna actividad de DhA
polimerasa que fuese afectada por afidicolina.

Desafortunadamente exiseste muy poca informacidén relativa
al efectoc de afidicolina sobre las DNA polimerasas aisladas
de loe eucariotes inferiores,. Se ha generalizado la

afirmacién que la replicasa nucliear que es sensible a
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afidicolina se encuentra en todos los eucariotes, pese a lo
cual no son muchas las especies en las que se ha ensayado el
efecto inhibitoric de afidicolina sobre las actividades DNA
polimerdcsicas. Es asf, como en el alga unicelular Chlorella
ninguna de las dos DNA polimerasas aisladas ec sensible a
este inhibidor ( Acshima ¥ col., 1984 >, comoc tampoco 1o
son las DNA polimerasas del Kinetoplastida Crithidia
fasciculata ( Holmee ¥y col., 1984 »>. Sélo en la DN&
pol imerasa I de levadura ( Johnson,1%85 ) se ha descrito una
respuesta a afidicolina que es comparable con la de la
polimerasa de los vertebrados y de las plantas ( Spadari vy
col., 1982 ).

Ee ampliamente conocido el hecho que afidicolina suprime
la sfntesie in vivo del DNA nuclear sin afectar la sintesis
de ) DN mitocondrial ni la del DNA& cloroplastidico
{ Geuskens y col., 1981 ». Las observaciones realizadas en
loe trypanosomz intactos, concuerdan plenamente con lo
anterior. Afidicolina, adicionada al! medic de cultivo,
reduce la incorporacidén de 3H timidina al DNA& total a un
37 74 del wvalor control. Este resul tado ha sido
corroboradeo autorradicgréficamente, constatando una
disminucién marcada de la incorporacién del precursor
radiactivc en el DN& nuclear en presencia de afidicolina,
sin afectar la sintesics del DNA Kinetoplastidico.

En aparente contradiccién con los resultados obtenidos en

este trabajo con las enzimas aisladas, afidicolina ejerce
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el efecto esperado in vivo. Existen antecedentes
indicativos de la influencia del microambiente de la DN&
polimerasa en el mecanismo de inhibicién por afidicolina.
Asi, hay diferencias en los resultados obtenidos con enzimas
altamente purificadas ( Holmes ¥ col., 1980 ) ¥ aquellos
obtenidos in wvivo, en ntdcleos O con enzimas parcialmente
purificadas ( Oguro y col., 1980 ). Sin embargo, ectas
diferencias reciden en el mecanismo de la inhibicién ¥
parecen insuficientes para explicar la ausencia de efecto in

vitro de afidicolina en T.cruzi.

D. Conclusiocones » Proyecciones.

Los resultados muestran 1la obtenién de dos fracciones
parcialmente purificadas de T.cruzi gque presentan una
actividad DNA polimerdsica con caracterfisticas distintas a
las de la enzima previamente aislada ( Solari ¥ col.,1982 ).
Asi{, para esta actividad, polidA-oligodT es la mejor matriz.
En cambic, tantoc la Fraccién I como la Fraccién 11l carecen
practicamente de actividad DN& polimerédsica con esa misma
matriz. Las tres actividades son distinguiblee de acuerdo
al criteric de los inhibidores. La sensibilidad marcada al
bromuro de etidic ¥y a Berenil, que caracteriza a la enzima
antes descrita, no es compartida por las actividades DNA
pol imerd&sicas de la Fraccién 1 ni de la Fraccién 1III.
N-etilmaleimida, que inhibe marcadamente a 1a DNA polimerasa
descrita por Solari (Solari ¥y col., 1983), tiene un efecto

cemejante sobre 1a actividad de 1a
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Fraccién III1 de T.cruzi, pero solamente en concentraciones
més elevadas inhibe la actividad de 1a Fraccién I.

Al igual que tas diferentes DNA polimerasas
caracterizadas en diversas especies de eucariotes
inferiores, las dos actividades polimerdsicas estudiadas en
T.cruzi, comparten entre sif numerosas propiedades,. No
obstante 1o cual, los resultados obtenidos en este trabaio
permitieron establecer que estas actividades se diferencian
en algunas de las caracteristicas csefialadas en 1a Tabla
VIll; por ejemplo, en su capacidad para catalizar 1la
polimerizacidn de los desoxirribonucledtidos en presencia de
Mg*2 y/o0 Mn*2 como catién. Asimiesmo, las actividades son
distinguibles a base del efecto de algunos inhibidores como
NEM, 4&cido fosfonacético y BuPdGTP. La +uerza idbnica
también es un factor que permite discriminar entre ambas
actividades.

Se puede decir gque, en términos globales, las actividades
DNA polimerdsicas descritas en este trabajo presentan
semejanzas con las del parésito africano Trypanosoma brucei
y con las del alga unicelular Chiorella en cuanto & sus
requerimientos en la reaccién de polimerizacién. Tal como
acurre con las DNA polimerasas de T.cruzi, las enzimas I »
Il de T.brucei wvutilizan las matrices polidC-oligodG » DNA
activado; resul tando practicamente inactivas con
polidAa~oligodT ¥ con polirA-oligodl. El KC1 también ejerce

un efecto diferente sobre las dos actividades de T.brucei,




Tabla VIII
Principales Caracteristicas de las
Folimerédsicas de las Fracciones I v 111 de

Actividades
T.cruzi

DN#&

Caractericstica

Fraccién 1

Fracciénlll

Condicicnes ensayo:

KCl rango 1-70 mM Aumenta activ, Disminure activ,
Cation divalente:
Mg* < Activa Activa
Mnt< Activa Inactiva
pH éptimo 8,4 - 8,8 Depend.escasa
Matriz:
DN activado Activa Activa
polidT-oligoré fActiva Activa
palirA-cligodT Inactiva Inactiva
polidA-ol igodT Activ.Escasa Activ.Escasa
polidC-oligodG Activa Activa
Efecto de inhibidores ( Actividad remanente
Control 100 % 100 ¥
Berenil 1| X 10-4 M 48 X 298 “
Br.Et. 2 X 10-S M S0 “ 4z
ddTTP 5 X 10-S M S0 % 34 7
araCTF 4 X 10-4 M 49 “ S7 %
NEM S X 10-3 M &0 X 0
Ac.Fosf.1 X 10-4 M g8 x S0 “
BuPdGTF 1 X 10-&6 M S0 % 100 =
Afidic., 1-100 pg/ml 100 X 100 %
Br.Et :Bromuroc de Etidio

Ac.Fost
Afidic.

tAcido fosfonacético
tafidicolina
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activando & la DNA polimerasa JI e inactivando a la DNa
polimerasa I. Por otra parte, las actividades DNa
poiimerdsicas de T.cruzi son semejantes & las del alga
Chlorella en cuanto a las concentraciones de Mg+2 y de Mn*Z
que requieren Yy a su rangoe de pH 6Gptimo. Ademas,
coincidiendo con 1o descrito para T.cruzi, una de las DNA
polimerasas de Chlorella resulta mi&s sensible que la otra al
efecto del reactiveo bloqueador de los grupos sulfhidrilo,
N-etilmaleimida.

En concordancia con to observado en otras especies
inferiores, la informaci6n reunida no permite adscribir las
actividades DNA polimerdsicas de T.cruzi & las clases«, f2 o
i definidas para los eucariotes superiores, ya que presentan
propiedades de tipo mixto. Por este motivo, <se hace
necesario fundamentar la clasificaciotn de estas enzimas en
la funcidnm que éstas desempefian. Sin embarqgo, la
determinacion inequivoca de la funcién de una DNA polimerasa
no es un asunto facil de abordar, a menos que se disponga de
mutantes letales condicionales. Este inconveniente ha sido
obviade mediante alqunos enfogues indirectos, que apuntan a
determinar la localizacién subceiular de las enzimas o &
relacionar las wvariaciones en los niveles de actividad de
dstas con los estados metabdlicos particulares de las
células.

Tradicionaimente, las metédicas de Fraccionamiento

subceluliar han permitidec asignar la localizacidnm de una
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actividad enzimé&tica a un organelo. Desafortunadamente, no
existe alGn un procedimiento satisfactorioc para aisiar el
ndcleo ¥y la mitocondria en trypanosoma. Lz dificultad
radica en encontrar las condiciones que equilibren
apropiadamente la ruptura de la resistente cubierta del
pardsito con la preservacién de las estructuras
subcelulares.

Las técnicas inmunocitolégicas también son una
herramienta dtil en los estudios de lTocalizacidbn subcelular
de las enzimzs en las células enteras ( Bensch ¥ col.,1982)
{ Miller y col., 1985 )» ( Nakamura y col., 1984 . Los
anticuerpos producidos centra una DNA polimerasa
determinada, se hacen reaccionar con el antigeno en las
células previamente fijadas ¥ permeabilizadas.
Posteriormente, 1a localizacién de los compleldos
antigenc-anticuerpo, es revelada empleandoc un segundeo
anticuerpo marcado radiactivamente o con una molécula
fluorescente, o alternativamente; a través de la reacciédn de
la peroxidasa acoplada al segundo anticuerpo. Naturaimente,
el factor limitante para el desarrollo de este tipo de
enfoques, reside en disponer de anticuerpos altamente
espec{ficos, capaces de reaccionar con la DNA polimerasa en
las células fijadas.

Numerosos trabajos han abordado 1a tarea de relacionar
1os niveles de actividad de las diferentes DNA polimerasas
con las situaciones metabdlicas de proliferacién activa, de

inducci6n de datio al DWA, de entrada al perfode § del
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ciclo celular y eotras. En el caso de T.cruzi, 1la
comparacién de los niveles de actividad de las DNA
pol imerasas estudiadas, en las formas proliferativas ¥y no
proliferativas que caracterizan los estados del ciclio vital
del paré&sito, peodria proporcionar una idea acerca de la
funcién de estas enzimas in vivo.

Otra posibilidad que se plantea, es recurrir a las
técnicas autorradiograficas que permiten estudiar la
sintesis del DNA in vivo ( Geuskens ¥y col., 1982 ) ( Sala v
col., 1981 . Trypanosoma cruzi presenta caracteristicas
apropiadas para el desarrollec de estudios de esta
naturaleza, puesto que el nlcleo y el "Kinetoplasto® son
distinguibles mediante microscopfa oOptica. Esta hecho
permite diferenciar 1a incorporacién de un percursor
radiactive (SH-timidina) al DNA de dichos organelos. As{,
se puede desarroliar estudios in vivo acerca de la accion de
determinados inhibidores de tas DNA polimerasas, tales como
iose sefalados con atftidicolina, didesoxitimidina ¥
ara—citidina, en este trabaio. Resulta de un interés
particutar, utilizar agquellos inhibidores que presentan un
efecto especifico sobre las DNA peolimerasas aisladas, como
el BuPdGTP. Este compuesto como todos los nucledtidos, no
atraviesa la membrana plasmidtica, 1o que obligaria a
proporcionarlo como el precursor butilfenilguanosina, o a
desarrollar previamente alguna metddica de permeabilizacion

controlada en T.cruzi.
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