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RESUMEN

Con el objetivo de estudiar el grado de similitud bioguimica y
estructural dgue existe entre las DNA polimerasa de Trypanosoma cruzi
vy vertebrados, se procedid® a aislar las diferentes DNA polimerasas
existentes en la forma proliferativa epimastigote, purificar y
caracterizar biogquimicamente una de ellas, y clonar el gen que
codifica para la enzima mAs extensamente purificada.

De la forma proliferativa epimastigote, se logré aislar tres
fracciones enzimdticas las que fueron denominadas, DNA polimerasas
fracciétn A, B y C. Dichas fracciones mostraron caracteristicas
biogquimicas distintas, lo dque sugirié gque se trataba de tres
entidades moleculares diferentes. Posteriormente, la fraccidén A se
purificé extensamente, se identificé el polipéptido catalitico y se
caracterizd bioguimicamente. Las propiedabes biogquimicas de lESta
enzima, constituida por un polipéptido de 50 kDa, fueron concordantes
con las caracteristicas descritas para las DNA polimerasas 3 de
vertebrados, lo gque sugirid fuertemente gque la enzima del pardasito
correspondia a una DNA polimerasa tipo B. Utilizando la informacién
de secuencias amincacidicas de péptidos de esta enzima de T.cruzi, se
sintetizaron oligonucledtidos degenerades, los dgue se usaron en
técnicas de PCR con el fin de clonar el gen de dicha enzima. Se logrd
amplificar un fragmento de 550 pares de bases cuya secuencia

aminoacidica, deducida de su secuencia nucleotidica, tenia identidad

vi




casi perfecta con péptidos de la enzima de T.cruzi e identidad
parcial con segmentos de la estructura primaria de la DNA polimerasa
B de rata. Utilizando como sonda el fragmento de PCR de 550 pares de
bases, desde una genoteca gendémica en Agtll construida a partir de
DNA del parasito, se aislaron tres clones cuyos insertos fueron
clonados en el vector pUC-19. Se determind el mapa fisico de estos
pldsmidos ¥ se localizaron los fragmentos que hibridaron con la sonda
de 550 pares de bases. Con el fin de secuenciar aquellos segmentos
gue contenian al gen de la DNA polimerasa tipo B de T.cruzi, se
procedié al subclonamiento de estos plasmidos. Se logré secuenciar un
segmento de 664 nucledtidos cuya secuencia aminoacidica deducida al
ser comparada con la estructura primaria de la DNA polimerasa [ de
rata, reveld un porcentaje de similitud e identidad de 52,2 ¥y 37,5%,
respectivamente. Esta comparaciém, no s6lo mostrd que residuos
fundamentales para la catdlisis estarian conservados en Ia enzima de
T.cruzi, sino gue ademés fue cdoncordante con nueva informacién en la
cual se postula a otros residuos posiblemente implicados en la unidn-
del desoxinucledtido v la matriz-partidor.

Se realizaron estudios iniciales con el fin de analizar la
organizacién del gen gue codifica para la mencionada enzima de
7.cruzi. Experimentos de "Southern-blot" sugieren la posibilidad que
exista mAs de una copia de dicho gen, sin embargo, es muy improbable
que dichos genes puedan estar organizados en "tandem". Asimismo, se
realizaron estudios de "Northern-blot" con el propésito de estudiar

la expresién
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de dicho gen, en distintas formas celulares de T.cruzi. Los
resultados preliminares sugieren gque, los mayores niveles de
expresién del gen que codifica para dicha enzima ocurririan en la

forma no proliferativa tripomastigote de cultivo celular.




ABSTRACT

With the aim of describing the biochemical and structural
similarities between Trypanosoma cruzi and vertebrate DNA
polymerases, the isolation of different DNA polymerases from
epimastigote proliferative forms, the purification to homogeneity
of one of them and the gene cloning of the the most purified one,
were undertaken.

Three DNA polimerases fractions were 1isolated £from
epimastigote c¢ells , initially described DNA polymerases
Fractions A, B and C. The biochemical properties of these enzyme
fractions suggested that they correspond to three distinct
entities. The fraction A was extensively purified, characterized
and the catalytic polypeptide chain identified. The biochemical
properties of this low molecular mass enzyme (50 kDa), agreed
whith those described for vertebrate DNA polymerases B. This fact
strongly suggested that this parasite enzyme corresponded to a
B-like DNA polymerase. Peptides of this enzyme were sequenced and
the information utilized for designing degenerate oligonucleotide
for PCR synthesis. A 550 base pair PCR fragment from T.cruzi
genomic DNA was amplified and sequenced. The deduced amino acid
sequence showed almost a perfect identity with some 7.cruzi 8-
like DNA polymerase peptides and with some segments of rat DNA

polymerase B primary structure. A Agtll T.cruzi genomic library
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was analized and three phage clones were isolated using this PCR
fragment as probe. The Agtll imserts were cloned into pUC-19
plasmids and their restriction maps were determined. These
inserts were subcloned into the same pUC-19 plasmid f£for
sequencing. A segment of 664 nucleotide was sequenced and its
deduced amino acid sequence was compared with the rat DNA
polymerase B. The similarity and identity between this two amino
acid sequences were 52.2 and 37.5%, respectively. Furthermore,
the results indicated not only that fundamental catalytic
residues are conservated in the T.cruzi enzyme but also other new
ones, presumably involved in the deoxynucleotide and DNA binding
sites, would be conservated in the parasite enzyme.

Preliminary studies were conducted to know the organization
of the T.cruzi B-like DNA polymerase gene. Southern-blot analysis
suggested that more than one gene could exist in this parasite.
However, the experiments indicate that these genes are not
organized in tandem. On the other hand, a Northern-blot analysis
was performed to address the question of the gene expression
among differents T.cruzi form cells. The initial results
suggested that the nonproliferative tissue culture trypomastigote
forms expressed the highest level of the B-like DNA polymerase

gene.




INTRODUCCION

1.- Trypanosoma cruzi

1.1.—- Clasificacién: T.cruzi es un organismo eucariotico unicelular
perteneciente al reino Protozoa, Phylum Fuglenozoa, clase
Kinetoplastae, la cual se divide en dos ordenes: el orden Bodonida y
el orden Trypanosomida (Cavalier y Smith, 1993). Este ultimo estd
compuesto exclusivamente por especies de vida parasitaria entre las
cuales se encuentran pardsitos de gran relevancia para 1la salud
humana, tales como Trypanosoma brucei, agente causal de 1la
enfermedad del suefio v la Leishmania, causante de graves afecciones
a la piel y dafios wviscerales.

La clase Kinetoplastae se separd tempranamente de los eucariotes
superiores localizandose a grandes distancias filogenéticas de los
vertebrados { Cavalier-Smith, 1993). Este grupo de organismds se
caracteriza por poseer una uUnica y gran mitocondria llamada
kinetoplasto. Son organismos flagelados que ademds poseen propiedades
bioldgicas vy bioquimicas muy particulares, entre las cuales se pueden
citar la compartimentalizacién de una parte de la via glicolitica en
un organelo llamado glicosoma (Opperdoes, 1985), procesamiento
discontinuo de RNA mensajeros llamado "trans-splicing" (Borst, 1986),
especial organizacién y replicacién del DNA kinetoplastidico
(Simpson, 1987; Pérez-Morda y Englund, 1993), abundante expresion de
RNA policistrénicos (Sloof y Benne, 1993) vy presencia del

procesamiento pqstranscripcional de mensajeros llamado "editing"




(Simpson y Maslov, 1994).

Una relacién filogenética que se postula entre las especies gue
componen la orden Kinetoplastae se muestra en 1la Figura 1
(Henriksson, 1995). Todavia no es clara la exacta relacidén que existe
entre T.cruzi vy los tripanosomatideos Trypanosoma brucei y

Trypanosoma rangelli.

1.2.- Ciclo vital.

E)l protozoo pardsito T.cruzi posee un ciclo vital complejo,
‘compuesto por sucesivas diferenciaciones desde formas celulares
proliferativas a formas celulares no proliferativas (Brener, 1973;
Brener y Alvarenga, 1976). En su ciclo vital el pardsito involucra a
un hospedero invertebrado, el cual corresponde a un insecto vector,
vy a un hospedero vertebrado, el cual puede ser el hombre u otros
mamiferos. En Chile s6lc se han descrito dos insectos vectores
comunmente llamados "vinchucas" 1los cuales son los reduvideos
Triatoma spinolai vy Triatoma infestans. I.as formas celulares
proliferativas estan constituidas por los epimastigotes y amastigotes
intracelulares. En cambio, las no-proliferativas corresponden a los
tripomastigotes metaciclicos y tripomastigotes sanguineos. Un esquema
del ciclo vital del parasito estd representado en la Figura 2. Este
ciclo se puede describir de la siguiente manera: Los epimastigotes
que proliferan en la zona media del intestino del insecto vector se
diferencian a tripomastigotes metaciclicos. Estos al ser eliminados
por las heces, y contaminar la herida del mamifero picado por el

insecto, pasan al torrente sanguineo del hospederc vertebrado. A
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través de dicho torrente, el pardsito invadird células de diversos
organos y se diferenciard a amastigote. Los amastigotes proliferarén
dentro de las células invadidas hasta que estas se lisan y liberan
los pardsitos a la circulacién. En tales circunstancias los parasitos
volveran a diferenciarse, esta vez a 1la forma tripomastigote
sanguineo, los cuales podréan invadir otros tejidos & pasar nuevamente
al insecto vector a través de su picada. En esta alternativa el
pardsito podrd nuevamente realizar otro ciclo a través del insecto
vector.

Un aspecto importante de mencionar es que en el laboratorio se
puede reproducir el ciclo vital del parédsito bajo ciertas
condiciones. Por ejemplo, la forma proliferativa epimastigote se
puede mantener indefinidamente en medios de cultivo 1ligquido.
Asimismo, las formas tripomastigota metaciclicas se pueden obtener
por diferenciacién esponténea de los cultivos de epimastigotes
envejecidos ¢ diferenciacién inducida mediante medios minimos
(Contreras y col., 1985). Por otro lado, formas eguivalentes a los
amastigotes se pueden obtener a partir de cultivos celulares. Sin
embargo, no necesariamente estas formas de laboratorio correspoﬁden
exactamente a las formas celulares naturales del pardsito. Esto es
importante tenerlo presente, pues ciertos comportamientos de las
formas de laboratorio no necesariamente son extrapolables a lo gue

sucede en la naturaleza.
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Fig.1. Dendograma gue muestra las probables
filogenéticas entre especies que componen
Kinetoplastae (Henriksson, J., 1995).
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Fig.2. Esquema del ciclo vital del pardsito causante de la
enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi.




1.3.~ Enfermedad de Chagas

De acuerdo a estudios de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), 16-18 millones de personas estan infectadas con el pardsito vy
habrian 90 millones en riesgo de contraer la enfermedad de Chagas
(Schofield,1994). Esta enfermedad provoca enormes dafios en la salud
humana en 1na grén parte del continente americano

En la enfermedad de Chagas se pueden distinguir dos fases: una
fase aguda caracterizada por elevadas parasitemias y una fase cronica
que se desarrolla durante los afios posteriores a la infeccién con el
pardsito. Durante la fase aguda, si el paciente no es tratado a
tiempo puede 1llegar hasta la muerte, en cambio 51 se trata
oportunamente, la parasitemia puede ceder totalmente lograndose la
curacién de la enfermedad. Sin embargo, en muchos casos la fase aguda
sigue un curso inaparente sin signos evidentes (Brener, 1984).

En la etapa crénica, un importante porcentaje de lés personas
infectadas por este pardsito sufren dafios cardiacos progresivos, 1osf
cuales los incapacita para realizar una vida normal. En otros caso®
la enfermedad se manifiesta con afeccciones a distintos niveles del
aparato digestivo, siendo las mds caracteristicas el megacolon y el
megaes6fago (Apt vy Reyes, 1986). También en algunos casos se han
reportado afecciones a otro tipo de 6rganos como el cerebro {Solari
y col., 1993). Un aspecto relevante de destacar, es que en nuestro
pais la fase aguda no se manifiesta con signos clinicos aparentes,
por lo que es dificil detectar pacientes recientemente infectados
(Apt v Reyes, 1986). De acuerdo a algunos autores es muy probable que

estas diferencias observadas en las manifestacidénes clinicas de la




7
enfermedad de Chagas reflejen los distintos grados de virulencia que
tendrian los ©paradsitos ©presentes en distintas regiones de
latinoamérica (Tibayrenc y Ayala, 1988).

Actualmente, pese a que existen fArmacos que en la etapa aguda
pueden eliminar los pardsitos circulantes, y por lo tanto impedir el
desarrollo de la fase crénica de la enfermedad de'Chagas, estos
f4&rmacos muchas veces provocan importantes efectos colaterales en los
pacientes tratados. AdemAds se ha informado en la literatura gque
existen cepas de T.cruzi resistentes a la accién de las drogas
actualmente utilizadas (Filardi y Brener, 1987). Por otro lado, ya
gue en la mayoria de los casos la infeccién con el parésito no es
detectada en sus inicios, la infeccién avanza inadvertidamente hacia
la fase crénica de la enfermedad. Por todas las razones anteriormente
expuestas, actualmente no se cuenta con farmacos eficaces para el
tratamiento de la fase crénica de la enfermedad (Brener, 1984). Entre
las estrategias mds promisorias para combatir la enfermedad de
Chagas, se encuentra la blisgueda de nuevos agentes gquimioterapéuticos
(Fairlamb, 1990). Un posible blanco quimioterapettico importante de
investigar en estos pardsitos son las DNA polimerasas. Esto se basa
en que las DNA polimerasas son enzimas esenciales en la biosintesis
del DNA, en todos los organismos estudiados hasta la época, Y gue de
acuerdo a las particularidades biolégicas del pardsito T.cruzi podria
existir la posibilidad que DNA polimerasas de dicho pardsito fueran
distintas a las de su hospedero vertebrado.

2.— DNA polimerasas

Las DNA polimerasas son las enzimas gue catalizan la sintesis de
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DNA en base a la secuencia especificada por una hebra preexistente de
dcido nucleico denqminada matriz, molde 6 templado. De acuerdo con
esta definicién, serdn DNA polimerasas aquellas enzimas que
sintetizan DNA utilizando como templado tanto DNA como RNA. De esta
forma podriamos distinguir dos grupos de DNA polimerasas: DNA
polimerasas dependientes de DNA, y DNA polimerasas dependientes de
RNA. FEntre 1las primeras estardn todas las DNA polimerasas
eucaridticas que discutiremos en esta tesis y entre las segundas
estdn todas las DNA polimerasas virales denominadas transcriptasas
reversas, siendo.una de las m&s importantes la codificada por el
virus del SIDA, HIV (TR-HIV). A pesar de esta clasificacién en base
a la dependencia de la matriz, es importante tener presente que ésta
no es rigida, pues en condiciones "in vitro" existen DNA
polimerasas-dependientes de DNA que pueden utilizar RNA como
templado, como es el caso de la DNA polimerasa I de Escherichia colil
(Joyce y Steitz, 1994), algunas DNA polimerasas de mamiferos como la
tipo vy (Burgers, 1989) &6 1la tipo B (Fry, 1983). Asimismo
transcriptasas reversas como la del virus HIV, pueden utilizar
alternativamente RNA 6 DNA como matriz (Joyce y Steitz, 1994). En
esta tesis a las DNA polimerasas-dependientes de DNA las llamaremos
simplemente DNA polimerasas.

La reaccién guimica catalizada por todo tipo de DNA polimerasas
consiste en la polimerizacién de DNA utilizande como sustratos
desoxiribonucledsidos 5 -trifosfatos y un extremo 3°-OH libre de una
cadena preexistente complementaria a la matriz la cual se denomina

partidor. La incorporacion del desoxiribonucledtido ocurre por un
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atague nucleofilico del oxigeno del grupo 3"-OH al fosfato unido al
carbono 5° de la desoxiribosa del nucledétido (Kornberg y Baker,
1991). De esta manera el nuevo desoxiribonucledtido quedard unido al
extremo 3° del partidor a través de un enlace fosfodiester, formado
por el fosfato a 5° de dicho nucledtido y el oxigeno 3° de la
desoxiribosa del partidor. Asi el crecimiento 6 elongacidén del
partidor, realizada por la sintesis de DNA llevado a cabo por todas
las DNA polimerasas seri siempre en el sentido 5°->37.

En base a lo expuesto anteriormente gueda clarc que el concepto
de matriz y partidor involucra procesos totalmente diferentes. Es asi
como dependiendo de las distintas matrices y partidores, no sélo se
pueden distinguir distintas clases de DNA polimerasas, sino que no
cualquier matriz 6 partidor serd sustrato de las DNA polimerasas. En
este sentido podriamos distinguir las siguientes posibilidades:a) DNA
doble hebra 6 duplex (dhDNA), b) DNA mono hebra, simple hebra 6
monocatenario (shDNA), c¢) DNA doble hebra con muescas ("nicked DNA"},
d) DNA doble hebra con segmentos mono hebra ( "Gapped DNA"), y e}
polinucleétido-oligonucledtido {poli{N)-oligo(N)). Los dos primeros
no serédn sustrato para las DNA polimerasas, pues no reunen 1las
condiciones de un extremo 3°0H libre y una matriz complementaria. Los
tres siguientes son sustratos de DNA polimerasas y se pueden obtener
tanto desde DNA naturales como por sintesis quimica 6 enzimdtica. Es
ﬁecesario indicar gue tanto el DNA con muescas como aquel con
segmentos mono hebra seran llamados DNA "activado".

Es importante sefialar que generalmente las DNA polimerasas

poseen otras actividades enzimdticas asociadas, ya sea contenidas en
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una misma cadena polipéptidica 6 en otras subunidades que forman
parte de un complejo multiproteico. Como ejemplo de la primera
alternativa estd el caso clasico de la DNA polimerasa I de E.coli, la
cnal en una misma cadena polipéptidica contiene tres actividades
enzimdticas distintas, la mencionada actividad DNA polimerésica y dos
actividades exonucleoliticas antagénicas (actividades que degradan
DNA a partir de sus extremos, ya sea 3° 6 57). Sin embargo, estudios
mas profundos de esta enzima han demostrado feacientemente que cada
una de estas actividades es llevada a cabo por distintos dominios de
la cadena polipeptidica (Kornberg y Baker, 1992). Tanto es asi que
una de sus actividades, correspondiente a la 5’->3’exonucledsica,
puede ser separada del resto de la enzima mediante proteblisis
controlada sin afectar casi en absolutoc a las otras dos actividades
enzimaticas. A este segmento se le denomina fragmento Klenow (Klenow
y Henningsen, 1970). Esto es muy importante, pues ratifica el hecho
fundamental de que la actividad DNA polimerdsica no es la reaccidn
inversa de la actividad exonucle6litica. De hecho, miltiples-estudios
han demostrado claramente, no s6lo que ambos tipos de activiéédes son
excluyentes, sino que tanto la base molecular como la base genética
de estas actividades enzimdticas son distintas (Burgers, 1989; Wang,
1991 Kornberg y Baker, 1992).

Otra actividad asociada a algunas clases de DNA polimerasas es
la denominada actividad DNA .primasa (Conaway y Lehman, 1982). Esta
actividad posee la capacidad de sintetizar "de novo" el partidor que
servira de sustratoc a todas las DNA polimerasas. Esta enzima sélo

requiere la presencia de una matriz para sintetizar el partidor
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correspondiente. En el caso de un tipo de DNA polimerasas animales
denominadas tipo a, la actividad DNA primasa asociada estd contenida
en subunidades gue forman la enzima nativa (Wang, 1991; Kornberg y
Baker, 1992).

Dentro de las propiedades biogquimicas mas importantes que poseen
las DNA polimerasas se encuentran la procesividad y la fidelidad . La
procesividad se refiere a la capacidad de elongar partidores en un
s6lo evento de unién de la enzima a la matriz, sin necesidad de que
la enzima se suelte en cada incorporacién de un nuevo
desoxifibonucleétido. El proceso antagénico se denomina
distributibidad, en el que la enzima debe socltarse y volver a unirse
a la matriz después de la incorporacién de cada desoxiribonucleétido.

Fidelidad se refiere al proceso mediante el cual la adicidén de
cada nuevo nucledtido al partidor estd estrictamente regida por su
complementariedad de base con la matriz.

Las DNA polimerasas participan en dos ‘procesq§ bioldgicos
imprescindibles para la célula llamados replicacidén y reparacién del
material genético. Basicamente la replicacién consiste en la
duplicacién de los 4cidos nucleicos que constituyen el material
genético hereditario de una determinada célula. Este proceso es
llevado a cabo por miltiples enzimas entre las cuales generalmente
participan mds de un tipo de DNA polimerasas las que realizan
distintas tareas en el proceso de replicacién (Kornberg y Baker,
1992). Una de las caracteristicas generales de la replicacidén de los
genomas bacterianos vy eucaridéticos es la diferencia que existe en la

sintesis de la hebra 5°->3° y la hebra complementaria 3°->5°. Asi las
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hebra 5°->3° se sintetiza continuamente sin interrupclones, en cambic
la otra hebra, cada ciertos trechos requiere la presencia de
partidores de RNA. La hebra sintetizada continuamente se llama hebra
lider, en cambio la que se sintetiza discontinuamente se llama hebra
retardada. Es asi como en uno de los sistemas replicativos méas
estudiados, el cual corresponde a la replicacidn del DNA cromosomal
de E.coli, la DNA polimerasa replicadora (DNA bol IITI) lleva a cabo
tanto la sintesis de la hebra 1lider como la hebra retardada
correspondiente al DNA doble hebra gque estd siendo duplicado
(Rornberg y Baker, 1992). En cambio, la DNA polimerasa I actuaria
rellenando los segmentos monohebra dejados por la remocion de los
partidores utilizados en la sintesis de la hebra retardada. Una
situacidn andloga ocurriria con el papel que llevarian a cabo las DNA
polimerasas eucaridéticas en la replicacién del genoma nuclear (Waﬁbi
1991; Bambara y Jessee, 1991}. Es decir, que las distintas tareas que
implica tal proceso serian realizadas por distintos tipos de DNA
polimerasas. En este sentido se ha postulado, a diferencia de lo que
se ha observado en E.coli, que el "complejo replicador" que llevaria
a cabo la sintesis tanto de la hebra retardada como de la hebra lider
estaria constituido por dos DNA polimerasas diferentes, las cuales
corresponderian a las DNquolimerasas ay &, respectivamente {So vy
Downey, 1988; Tsurimoto y col., 1990; Wang, 1991; Bambara y Jessee,
1991). Es posible qgue una tercera DNA polimerasa, denominada €,
también participe en la replicacién del genoma (Bambara y Jessee,
1991).

En los tultimos afios ha quedado claro que el fendmeno biclégico
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llamado "reparacién del material genético" es un proceso muy complejo
que involucra distintos tipos de mecanismos Y, consecuentemente, a
distintas entidades genéticas y moleculares (Culotta ¥y Koshland,
1994; Sancar, 1994; Hoeijmakers y Bootsma, 1994). Basicamente se
entiende por reparacién del material gemético, corregir todo tipo de
alteracién que impligue cambios en la secuencia nucleédtidica original
del material genético de una célula. Estas alteraciones 1lamadas
mutaciones, pueden ocurrir por errores durante procesos fisiolégicos
como la duplicacién y recombinacién del DNA, & por efecto de
diversas causas exbégenas provocadas por agentes guimicos y fisicos.
Dependiendo del tipo de lesién que se provoca al DNA, actidan
distintos sistemas reparadores (Culotta y Koshland, 1994; Sancar,
1994; Hoeijmakers y Bootsma, 1994; Hanawalt, 1994; Modrich, 1994). De
acuerdo a algunos autores, es posible gque en determinados sistemas
reparadores gque implican sintesis de DNA, algunos tipos de DHNA
polimerasas tendrian un papel importante (Sancar, 1994; Fornace Yy
col., 1989; Singhal y Wilson, 1993). Es asi como se ha postulado que
en F.coli la DNA polimerasa reparadora seria la tipo II (Kornberg y
Baker, 1991). Sin embargo también lés DNA polimerasas 1 y III, en
determinadas circunstancias, actuarian en procesos de reparacién
(Kornberg y Baker, 1992).

En eucariotes no estd cual seria el verdadero papel que jugarian
las DNA polimerasas en el proceso reparador. Empero, existen fuertes
evidencias indirectas que vinculan a la DNA polimerasa tipo B
(Sancar, 1994) y a la DNA polimerasa tipo € en algin sistema

reparativo (Fornace y col., 1989; Singhal y Wilson, 1993).
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3.- Ccaracteristicas generales de las DNA polimerasas de vertebrados.

En vertebrados se han descrito cinco tipos de DNA polimerasas
las cuales se han denominado, de acuerdo al orden histérico en que
fueron aisladas, DNA polimerasas a, B, v, 8 vy € (Fry, 1983; Hubscher,
1984; Burgers, 1989; Wang, 1991; Kornberg y Baker,1992). Estas
enzimas se diferencian claramente en base a sus propiedades
biogquimicas, funcionales y genéticas.

Entre las propiedades biogquimicas mas importantes estdn 1la
sensibilidad a inhibidores, la utilizacidén de matrices, actividades
enzimaticas asociadas, la procesividad, la fidelidad, sus masas
moleculares v el tamafio de los polipéptidos cataliticos (Tabla I).
3.1 - DNA polimerasa a

La DNA polimerasa a fue la primera en ser descrita en organismos
vertebrados v en ser implicada en la replicacién del genoma nuclear
(Fry, 1983; Burgers, 1989). Esta enzima estd compuesta de vatias
subunidades entre las cuales se cuenta la subunidad catalitica de
165-180 kDa y un par de subunidades de 48 y 50 kDa responsables de la
actividad DNA primasa (Wang, 1991). Esta enzima pertenece al grupo
de las tres DNA polimerasas sensibles al diterpeno tetraciclipo
derivado de hongos llamado afidicolina (Spadari y col., 1982). 8Sin
embargo se puede diferenciar facilmente de las DNA polimerasas & y €
en base a su fuerte sensibilidad al inhibidor BuPdGTP y la ausencia
de actividad exonucledlitica 3°->5"asociada (Wang, 1991; Kornberg y
Baker, 1992).

Otras caracteristicas biogquimicas importantes de las DNA

polimerasas a son su fuerte sensibilidad al agente modificador de
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grupos sulfidrilos N-etilmaleimida (NEM), la resistencia al andlogo
de desoxiribonucleétido ddTTP, la preferencia por DNA activado, su
capacidad de elongar partidores de RNA, su baja procesividad y alta
fidelidad (Fry, 1983; Hubscher, 1984; Burgers, 1989; Wang, 1991).

Estudios de homologia de secuencias han demostrado que las DHNA
polimerasas a estarian distribu;ﬁas en un amplio espectro de
organismos, abarcando desde el hombre hasta diversos virus animales

(Wang y col., 1989; Wang, 1991).

3.2 DNA polimerasas & y €

Mediante diversos estudios se ha planteadoc gque las DNA
polimerasas & y €, al igunal gque la DNA polimerasa a estarian
implicadas en la replicacidén del genoma nuclear (Bambara y Jessee,
1991). A su vez existen evidencias indirectas que sugieren gue tanto
la DNA polimerasa € como la & tendrian un papel importante en algin
proceso de reparacién del DNA (Nishida y col., 13588; Bambara v
Jessee, 1991; Sancar, 1994). Estas enzimas se diferencian claramente
de las otras enzimas de vertebrados por poseer actividad
exonucledlitica 3°->5"asociada. Sin embargo en un principio no estaba
claro si estas dos enzimas realmente correspondian a dos entidades
moleculares distintas 6 eran simplemente productos proteoliticos unos
de otros. Mas tarde queddé claramente demostrado gue no s6élo poseian
distintas propiedades bioquimicas sino gque incluso se aislaron sus
respectivos genes, tanto de células de mamiferos como sus homélogos
presentes en levadura (Boulet y col., 1989; Sitney y cocl., 1989;

Bambara y Jesse, 1991; Wang, 1991; Kornberg y Baker, 1992). Una
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cualidad bioguimica gue permite diferenciar entre si a estas
enzimas, es el requerimiento por un factor auxiliar conocido como
PCNA. Asi, s6lo una de ellas, la DNA polimerasa & requiere para su
actividad la presencia de dicho factor (Bambara y Jesse, 1991; Wang,
1991). Posteriormente se demostrdé gque dicho factor actuaba como
subunidad en el complejo replicativo formado por la DNA polimerasa §
{(Kornberg y Baker, 1992). Otra diferencia entre estas enzimas es su
masa molecular nativa y la de su subunidad catalitica. Asi la tipo &
tendria una masa molecular nativa de 170 kbPa con una subunidad
catalitica de 125 kDa, en cambio la tipo € tendria una masa molecular
nativa de aproximadamente 256 kDa y una subunidad catalitica de 215
kDa (Bambara y Jesse, 1991; Kornberg y Baker, 1991).

3.3. DKA polimerasa ¥y

La DNA polimerasa y ha sido asociada a la sintesis del DNA
mitocondrial aungue su gen se encuentra codificado en el genoma
nuclear (Wang, 1991). La enzima nativa posee una masa molecular de
aproximadamente 160-300 kDa y un polipéptido catalitico de 125-140
kbPa (Insdorf y Bogenhagen, 1989; Kornberg Y Baker, 1992). 8Sin
embargo, se han informado en la literatura casos de DNA polimerasa vy
de masa molecular de alrededor 47 kDa (Yamaguchi y col., 1938¢). En
algunos trabajos se demostrd claramente que dichas enzimas de baja
masa molecular correspondian a productos protedliticos generados a
partir de cadenas polipeptidicas intactas de 125-140 kDa (Wernette y
Kaguni, 1986; Insdorf y Bogenhagen, 1989). Estos resultados sugieren
gue en otros casos donde se han informado DNA polimerasas y de baja

masa molecular también podrian corresponder a productos de
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degradacidén. De todas maneras estos estudios no descartan la
posibilidad gque en algunas especies realmente existan DNA
polimerasas y de baja masa molecular.

Bioquimicamente las DNA. polimerasas y se caracterizan por: su
marcada preferencia por la matriz sintética conocida como poli(A),
ser muy sensible al inhibidor N-etilmaleimida (NEM), ser imnsensibles
a afidicolina y BuPdGTP, ser altamente procesiva y carecer de otras
actividades enzimdticas asociadas (Wernette y Kaguni, 1986, Burgers,
1989; Kornberg y Baker, 1992).

3.4. DNA polimerasa P

Estd enzima ha sido vinculada a alguno de los procesos
reparativos del material genético (Wilson y col., 1988; Wang, 1991;
Kornberg v Baker, 1992) vy es la DNA polimerasa mas simple y pequefia
de todas las aisladas en organismos vertebrados. Posee una masa
molecular de 39 kDa y se caracteriza por ser la unica resistente al
inhibidor N-etilmaleimida. Ademds es fuertemente inhibida por ddTTP
v en la mayoria de los casos puede utilizar eficientemente la matriz
sintética de RNA poli(A) (Chang, 1974; Stalker y col., 1976; Suzuki
y col., 1977; Joenje y Benbow, 1978; Fry, 1983; Hubscher, 1984). Por
otro lado, no posee actividades enzimdticas asociadas y es una enzima
poco procesiva. A diferencia de otras DNA polimerasas de vertebrados
(Burgers, 1989; Wang, 1991), el conocimiento de los genes dgue
codifican para esta enzima ha sido limitado a aquellas secuencias
obtenidas del clonamiento de c¢DNA provenientes de s6lo algunas
especies de mamiferos (Zmudzka y col., 1986; Matsukage y col., 1987;

Abbot y col., 1988; Widen y col., 1988; Wang, 1991). Esto ha impedido
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evaluar el grado de conservacién evolutiva de esta enzima a lo largo
de un gran espectro de organismos. Sin embargo, la cristalizaciodn de
DNA polimerasas B recombinantes, provenientes de cDNA de rata, ha
permitido conocer por primera vez la estructura terciaria de una DNA
polimerasa de eucariotes (Davies Y col., 1994; Pelletier y col.,
1994; Sawaya y col., 1994).

4.- Estructura de las DHA polimerasas

La estructura terciaria de la DNA polimerasa I de E.coli fue una
de las primeras en conocerse (Kornberg, 1980; Ollis y col., 1985).
Los estudios de cristalografia del fragmente Klenow pusieron en
evidencia una estructura tridimensional cuya forma se podia analogar,
a la de una mano (Joyce y Steitz, 1987). Asi se observd que el
dominio correspondiente a la DNA polimerasa, se podia subdividir en
tres subdominios los que fueron llamados subdominios "dedos', "palma"
y "pulgar" (Fig.3, Joyce y Steitz, 1987). Los estudios mostraron gque
en el dominio palma estaban localizados importantes residuos
cataliticos, alguno de los cuales correspondian a acidos asparticos
(Joyce y Steitz, 1987; Polesky y col., 1992). Loé otros subdominios
constituian las paredes del subdominio central los cuales en
conjunto daban origen a una especie de canal correspondiente al sitio
de unién del DNA (Fig. 3).

Basados en estudios de secuencias aminoacidicas de distintos
tipos de DNA polimerasas, se llegé a postular la existencia de tres
sitios conservados denominados motivoes A, B vy C (Joyce ¥ Steitz,
1994). Los motivos A y C estarian presentes en todas las categorias

de DNA




Fragmento Klenow

Dominio Dominio

DNA polimerasa exonucleasa 3'>5'
] 1
1

Sitio
activo

matriz

Extremo del partidor
sitia activo

Fig.3. Dibuio esquemdtico de 1la estructura terciaria del
fragmento Klenow gue muestra como se uniria al DNA sustrato
(Joyce vy Steitz, 1987). En la figura se indican los distintos
dominios y la probable localizacién de los sitios activos de la
actividad DNA polimerdsica vy exonucleasica 3'->57.
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polimerasas, incluyendo enzimas virales RNA-dependientes como la del
virus HIV. Estos motivos se caracterizaban por uno 6 dos &cidos
asparticos conservados en todas las secuencias de DNA polimerasas
analizadas, los due coincidian con estudios previos de mutagénesis
dirigida, y andlisis de la estructura terciaria de dichas enzimas
(Polesky y col., 1992; Joyce ¥ Steitz, 1994).

Estudios mediante proteélisis controlada habian demostrado gue
la estructura terciaria de las DNA polimerasas B de mamiferos podia
dividirse en un dominioc N-terminal de 8 kDa, con capacidad de unirse
a DNA monohebra, y un dominio C-terminal de 31 kDa responsable de la
actividad catalitica (Kumar y col., 1990a; Kumar Yy col, 1990b).
Recientemente se describié la estructura terciaria de la DNA
polimerasa B de rata (Davies Y col., 1994; Sawaya y col., 1994;
Pelletier vy col., 1994). Los andlisis derivados de la cristalizacion
del dominio C-~terminal de 31 kDa, mostraron que este dominio podia
subdividirse en tres subdominios. Al compararse con las estructuras
terciarias descritas para el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I
de E.coli, la transcriptasa reversa del virus HIV y la RNA polimerasa
del virus T7, se observé gque todas ellas compartian una estructura
basica tridimensional comtin . Esta estructura bdsica era la descrita
para el Fragmento Klenow, es decir la estructura en forma de mano con
sus correspondientes subdominios, "dedos", "palma" y '"pulgar". Al
compararse con mas detalle el dominio central 6 palma de estas
distintas polimerasas, se observd que el nlicleo que daba origen a
este subdominio estaba compuesto por una organizacién muy similar de

estructuras secundarias (Sawaya y col., 1994; Davies y col., 1994).
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En el caso de la DNA polimerasa B, el nicleo del subdominio central,
estaba compuesto por cinco hojas B flanquedas a cada lado por una a-
helice (Fig. 4, Davies y col. 1994). El mismo esguema fue descrito
por Sawaya y col. (1994), sin embargo, la numeracion adjudicada tanto
a las hojas B como a las a-helices fue distinta. De acuerdo a Davies
v col., 1994, los residuos cataliticos fundamentales del motivo C,
los &acidos asparticos 190 y 192 (D190 y D192), se localizan cercanos
al extremo N-terminal y al principio de la hoja B numero 4 (B4},
respectivamente (Fig. 5). En cambio el residuo D256, correspondiente
al motivo A, se localiza casi al medioc de la hoja B nimero 7 (B7).
Todos ellos muy cercanos en la estructura tridimensional del
subdominio central (Fig.4). Otro residuos con importancia catalitica
localizados en el motivo A vy motivo C fueron las argininas 254 y 258
(R254 y R258), y la glicina 189 {G189), respectivamente. 5in embargo
es importante destacar, que no todos los residuos cataliticamente
importantes se localizan en los motivos A 6 C. De acuerdo a estudi;s
mediante nucleétidos marcados (Basut y col., 1989), mutagénesis
dirigida (Date y col., 1990) 6 estudios de la estructura terciaria de
la enzima con sus sustratos (Davies y col., 1994; Pelletier y col.,
1994), mostraron que otros residuos importantes no necesariamente
estarian localizados dentro de dichos motivos. Tal es el caso de las
argininas 182 y 183 (R182 y R183) probablemente implicadas en la
unién del fosfato B del desoxiribonuclefsido 5'-trifosfato unido a la
DNA polimerasa, las cuales estan localizados en la pegquefia a-helice
G del subdominio central (Fig.5, Davies y col., 1994). Entre los

residuos R182 y R183 estaria la serina 180 (5180) cuya




C
("Pulgar™)

Fig.4. Representacidn esquematica del subdominio "pailma” de la
DNA polimerasa P de rata (Davies y col., 1994). En la figura
las hojas betas se representan como flechas rectangulares
numeradas del 1 al 7, respecto a su posicidon del extremo N-
terminal. Las «a~hélice, se representan como cilindros
identificados por letras mayldsculas. La posicidén de 1los
residuos cataliticos Asp 190, 192 {(motivo C) y 256 (motivo A),
se indican con un circulo lleno.
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Estructura primaria de la DNA polimerasa B de rata

indicando la posicién de las estructuras secundarias de
acuerdo a Davies vy col. (1994). En la figura la ubicacién de
hojas B y a-hélice se simbolizan con las Jletras griegas alfa
vy beta, debajo del subrayado que indica la posicidén inicial y
final de cada estructura. La flecha indica el sitio sensible
a protedlisis gue separa el dominio N-terminal de 8 kDa del
dominio C-terminal de 31 kDa.
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funcién seria similar a la descrita para los dos residuos anteriores
(Davies y col., 1994). Mas alejado de todos estos residuos estaria la
arginina 149 (R149) localizada en el limite entre el subdominio N-
terminal y el subdominio central, la cual también estaria implicada
en la unién del desoxiribonucleétido (Fig.5). Es importante sefialar
que de acuerdo a Pelletier y col. (1994), el dominio N-terminal
corresponderia a los dedos ¥ el C-terminal al pulgar de esta
hipotética "mano molecular". Sin embargo, existe controversia que
esto efectivamente sea asi, pues tal designacién dependeria de la
correcta orientacién que asumiria la enzima dﬁrante la realizacion de
su actividad catalitica (Steitz y col., 1994).

Finalmente es interesante destacar dque en el caso de la DNA
polimerasa B, 1las hojas B84 y B7 que contienen los residuos
cataliticos fundamentales de los motivos C Y A, son paralelas , en
cambio en todas las otras DNA polimerasas analizadas las
correspondientes hojas B son antiparalelas (Sawaya Yy col., 1994).
Otra diferencia importante es gue en la DNA polimerasa B, los tres
subdominios gue forman el dominio catalitico estadn ordenados
consecutivamente, sin la existencia de segmentos intercalados. En
cambio en las otras tres enzimas analizadas, los segmentos de 1la
estructura primaria gque forman el subdominio central estan separados
por segmentos gue forman el subdominio "dedos" (Sawaya y col., 1994).
Estas evidencias sugieren fuertemente que la DNA polimerasa B podria
corresponder a un ejemplo de evolucidén convergente, pues\\la
organizacién de los segmentos aminoacidicos que originan las

estructuras terciarias son distintos a la de las otras enzimas, lo
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cual implica que la organizacién de los genes que codifican dichas
estructuras primarias son distintos y por ende es muy improbable due
hayan tenido un ancestro genético comin (sawaya y col., 1994). Es
decir, la DNA polimerasa B podria haber llegado por convergencia a la
misma estructura bdsica comin en forma de mano, a partir de la
evolucién de un gen independiente y distinto al de las otras

polimerasas analizadas.

5.- DﬁA polimerasas de eucariotes inferiores

Las DNA polimerasas de la levadura Saccharomyces cerevisiae han
sido ampliamente estudiadas (Burgers, 1989; Wang, 1991; Kormnberg ¥y
Baker, 1992). Se han purificado a homogeneidad cada una de ellas, se
han aislado sus respectivos genes (Johnson y col., 1985; Sitney y
col., 1989; Foury, 1989; Boulet y col., 1989; Morrison y col., 1990)
y estudiado profundamente, mediante mutantes condicionales, el papel
fisioldégico que cada una de estas enzimas llevaria a cabo en dicha
célula (Budd y col., 1989; Wang, 1991; Burgers, 1989). Debido al gran
conocimiento de estas enzimas y al hecho que sus propiedades
biogquimicas y genéticas son muy similares a las de sus congeneres
descritas en vertebrados, las DNA polimerasas de S.cerevisiae han
servido de modelo de las c¢lésicas DNA polimerasas a, &6, € Y ¥
descritas en eucariotes superiores. La tunica excepcidén en este
cuadro, lo habia constituido la DNA polimerasa tipo B, la cual hasta
hace muy poco tiempo no habia sido purificada de estos organismos
unicelulares (Shimizu y col., 1993). Sin embargo, en un dgrupo

importante de eucariotes inferiores constituido por algas, protozoos
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34 algunos hongos el conocimiento de sus DNA polimerasas ha sido
controvertido y muy limitado. Un factor importante en esta situacién
ha sido la gran dificultad que ha existido para purificar a
homogeneidad dichas enzimas, debido a factores de diversa 1ndole,
tales como dificultad para obtener grandes cantidades de material
biclégico, problemas para controlar la accién proteolitica vy
probablemente factores intrinsicos derivados de las mismas DNA

polimerasas.

5.1. DNA polimerasas tipo a y tipo & de euncariotes inferiores

DNA polimerasas sensibles a afidicolina han sido aisladas de
Tetrahymena pyriformis (Sakai y Watanabe, 1982), Plasmodium
falciparum (Abu-Elheiga y col., 1990; Chavalitshewinkoon y col.,
1993) Plasmodium berghei (De Vries y col., 1991) y Physarum
polycephalum (Weber y col., 1988). Asimismo, estudios mediante
inmunoprecipitacién con anticuerpos monoclonales contra la DNA
polimerasa a de humanos, mostraron gque la constitucidén molecular de
la DNA polimerasa a de P.falciparum era muy similar a las de sus
homélogas de mamiferos (Choi y Mikkelsen, 1991). Recientemente tanto
los genes que codifican para la DNA polimerasa a de Trypanosoma
brucei (Leegwater y col., 1991) como los genes de las DNA polimerasas
a y & de P.falciparum fueron clonados (White y col., 1993; Ridley ¥y
col., 1991). Todos estos antecedentes muestran claramente que las DNA
polimerasas a y & estdn presentes en eucariotes inferiores y que sus
propiedades bioguimicas serian similares a las de sus congéneres

descritas en vertebrados.
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5_2_ Probables DNA polimerasas tipo B de eucariotes inferiores
DNA polimerasas tipo 8 aisladas de un amplio intervalo de
eucariotes inferiores han sido informada en la literatura (Holmes v
col., 1984; Stauder y col., 1983; Nolan y Rivera, 1991; Torri Yy
Englund, 1992; Furukawa y col., 1979; Schiebel y Raffael, 19B0; Baril
y col., 1980; Shimizu y col., 1993; Ganz y Pearlman, 1980; Sakal y
Watanabe, 19B82a; Sakai y watanabe, 1982b; Holler y col., 1987). No
solamente varias de estas enzimas poseen masas moleculares mnuy
superiores a las descritas en vertebrados (Tabla 2), sino que
incluso, varias de ellas no son resistentes a N-etilmaleimida
(Shimizu y col., 1993; Ganz Y Pearlman, 1980; Sakai y Watanabe,
1982a), en contraposicién con las caracteristicas clédsicas descritas
para las DNA polimerasas B de vertebrados (Tabla I). Es probable que
alguno de estos casos puedan ser explicados por el bajo grado de
purificacién de dichas enzimas. Sin embargo, existen dos casos en los
cuales , enzimas purificadas a homogeneidad fueron también sensibles
a ese inhibidor, tal es el caso de una enzima purificada de
Tetrahymena thermophila (Ganz y Pearlman, 1980) vla de Saccharomices
cerevisiae ( Shimizu y col., 1993). Estos antecedentes sugieren
fuertemente la posibilidad que efectivamente existan DNA polimerasas
tipo B parcialmente sensibles a NEM, como es el caso de una enzima
purificada del tripanosomatideo Crithidia fasciculata (Torri Yy
Englund ,1992), ¢ totalmente sensibles a dicho inhibidor, como
corresponderia a las enzimas purificadas de levadura (Shimizu y col.,
1993) v a la enzima de T.thermophila ( Ganz y Pearlman, 1980). En

este aspecto es pertinente sefialar la controversia existente con
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respecto a dos DNA polimerasas de Tetrahymena pyriformis. Como se
observa en la Tabla II, existen dos enzimas tipo B con similar masa
molecular, una resistente (Furukawa y col., 1979) y otra sensible a
NEM ( Sakai y Watanabe, 1982a). De acuerdo a estos ultimos autores es
probable qgue en Tetrahymena no existan DNA polimerasas resistentes
a NEM y que los resultados obtenidos por Furukawa y col. (1979), se
deban a una interpretacién errada de sus datos experimentales (Sakai
Y Watanabe, 1982b).

Otro ejemplo de contradicciones entre propiedades de DNA
polimerasas B de vertebrados Y posibles DNA polimerasas tipc B dge
eucariotes inferiores, es el caso de una enzima aislada de Leishmania
mexicana (Nolan y Rivera, 1991). Aungue dicha enzima fue resistente
a NEM vy poéee una masa molecular cercana a las descritas en
vertebrados (Tabla II), tal enzima fue sensible a BuPdGTP (5,4 nM de
BuPdGTP inhibié en un 50%), el clasico inhibidor de las DNA
polimerasas a de mamiferos (Khan y col., 1984; Wang, 1991).

Una idea interesante de estudiar es la posibilidad que
efectivamente en eucariotes inferiores existan dos clases de DNA
polimerasas tipo B: enzimas de baja masa molecular, como serian las
procedentes de Crithidia fasciculata (Holmes y col., 1984; Torri y
Englund, 1992), L. mexicana (Nolan Y Rivera, 1991), y enzimas de alta
masa molecular tales como las procedentes de T.pyriformis (Furukawa
Yy col., 1979), Physarum polycephalum (Schiebel Y Raffael, 1980;
Holler y col., 1987), Dictyostelium discoideum (Baril y col., 1980),
Tetrahymena thermophila (Ganz vy Pearlman, 1980) vy Saccharomyces

cerevisiae (Shimizu vy col., 1993). En este punto es interesante
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seflalar que la DNA polimerasa B de Drosophila melanogaster es una
enzima cuyo polipéptido catalitico es de 110 kDa (Sakaguchi y Boyd,
1985). Por lo tanto no seria extrafio que en algunas especies de
eucariotes inferiores existieran DNA polimerasas tipo B de alta masa
molecular. Coherente con esta idea son los resultados obtenidos del
estudio de una probable DNA polimerasa tipo B procedente del hongo
P.polycephalum (Holler y col., 1987). De este organismo se rurificéd
cercano a homogeneidad una DNA polimerasa de 200 kDa compuesta por
una subunidad catalitica de 135 kDa Y una subunidad, de funcién
desconocida, de 60 kDa. Estos antecedentes sugieren fuertemente la
necesidad de descartar un efecto proteolitico sobre las enzimas
estudiadas, pues existe la posibilidad que algunas DNA polimerasas de
baja masa molecular descritas en la literatura puedan corresponder a
productos proteoliticos de enzimas de mayor tamafo.

Hasta el momento no se ha logrado clonar ningin gen gue
codifique para alguna DNA polimerasa tipo B de eucariotes
inferiores. Informacién relevante respecto a algunas de 1las
interrogantes anteriores, asi como interesante informacién sobre 1la
evelucién de estas enzimas, podrian ser reveladas con el conocimiento

de sus genes.

5.3. DNA polimerasas tipo. Y Y DNA polimerasas mitocondriales de
eucariotes inferiores.

Existen antecedentes de DNA~polimerasas.tipo ¥ procedentes de
algunos protozoos como T. thermophila (Ostergaard Yy col., 1987) vy

Plasmodium falciparum (Chavalitshewinkoon Y col., 1993). S6lo en uno
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de estos casos, a partir de preparaciones mitocondriales, se logré
purificar cercano a homogeneidad esta enzima Y se obtuvieron
anticuerpos monoclonales contra ella (Ostergaard y col., 1987). La
enzima presentd una masa molecular nativa de 100 kDa compuesta
probablemente por dos subunidades de 47 kba. En base a 1la
localizacién mitocondrial de esta enzima los autores plantearon due
esta enzima seria del tipo y. 8Sin embargo, de acuerdec a los
estudios recientemente realizados en el protozoo C.fasciculata, donde
Se postula gque una DNA polimerasa tipo B de 43-47 kDa tendria un
papel importante en el metabolismo del DNA mitocondrial (Torri b4
Englund, 1992; Torri vy col., 1994), es posible gue en ciertos
eucariotes inferiores no necesariamente una enzima mitocondrial

deberia corresponder a una DNA polimerasa tipo y.

5.4 DNA polimerasas de alta masa molecular insensibles a
afidicolina.

Un pequefic grupo de enzimas de alta masa molecular e insensibles
a afidicolina ha sido descrito en algunos protozoos (Holmes Y col.,
1984; Makioka y col., 1993; Nolan y col., 1992). Sus masas
moleculares nativas oscilan desde 300 kDa, correspondiente al
tripanosomatideo C.fasciculata (Holmes y col., 1984), hasta 130-150
kDa, correspondiente a los protozoos Toxoplasma gondii (Makioka y
col., 1993) y el tripanosomatideo I. mexicana (Nolan y col., 1992).
Las tres enzimas fueron sensibles a NEM y una de ellas utiliza
eficientemente el sustrato poli(A)-0ligo(dT) (Holmes Yy col., 1984).

Es probable que esta tltima enzima, purificada de cC. fasciculata,
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pudiera ser una DNA polimerasa tipo ¥ . Sin embargo se requieren, mas
antecedentes para probar dicha hipdtesis. Por otro lado, de acuerdo
a los autores, la enzima de Leishmania (Nolan y col., 1992) podria
corresponder a una DNA polimerasa tipo a, empero las evidencias
aportadas no son concordantes con dicha clasificacién. Similar
situacién se podria adjudicar a la enzima aislada de T.gondii

(Makioka, 1993).

5.5. DNA polimerasas de alta masa molecular no clasificables dentro
de las categorias descritas para enzimas de vertebrados.

Un grupo importante de DNA polimerasas de alta masa molecular,
ha sido aisladas de un amplio espectro de eucariotes inferiores (Mc
Lennan y Keir, 1975; Tait Y Cummings, 1975; Ross Y Harris, 1978; Dube
Y col., 1979; Furukawa y col., 1979; Marcus y col., 1980; Sakay vy
Watanabe, 1982; Aoshima Y col., 1984). La mayor parte de esta
informacién proviene de estudios antiguos, de enzimas poco
purificadas y caracterizadas. Es probable que algunas de ellas puedan
corresponder a DNA polimerasas tipo a, & 6 y. Sin embargo como en
estos casos no se estudidé el efecto de afidicolina ni BuPdGTP, no se
bPuede saber con certeza a cual de estos tipos de enzimas rodrian

corresponder.

5.6 DNA polimerasas de Trypanosoma cruzi.
En estudios iniciales realizados en nuestro laboratorio en
T.cruzi, se aislé una tinica DNA polimerasa de masa molecular nativa

aparente de 180 kDa y caracteristicasg complejas que no permitieron

¥
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clasificarla entre ninguno de los diferentes tipos de DNA polimerasa
descritas en vertebrados {Solari vy col.,1983). Posteriormente, se
aislaron dos fracciones enzimaticas las cnales fueron denominadas DNA
polimerasa fraccién I y II (Rojas Y col., 1992). Ambas fracciones
fueron diferenciadas en base a distintas propiedades bioguimicas,
sugiriendo que dichas enzimas correspondian a distintas entidades
moleculares. Sin embargo, ninguna de ellas pudo ser asignada a los
¢ldsicos tipos a, B, ¥y, & y €, descritos en DNA prolimerasas de

eucariotes superiores.

6. Hipotesis

En eucariotes superiores se han descrito cinco tipos de DNA
polimerasas las cuales han sido denominadas, DNA polimerasas a, B, v,
& ¥ €. El estudio de estas enzimas sugiere fuertemente que estarian
presentes en todos los organismos eucariéticos. Por lo tanto, es muy
probable que muchas de las DNA polimerasas atipicas & diferentes
aisladas de eucariotes inferiores sean producto de la insuficiente
purificacion y caracterizacién de ellas. En consideracion de estos
antecedentes se plantea la siguiente hip6tesis;

En el protozoo pardsito Trypanosoma cruzi existen DNA

polimerasas cuyas propiedades bioguimicas y estructurales son
homélogas a las descritas en vertebrados.

7. Objetivos

Objetivo general: Estudiar el grado de similitud bioguimica y
estructural existente entre una DNA polimerasa de T.cruzi ¥ sus

homélogas de vertebrados. Como objetivos especificos se pPretende
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purificar a homogeneidad una DNA polimerasa de T.cruzi,
caracterizarla bioguimicamente mediante: la identificacién de su
subunidad catalitica, el efecto de distintos inhibidores ¥y 1la
utilizacién de matrices sintéticas. Una vez realizado dichos
Objetivos se procederd a determinar la estructura primaria mediante
la microsecuenciacién de péptidos de ésta enzima a fin de obtener
informacidén para la sintesis de oligonucledétidos degenerados gue
permitan el clonamiento del gen de dicha enzima. La secuencia
aminoacidica deducida del gen de la DNA polimerasa de T.cruzi
permitird determinar el grado de similitud con sus homélogas de
vertebrados. Asimismo se estudiariad 1la organizacién del gen y su

expresién en diferentes formas celulares del pardsito.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos: acrilamida, N,N'-metilenbisacrilamida, TEMED, SDS,
fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de Escherichia coli, 4-
vinilpiridina, afidicolina, ddTTP, berenil, DNAsa I, poli(dcC),
anticuerpo anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina, suspensién 10%
de Staphilococcus aureus, polietilenglicol (peso molecular 6.000 -
8.000), doble hebra DNA-celulosa, X-gal, IPTG, RNAsa, aceite mineral
fueron comprados a Sigma Chemical Co. DEAE-celulosa (DE-52),
fosfocelulosa (P11l) v filtros GF/A fueron comprados a Whatman. Los
homopolimeros sintéticos de DNA y RNA, la DNA polimerasa T7, el
dextransulfato fueron obtenidos de Pharmacia. Digoxidgenina-11-dUTP,
el anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina, DNA
ligasa T4 fueron comprados a Boehringer-Mannheim Biochemicals. Los
desoxinucledtidos tritiados fueron comprados a New England Nuclear
Corp. Los filtros de nitrocelulosa y el sistema de electroforesis en
minigeles Mini-Protean II fueron comprados a Bio~Rad Laboratories. El
DNA de timo de ternera fue cobtenido de Worthington Biochemicals Corp.
La tinta china fue obtenida de Pelikan Industries. El reactivo
Butilfenil-dGTP fue donado amablemente por G. Wright (Worcester,
Massachusets). Tag DNA polimerasa y termociclador Perkin Elmer.
Agarosa fue obtenida de Beckman, Geneline Agarose. Filtros de nylon
"Hybond", [a~nP]dCTP vy sistema de marcacidén radiocactiva "Rediprime"
fueron de Amersham. DNA polimerasa T7, Sephadex G-50, Dextransulfato
de Pharmacia. Sistema de secuenciacidén automatica (ABI). Plasmidos

pT7Blue(R), pUC-19 fueron de Novagen. Placas fotograficas Kodak,
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XOMAT-S, XOMAT-AR. Las enzimas de restriccién provinieron de diversas
fuentes (Pharmacia, Novagen, Amersham y New England Biolabs).
Partidores biotinilados JS1B y J52B, ¢ sin biotinilar, JS1 y JS2 v
método de secuenciacidn automdtica, desorrollados por Lagerkvist vy
col., 1994. Plasmido pUC-19 (Yanisch-Perron y col., 1985), partidores
universales del fago AgT1ll de 24 nucleétidos, "reverse" y "forward",
nimeros 1218 y 1222 fueron de New England Biolabs. Genoteca de DNA
gentmico de T.cruzi (cepa Miranda) construida en AgT1ll donada por R.

Marcina (Ibafiez b4 col., 19887) .

Ensayo de DNA polimerasa

Se utilizaron los tres ensayos siguientes:
a) Ensayo con DNA activado. En un volumen final de 50 1l el ensayo
contenia 50 mM Tris-HCI1 pH 8,0; 10 mM ditiotreitol, 10 mM Mg (CH;C00),,
100 pg/ml BSA, 12 n [3H]TTP (74 cpm/pmol), 530 ng/ml de DNA activado
de timo de ternera, 20 pM de cada desoxinuclessido 5°-trifosfato
dATP, dCTP y dGTP. Después de incubar por 30 min a 37 °C, la reaccién
se detenia agregando 2 ml de 10% Acido tricloroacético frio, se
incubaba durante 20 min a 0-4 °C y el material radioactivo &cido-
insoluble se colectaba sobre filtros de fibra de vidrio GF/A. Luego,
los discos eran lavados seis veces con 2 % de &cido tricloroacético,
secados v depositados en una solucién de liquido de centelleo
conteniendo 4 g/1 PPO y 100 mg/1 POPOP en tolueno. La radicactividad
se cuantificd en un contador de centelleo apropiado.
b) Ensayo con polidesoxinucleétidos sintéticos. En este ensayo el

sustrato utilizado fue un templado-partidor compuesto de wun
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homopolimero de desoxinucleétido (poli(dN)) hibridado <con un
oligodesoxinucledtido complementario (oligo(dN)). La concentracidn de
este hibrido poli{dN):oligo(dN) fué 0,2:0,08 Aqw/ml en cada ensayo.
AdemAs del respectivo ﬁHJdNTP usado a una concentracién de 12 puM (40-
60 cpm/pmol). Todos los demés componentes del ensayo fueron idénticos
a2 los descritos en el ensayo anterior.
c) Ensayo con &cido poliriboadenilico, poli(A). En un volumen final
de 50 nl el ensayo contenia 50 mM tris-HC1 pH 8,9; 10 mM MnClz; 0,1
M KC1, 300 pg/ml BSA, 0,4:0,2 Ay, poli(A):oligo(dT)u_w 50 pM [3H]dTTP
(60cpm/pmol). El ensayo se incubaba 1 h a 28 ¢ y se continuaba como
fué descrito anteriormente.

Una unidad de actividad DNA polimeridsica se definié como 1la
cantidad de enzima gue cataliza la incorporacidén de 1 nmol de los
cuatro dNTP en un material &cido~insoluble en 1 h a 37 6 28 °C cuando
se utilizaba como sustrato DNA activado 6 un homopeolimero sintético,
respectivamente.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
(SDS-PAGE). La electroforesis se realizé de acuerdo al sistema
discontinuo descrito por Laemmli (1970), adaptado para el sistema de
minigeles {(7x8x0,05 cm) Bio-Rad mini-Protean II. El1l gel separador
contenia 7,5% acrilamida; 0,15% bis-acrilamida; 0,28 M Tris-HCl1l pH
8,8; 0,075% SDS; 0,3 my/ml persulfato de amonio v 0,2% (v/v) TEMED.
El gel concentrador era de 1 cm de alto y contenia 3% acrilamida;
0,16% bis-~acrilamida; 0,125 M Tris-HC1l pH 6,8; 0,10% SDS; 0,4 mg/ml
persulfato de amonio y 0,25% (v/v) TEMED. Cada muestra (5-10 pl) se

disolvia en un volumen del tampén de muestra el cual contenia 2,9%
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SDS; 2,5% 2-mercaptoetanol, 10% (v/v) glicerol y 0,08 mg/ml azul de
bromofenol. Posteriormente las muestras se sometian a electroforesis
a voltage constante de 100V hasta que el azul de bromofenol alcanzara
el limite inferior del gel separador (1-1,5 h).

Deteccién de actividad DNA polimerdasica en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS. Esta técnica, desarrollada en el
curso de esta tesis, estd basada en el sistema de "geles de
actividad” descrito por Karawya y col. (1983) utilizando
desoxinucledétidos no-radioactivos como sustrato marcado (Venegas y
Solari, 1994). Cada muestra de DNA polimerasa (5 nl) se mezclaba con
10-20 ng de suero fetal de bovino (2 nl) antes de agregar 5 nl de
tampdén de muestra descrito anteriormente. Luego, las muestras eran
sometidas a electroforesis en un gel separador de poliacrilamida,
descrito anteriormente, el cual contenia 21 ng/ml de DNA activado.
Posteriormente, el gel se lavaba dos veces en 50 ml de 50 mM Tris-HC1
pH 7,5; por 15 min a temperatura ambiente y con agitacidén constante.
Luego, cada gel se incubaba por 3 h en 40 ml de solucidén renaturadora
(50 mM Tris-HCl pH 8,0; 10 mM 2-mercaptoetanol, 10 mM Mg(CH,C00),, 400
ng/ml BSA; 0,4 mM EDTA y 16% (v/v) glicercl), bajo las mismas
condiciones descritas anteriormente. Despues de la renaturacidén de
las enzimas, cada gel se lavaba tres veces con 50 ml de 50 mM Tris-
HCl1 pH 8,0 v se incubaba por 20 h a 37 ¢ sin agitacidn en 25 ml del
tampén de reaccién gue contenia 50 mM Tris-HC1 pH 8,0; 10 mM DTT, 10
mM Mg(CHfKKUZ, 400 pg/ml BSA; 0,4 mM EDTA, 16% (v/v) glicerol, 10-44
nM Dig-duTP, 10 uM de cada desoxinucleétido dATP, dCTP y dGTP.

Para detectar las bandas con actividad DNA polimerdsica cada gel
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se lavaba tres veces con tampén TN gue contenia 0,1 M Tris-HCl pH
7,5; v 0,15 M NaCl vy luego se bloqueaba incubando 1 h con 4% de leche
descremada en tampén TN, a temperatura ambiente y con agitacién
constante. Luego, los geles eran lavados tres veces con tampén IN y
se incubaban 10-15 h con tampé4n TN conteniendo 0,75 U/ml de anti-
digoxigenina conjugada a fosfatasa alcalina (<Dig>AP). A continuacidn
los geles se lavaban tres veces con tampén AP compuesto por 0,1 M
Tris-HC1l pH 9,5; 5 mM MgCl, v 0,1 M NaCl, por 20 min cada lavado, a
temperatura ambiente y con agitacién constante. Para desarrollar la
reacciédn colorimétrica llevada a cabo por la fosfatasa alcalina, cada
gel se incubé en tampdn AP conteniendo 100 pg/ml NBT y 60 ng/ml BCIP.
La visualizacién de las bandas con actividad DNA polimerdsica ocurria
despues de 2-4 dias de incubaciéh a temperatura ambiente ¥ en
oscuridad sin agitacidén. La reaccidn se detenia lavando los geles con
un tampén compuesto por 10 mM Tris-HC1l pH 8,0 y 1 mM EDTA, los que
posteriormente eran secados entre dos laminas de celofdn vy
fotografiados.

Activacién del DNA. Se llevé a cabo mediante incubacién con
DNasa I de acuerdo al tratamiento descrito en 1la literatura
{Schlabach v col., 1971).

Pardsitos. a) Formas proliferativas epimastigotas de T.cruzi
(clon Dm-28). Estas formas celulares se cultivaron en un medio LIT
(Chiari y Camargo, 1984) a 28 % con agitacién constante hasta fase
exponencial (alrededor de 50x 108 pardsitos/ml). Las células fueron
colectadas por centrifugacién a 5000xg por 10 min, lavadas dos veces

con PBS conteniendo 50 mM fosfato de sodio pH 7,2 y 30 mM NaCl. Los
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pardsitos fueron almacenados a -80 °C hasta que fueron utilizados para
purificar las DNA polimerasas de T.cruzi.

b) Formas metaciclicas. Se obtuvieron por diferenciacién inducida,
mediante el sistema descrito por Contreras (1985), 6 por purificacidn
de metaciclicos espontdneos mediante columnas de DEAE-celulosa ( De
Souza, 1983).

¢) Formas tripomastigotas de cultivo celular. Se obtuvieron
infectando monocapas de células Vero (linea celular de epitelio de
rifién) las cuales eran cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado con
10% de  SBF. Para iniciar 1las infecciones se utilizaban
tripomastigotes sanguineos procedentes de ratén.

Purificacion de una DNA polimerasa a de ZXenopus laevis. Se
purificd parcialmente una DNA polimerasa a desde ovarios (26 g) de
dos ranas esencialmente como fue descrito por Nelson y col., (1983),
pero con algunas modificaciones, tales como la elusién en una etapa
de la primera columna DEAE-celulosa y la incorporacion de una etapa
adicional utilizando una columna de DNA-celulosa.

Producciftn de anticuerpos. Los antisueros en contra de tres DNA
polimerasas de T.cruzi se obtuvieron inoculando conejos con tres
preparaciones parcialmente purificadas correspondientes a las
fracciones A, B y C de DNA polimerasas, ¥y contra una fraccidn
altamente purificada correspondiente a la fraccidén A. Todas las
inoculaciones fueron hechas por via intramuscular. La primera
inveccidén se realizd con adyuvante de Freund completo ¥y luego de un
mes se realizarén dos sucesivas inoculaciones, cada un mes, s8in

adyuvante. Las cantidades de proteinas utilizadas en cada inoculacién
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fueron: para la fraccién A altamente purificada, primera inoculacién
10 ng v en las tres siguientes, inoculaciones de 5 ng cada una.
Fraccion A parcialmente purificada, se realizaron tres inoculaciones
cada una con 100 pg de proteina. Fraccidén B, tres inoculaciones, cada
una con 55 pg de proteina. Finalmente para la Fraccién C, las dos
primeras con 23 ug cada una y la tultima con 12 ng. Dos semanas
despues de la tltima inoculacién los conejos fueron sangrados para
obtener el suero, el cual se alicuoté y se congeld a -B0°C.

Analisis mediante "Western-blot". Se realizé de acuerdo a la
técnica descrita en la literatura (Towbin y col., 1978; Harlow Yy
Lane, 1988), adaptada para el sistema de mini geles descrito
anteriormente y utilizando el sistema de transferencia semi-seco
Sartoblot II-S de Sartorius. La transferencia se realizé a filtros de
nitrocelulosa utilizando diluciones de los antisueros indicadas en
cada figura y un segundo anticuerpo anticonejo conjugado a fosfatasa
alcalina (1:2000).

Cuantificacion de proteinas. La concentracié4n de proteinas fué
determinada utilizando el método descrito por Bradford (1976).

Sedimentaciémn en gradientes de glicerol. Los gradientes de
glicerol (4 ml) se realizaron en un tampén que contenia 50 mM Tris-
HC1 pH 8,0; 2 mM 2-mercaptoetanol; 0,1 mM  EDTA, 0,5%
polietilenglicel; 0,1 mM TLCK, 1 ng/ml leupeptina, 10 mM NaHS0,; 0,2
nM pepstatina, 1 mM PMSF y 0,2 M KCl. Se cargaron muestras de DNA
polimerasa de 100-200 nl en 4 ml de gradientes de 10-30% y 20-40% de
glicerol, los gue fueron centrifugados a 45.000 rpm durante 20 h y 16

h respectivamente, en un rotor Sorvall AH-650 a 0-4 °C. Al término de
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la centrifugacién se introdujo un capilar hasta el fondo del tubo
mediante el cual se colectaron diversas fracciones utilizando una
bomba peristdltica. Alicuotas de 5 nl de cada fraccién se utilizaron
para detectar actividad DNA polimerasica de acuerdo a las condiciones
descritas en cada figura.

Con el ogbjetivo de estimar la masa molecular de las DNA
polimerasas de T. cruzi se realizaron gradientes en paralelo con las
siguientes proteinas: citocromo ¢ de corazén de bovino (12,4 kDa),
albumina de huevo (45 kDa), fosfatasa alcalina de mucosa intestinal
de bovino (116 kDa) y , alcohol deshidrogenasa de levadura (150 kDa).

Tratamiento del Staphylococcus aureus para ser utilizado en
inmunoprecipitacién (proteina A insoluble). Este tratamiento se
realizd de acuerdo a los descrito por Goding y Handman (1984}).
Brevemente, un volumen de S.aureus (suspensidn al 10%) se centrifuga
a 5000xg durante 20 min. El sedimento se disuelve en un volumen de
solucién NET-0,5 compuesta por 0,15 M NaCl, 10 mM EDTA v 50 mM Tris-
HC1 pH 7,4 suplementada con 0,5% NP-40. La suspension resultante se
dejaba incubar durante 15 min a temperatura ambiente con agitacidn
ocasional. Luego se centrifugaba por 15 min a 5000xg y el sedimento
se resuspendia en solucidén NET suplementada con 0,05 % de NP-40 y
img/ml BSA. Este fGltimo procedimiento se repetia una vez mas y la
suspensién de S.aureus asi tratada se guardaba a 0-4 C antes de ser

usada en el mismo dia.

Inmunoprecipitacién de actividad DNA polimerasica. El suero

utilizado en estos experimentos fue concentrado con (NH4hSO4a 50% de




saturacién de acuerdo a métodos descritos (Harlow y Lane, 1988). La
concentracién final de cada suero concentrado fue aproximadamente de
50 ng/nl. Cada ensayo de inmunoprecipitacién se realizaba a 0-4°C, de
la siguiente forma: 5 pl de muestra de DNA polimerasa , se mezclaba
con 5 pl de antisuero concentrado vy 5 pl de PBS. La solucién se
mezclaba y se incubaba por 2 h. A continuacidn, se agregaba 5 pl de
proteina A insoluble (suspensién de S.aureus al 20%), y se dejaba
incubar 1 h. Posteriormente se centrifugaba durante 10 min a
10.000xg, se recuperaba el sobrenadante y alicuotas de 5 pl se
ensayvaban para detectar actividad DNA polimerdsica remanente en esta

fase.

Tampones utilizados en la purificacién de DNA polimerasas de
T.cruzi.

Tampén A: 50 mM Tris-HC1l pH 8,0; 2mM Z-mercaptoetanol; 0,1 mM
EDTA; 0,5% polietilenglicol; 0,1 mM TLCK, 1 ng/ml leupeptina, 10 mM
NaHS0;; 0,2 pM pepstatina, 1 mM PMSF, 10% glicercl y 50 mM KC1)

Tamp6n B: La misma composicidn que el tampén A pero conteniendo
una concentracién de glicerol al 20%.

Tampén C: La misma composicién gue el tampédn A pero conteniendo

una concentracién de glicerol al 30%

Aislamiento de tres fracciones con actividad DNA polimerasica,
denominadas fraccién A, B vy C.
Todos los procedimientos fueron realizados a 0-4 %C (ver Fig.6).

46 g de epimastigotes fueron resuspendidos en 100 ml del tampdén de
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lisis anteriormente descrito (Materiales y Métodos) y homogenizados
con Potter mediante procedimiemto manual. El extracto total se
centrifugé a 10.000xg y el sobrenadante (Fracci6én Sp;, 110 ml) se
cargd en una columna de fosfocelulosa (18x4,2 cm) eguilibrada en
tampén A. La columna se lavé con 4 volumenes del mismo tampén
anterior y se eluyd® en dos etapas. En la primera etapa se eluyé con
3 volumenes de tampdén A conteniendo 100 mM KCl, y en la segunda etapa
se eluyd con tampén A conteniendo 600 mM KCl. Se colectaron
fracciones de 15 ml y se ensavaron alicuotas de 5 nl. Toda 1la
actividad DNA polimerédsica se colecté en el eluido con 600 mM de KC1.
Las fracciones con actividad enzimdtica se juntaron (300 ml) y cada
100 ml se pasaron por una columna de G-25 (3,2 x 26 cm) equilibrada
en tampdén A. Las fracciones con actividad DNA polimerdsica con fuerza
iénica similar al tampdén A se juntaron (350 ml, Fraccién I-P1ll) y se
cargaron en una columna de DEAE-celulosa (10 x 3,6 cm) equilibrada en
tampén A. En esta etapa de purificacién la actividad DNA polimerdasica
se dividié en una fraccidén no-retenida (a) y retenida (b) por esta
columna {(ver Fig.é6).

a) La fraccién no retenida (DEAE-NR, 320 ml) se cargd en una columna
de DNA-celulosa (6,5 X 2 cm) equilibrada en tamp6n B. La columna se
lavd con 10 volumenes del mismo tampdén anterior y se eluydé en una
sola etapa con tampén B conteniendo 600 mM de KCl. Se colectaron
fracciones de 10 ml y se ensayaron alicuotas 5 pnl. Las fracciones con
actividad DNA polimerdsica se juntaron (11,5 ml, Fraccién DNA-cel.)
y se dializaron de un dia para otro en 200 volumenes de tampén C. La

solucién dializada se cargd en una segunda columna de fosfocelulosa
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(5,2 x 1,6 cn) equilibrada en el mismo tampén anterior. La columna se
javé con 10 volumenes del tampén anterior y se eluyd con gradiente de
50-600 mM KCl en tampdén C. En esta etapa, nuevamente, la actividad
DNA polimerdsica se dividié en dos fracciones: una fraccidn
mayoritaria que eiuye a aproximadamente i50 mM KCl (Fraccién RA) y
otra fraccién minoritaria gque eiuye a aproximadamente 270 mM KC1
(Fraccién B, Fig.7). Dichas fracciones se dializaron por separado en
200 volumenes de tampén A suplementado con 50% glicercl y se
dividieron en peguefias aifcuotas las que fueron aimacenadas a -20 °C
durante varios meses sin perdida aparente de actividad.
b) Fraccién retenida por la columna de DEAE-ceiuiosa (DEAE-R):

Purificacién de la DNA polimerasa fracciém C.

La columna de DEAE-ceiuiosa se 1avé con 5 volumenes de tampén A.
Luego, la fraccién retenida en dicha columna (DEAE-R, Fig.6) fué
eiuida en una etapa con tampén A conteniendo 400 mM Kcl. Las
fracciones con actividad DNA polimerdsica se juntaron (Fraccidn DEAE-
R, 16 mi) y se dializaron de un dia para otro en 200 volumenes de
tampén B. La fraccién dializada se cargd en una columna de heparina-
agarosa (5,2 x 1,6 cm) equilibrada en el mismo tampén anterior. La
columna se iavé con i0 volumenes del tampén seflalado y se eluyé con
10 voiumenes de un gradiente de 50-600 mM KCi en tampén B. Las
fracciones con actividad DNA polimerdsica se juntaron en una solucién
(Fraccién HEP-ag., 12 ml) 1ia que fue dializada en 200 volumenes de
tampén B. La fraccién dializada se cargd en una segunda columna de
fosfoceiuiosa (Fig. 6) equilibrada en el tampén anterior, la que fue

javada con 10 volumenes de dicho tampdn. La actividad DNA




48
polimerdsica unida a la columna se eluyd con 10 volumenes de um
gradiente de 50-600 mM KC1l en tampén B. Toda la actividad enzimética
eluy6 en un sélo pico de actividad a aproximadamente 150 mM KCi (Fig.
7). Las fracciones correspondientes al pico de actividad se juntaron
(Fraccién II-P1i-C, 20 ml), se diaiizaron en 200 volumenes de tampén
A conteniendo 50% glicerol, se alicuotaron vy se almacenaron a -20 °C.

Las muestras asi conservadas fueron estabies durante varios meses.
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Purificacién cercana a homogeneidad de una DNA polimerasa tipo
B de T.cruzi.

Todos los procedimientos se realizaron a 0-4 °%C. Epimastigotes
(20g) se disolvieron en 60 ml de tampén de 1iisis descrito
anteriormente. Las células se homogenizaron en un sistema "Potter?
manualmente y el extracto total resultante, se centrifugd i5 min a
10.000 x g. E1 sobrenadante (Fraccién I, 60 mi) se cargdé en una
columna de fosfocelulosa (3,5 x i4 cm) equilibrada en tampén A. La
columna fué lavada con tres volumenes de tampén A conteniendo 0,1 M
KC1l, y eluida con el mismo tampén anterior conteniendo 0,2 M KCci. La
actividad DNA polimerdsica eiuida de ia columna anterior (320 ml) fue
precipitada con (NH;};804 de la siguiente manera: (NH,);804 sélido se
agregé lentamente a la solucién elufda hasta alcanzar un 80% de
saturacién. La mezcla resultante se centrifugéd 20 min a 10.000 x g,
el sedimento se resuspendid en 60 mi de tampén A, esta solucidn se
centrifugd nuevamente en las mismas condiciones anteriores vy el
sobrenadante se cargé en una columna de G-25 (3,2 x 26 cm)
equilibrada en tampén A. Las fracciones eluidas de esta coiumna se
ensayaron para detectar actividad DNA polimerédsica y se midié su
conductividad. Las fracciones activas con conductividad equivalente
al tampén A de equilibrio, se juntaron en una misma solucién
(Fraccién II, 70 ml) que se cargd en una coiumna de DEAE-ceiniosa
(2,5 x 8 cm) equiiibrada con tampén B. Las fracciones con actividad
DNA polimerdsica que no se unieron a dicha columna, se juntaron en
una misma solucidn (Fraccién III, 66 mi) ia que se cargd en una

columna de DNA(doble hebraj~ceiulosa (1,5 x 6 cm) equiiibrada en
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tampén B. La columna se lavd con 20 volumenes del mismo tampén
indicado anteriormente y se eluyé con 10 volumenes de un gradiente de
50-600 mM KC1 en tampén B. Las fracciones con actividad DNA
polimerdsica eluyeron en un sélo pico de actividad a airededor de
0,15 M KCl. Estas fracciones se juntaron (Fraccién IV, 12 ml) v se
dializaron en 40 voiumenes de tampén B. Luego, la solucién diaiizada
se cargd en una segunda columna de fosfocelulosa (0,35 x 5 cm)
equilibrada en tampén B. A continuacién, ia columna se lavé con 10
volumenes del mismo tampén de eguilibrio vy se eluyé con 10 volumenes
de un gradiente de 50-600 mM KCi en tampén B. La actividad DNA
polimerdsica eluyé en un solo pico a airededor de 200 mM KCi. Las
fracciones activas se juntaron en una misma soiucién y se dializaron
en 100 volumenes de tampén A supiementado con 50% giicerol y con
omisién del polietilenglicol. ©Las fracciones diaiizadas se
alicuotaron y se almacenaron a -20 °C durante varios meses sin pérdida

aparente de actividad.

Microsecuenciacién de péptidos de ia DNA polimerasa tipo B de P.cruzi

Muestras de DNA polimerasa tipo B de T.cruzi fueron
microsecuenciadas por el Dr. Ulf Heliman, Ludwig Institute for Cancer
Research, Uppsala Suecia. La técnica utilizada, desarroiiada por el
mismo autor , consiste en la separacién de la proteina a secuenciar
en geles de poliacrilamida y su posterior digestion #in situ®
mediante

proteblisis controlada (Heliman, y col., 1995).
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Ensayos de PCR.

a) Ensayo con oligonucieétidos degenerados: En un volumen total de 50
nl, se agregaba 0,5-2 nl de la muestra a apaiizar, 5 nl de tampén 10x
pCcR (0,5 M KCl, 100 mM Tris-HCl pH 8,3; 15 mM MgCl;, 0,1% gelatina,
5 mM dNTP), 2-5 pg/mi partidor i8s , 2-5 ng/ml partidor 27as, H;0
hasta  completar volumen. La solucién anterior se mezclaba, se
incubaba por 10 min a 98 %, se enfriaba rapidamente hasta 0-4 °c, se
agregaba 0,25 pnl de Tag DNA polimerasa, se mezclaba cuidadosamente,
se agregaba 50 pl de aceite mineral y se procedia a la amplificacion
en cadena (PCR) de acuerdo a las siguientes condiciones estandar 6
como se indica en cada Figura: 2 min de desnaturacién a 94 °C, 2 min
de hibridacién a 55 °C. y 3 min de elongacién a 72 °C durante 25-35
ciclos en un termo ciclador Perkin Eimer (Cetus Instruments). Una vez
terminada la amplificacién, las muestras se analizaban mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1-i,5 % tefiidos con bromuro de
etidio de acuerdo a condiciones descritas en la literatura (Sambrook,
b) Ensayo con partidores biotinilados para secuenciacién automatica.
Se utilizaron los partidores Jsi y JS2 descritos en 1la
jiteratura (Lagerevist y col., 1994} que hibridan con segmentos
aledafios al sitio de clonamiento del vector pT7 Blue(R) y serie de
vectores pUC. Cada uno de ellos se utilizaba a concentraciones
finales de 0,2 uM 6 5 ng/mi. Para secuenciacién automdtica en uno u
otro sentido, sélo uno de los partidores utilizados estaba
biotinilado (JSiB é Js2B) v ios producto de amplificacién por PCR se

secuenciaban mediante un sistema no-radioactivo fluorecente descrito
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en ia literatura (Lagerekvist y col., 1994). Las condiciones de
amplificacién utilizadas eran 1 min de desnaturacién a 94 %, 1 min
de hibridacién a 35 °¢. y 2 min de elongacién a 72 % durante 25
ciclos.
¢) Ensayo directo con muestras procedentes de colonias bacterianas
("colony-PCR"}.

Coionias individuaies transformadas con plésmidos pT7Blue(R)
fueron transferidas desde placas de agar a tubos Eppendorf que
contenian 100 nl de H;0. Las muestras se hervian por 5 min, se
enfriaban rapidamente en hielo, se centrifugaban 5 min a 10.000 x g
v se tomaba una alicuota de 1 nl del sobrenadante para ser analizada
por PCR de acuerdo a las condiciones descritas anteriormente ¥y
utiiizando ios partidores del pldsmido J51 y JS2 (Lagerekvist y col.,

1994) a una concentracién de 0,2 pM, 6 como se indica en cada figura.

purificacién de fragmentos de DNA

Se realizé mediante electroforesis en geles de agarosa de bajo
punto de fusién vy posterior purificacién de los fragmentos incluidos
en el gel a través de sucesivas extracciones con fenol cloroformo de
acuerdo a protocoios descritos en la iiteratura (Sambrook vy col.,
1989).
Ligamiento de fragmentos de DNA en vectores pT7 Biue(R) y PUC-19

En un voiumen final de 10 pl se agregaba i nl de tampén 10x de
iigamiento T4 (Promega), 50 ng de vector pT7 Blue(R) 6 pUC-19; 2,5
unidades de DNA iigasa T4 y 1-2 pi (50-100 ng) del fragmento de DNA

proveniente directamente de un ensayo de PCR 6 purificado mediante
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eiectroforesis en agarosa, COmoO se indicé anteriormente. Se agregaba
H;0 hasta completar 10 pl y se incubaba a i5 % durante 8-15 h.
Transformacién de bacterias competentes

se reaiizé de acuerdo a técnicas descritas en ia literatura
{sambrook y col., 1989). En breve, una alicuota de 200 nl conteniendo
aproximadamente 5410 bacterias competentes (cepa DHSa) se mezclaba
con 5ui de reaccién de ligamiento y se jncubaba 30 min a 0-4 °C. Luego
se calentaba 2 min a 42 °C, se dejaba en hieio por 5 min y a cada tubo
se agregaba 0,8 ml de medio LB, se mezciaba suavemente y se dejaban
i h a 37 °C. Posteriormente, 100 nl de cada muestra se sembraba sobre
placas Petri con agar LB sin glucosa conteniendo ampiciiina, 100
ng/ml X-gai vy 2 mM de IPTG. Las placas se incubaban toda ia noche a
37 %, hasta la aparicién de colonias las cuales eran selecionadas de
acuerdo a su fenotipo bianco é azul, en colonias recombinantes y no-

recombinantes, respectivamente.

Marcacién de fragmento de 550pb con tﬁPj para ser utilizado como
sonda

se realizé segin el método "rediprime” (Amersham) basado en la
técnica de partidores al azar descrita en ia literatura (Fienberg y
Vogelstein, 1983). Brevemente, 50 ng de fragmento PCR de 550 pb (0,5
pi) se diiuian en 45 nl de H;0, se hervia 10 min, se enfriaba
rapidamente en hielo y se jisolvia en 1la mezcla "rediprime"
conteniendo el fragmento Klenow de ia DNA polimerasa I de E.coli, los

componentes del tampén de reaccién vy los partidores al azar. A

continuacién se procedia a agregar 50 nci de [3%pjdeTP y se incubaba
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por 10 min a 37°C. A continuacién se separaba la sonda del medio de
reaccién mediante cromatografia en Sephadex G-50 de acuerdo a un
sistema en la cual 1la sonda se eluia mediante centrifugacién.
Mediante este sistema se obtenian sondas con actividad especifica de
hasta 1,0 x 10’ cpm/ug DNA. i

Bisqueda de clones portadores del gen de la DNA polimerasa tipo B de

7.cruzi en una genoteca genédmica construida en igtil

Se analizaron aproximadamente 1x 16° fagos de acuerdo a técnica
descritas (Sambrook, 1989) y utilizando como sonda el fragmento de
550 pb. En sintesis, una alicuota de 2pl que contenia airededor de 1-
2x104 fagos se disoivia en 98 pl de tampén SM y se mezclaba con 600
pi de un cultivo fresco de bacterias Y1090 crecidas en medio LB
suplementado con 35 pg/mi ampicilina. La mezcla de bacterias y fagos
se dejaba absorbiendo por 20 min a 37°C, se disolvia rapidamente en
7 mi de agar biando (medio LB conteniendo 0,7% agarosa; 0,4% maltosa
y 2,5 mM cacl;) a 45 °C y se esparcia en placas Petri (i4 cm)
conteniendo agar LB al i,5% previamente secadas durante 1 h a 37°%.
Una vez agregada la mezcia de fagos y bacterias, las placas se
dejaban secar 1 h a temperatura ambiente y se incubaban toda la noche
a 37%. Al otro dia se detectaban las placas de lisis provocada por
cada fago.

La deteccién de los fagos recombinantes se realizaba obteniendo
replicas en fiitros de nyion de cada placa. i DNA de los fagos
adosados a los filtros se desnaturaba con una solucién alcalina y se

fijaba irreversibliemente a esta matriz mediante irradiacién con luz
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uv. Luego los fiitros se incubaban 4-6 h a §5°C con una solucién de
Bioqueo (6% SSC, 5% Denhart, 25% formamida, 10% dextransulfato y 0,1%
Sps), se egregaba la sonda radioactiva ( i-3 x igh cpm/20 ml) y se
dejaba hibridizando durante 8-12 h a 65 %¢. Posteriormente, los
fiitros se lavaban repetidamente con 2X SSC conteniendo 0,5% SDS
durante -4 h a 65 °C hasta desaparicién completa de radioactividad
en el iavado. Finalmente ios filtros se guardaban dentro de una bolsa
piistica seilada y se dejaban durante varios dias exponiendo para
autoradiografia a -70° con una placa fotografica apropiada (Kodak
XomatS 6 XomatAR).

Las placas de lisis bacterianas originadas por ia accion de
fagos individuaies (unidad formadora de placa, UFP) gue hibridaron
con la sonda, se purificaron por sucesivas aplicaciones del protocolo
anterior utilizando diiuciones seriadas de cada UFP aislada desde la
placa de agar.

Purificacién de DNA de fagos recombinantes

Se realizé de acuerdo a protocolos descritos en la literatura
(sambrook y col., 1989) el cual, esencialmente consistié en 1o
siguiente: 10 ni de solucién SM conteniendo iol-10° fagos se mezcléd
con 200 pl de un cultivo fresco de bacterias Yi090, se dejé incubando
i5 min a 37°C y se agregé a 50 ml de medio NZY conteniendo i0 mM
MgsQ;. El cultivo de dejé incubando‘a 37% durante varias horas con
agitacién hasta su clarificaci6én producida por ia lisis masiva de
bacterias. Una vez ocurrido lo anterior, se agregaba 1 mi de

cioroformo a cada frasco, se dejaba incubando por otros 15 min y se
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centrifugaba durante 10 min a 10.000 x g a 0-4%. se recuperaba el
sobrenadante, .con los fagos suspendidos en &1, se agregaba RNAsa A ¥
DNAsa, hasta una concentracién final de i png/mi de cada una de ellas
y se incubaba durante 30 min a 37%. La precipitacién de Ilas
particuias virales se reaiizaba agregando un volumen de solucién TF
{ ix sM, 20% PEG, 2 M NaCl), incubandp i h a 0-4% y centrifugando 20
min a 10.000 x g a la misma temperatura anterior. El precipitado se
resuspendia en 0,5 ml de tampén SM, se centrifugaba 2 min en
centrifuga Eppendorf, y al sobrenadante se agregaba i0 nl de sSps al
10% y 10 pl de 0,5 M EDTA. La mezcla se incubaba 15 min a 68°C y se
agregaba un volumen de fenoi-cioroformo (i:1), se agitaba, se
centrifugaba y se recuperaba ia fase acuosa. A esta fase se agregaba
RNAsa hasta concentracién final de 50 ng/ml y se incubaba durante 30
min a 37°C. Nuevamente se realizaba una extraccién con fenol-
cioroformo, se recuperaba la fase acuosa, se agregaba un volumen de
isopropanol, se dejaba 20 min a -70°%C y se centrifugaba a 10.000 x g
durante i5 min a 0-4°C. Ei DNA de fago precipitado se javaba con 70%
etanol frio vy se secaba mediante centrifugaciémn al vacio.
Clonamiento de insertos recombinantes de fagos Agtii en vector puCc-19

Los insertos de los fagos Agtii fueron liberados mediante
digestion con la enzima de restriccidén EcoRI. Luego, dichos insertos
fueron purificados mediante electroforesis en agarosa de bajo punto
de fusidn. Los insertos puros se iigaron al vector pUC-19, con el
producto de esta reaccién se transformaron las bacterias competentes

DH5a v los clones recombinantes se seieccionaron segin su fenotipo

color blanco. Todos ios procedimientos indicados, se reaiizaron de
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acuerdo a protocolos descritos anteriormente en Materiales y Métodos.

Minipreparaciones de plasmido puc-19

e reaiizé de acuerdo a protocolos descritos en ia literatura
(Sambrook y col., 1989). Una muestra de i-3 ml de cultivo con
bacterias transformadas con plésmidos recombinantes se centrifugaba
por 10 min a i0.600 x g a temperatura ambiente. Las bacterias
sedimentadas se resuspendian en 0,3 mi de tampén P1 (50 mM Tris-HCi,
pH 8,0; 10 mM EDTA; 400 ng/ml RNAsa), se agregaba 0,3 ml de tampén P2
(200 mM NaOH y 1% SDS), se mezclaba suavemente y se incubaba 5 min a
temperatura ambiente. Luego se agregaba tampén P3 (2,55 M tampdén
acetato de potasio, pH 4,B), se mezclaba y centrifugaba 15 min a
i6.000 x g a 0-4°C. Se recuperaba el sobrenadante, se agregaba 0,8
voliumenes de isopropanol, se centrifugaba durante i5 min a 10.000xg
y se lavaba con 70% de ctanol heiado. E1 DNA plasmidial se secaba al

vacio y se resuspendia en un volumen adecuado de agua esterii.

Mapa fisico de clones recombinantes puc-7-2, puc-8-1 y puc-4-3500

pldsmidos pUC recombinantes conteniendo insertos de DNA gendémico
de T.cruzi fueron digeridos con distintas enzimas de restriccién, de
acuerdo a ias siguientes condiciones: 2 ng de pldsmido, 10 unidades
de enzima, ipl del tampén adecuado (tampones Amershan L, M, H, K 6 T)
y H;0 hasta compietar 10pi. Esta solucién se incubaba por 2 h a 37%,
al cabo de la cual se procedfa a separar los fragmentos mediante

eiectroforesis en geles de agarosa, como se describié anteriormente.
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Una vez terminada ia electroforesis se procedfa a la desnaturacién
dei DNA mediante incubacién dei gel durante i h en solucién Gelsoak
I (i,5 M Nacl y 0,5 M NaOH) y posterior neutraiizacién en Gelsoak II
(i M Tris-Bcl y 1,5 M NaCcl). A continucién, se procedia a 1la
transferencia, de ios fragmentos de DNA separados en el gel, a
fiitros de nylon "Hybon-N+7 en base al sistema por capilaridad
descqito por Southern (1975). Posteriormente, ios filtros eran
irradiados con iuz uv a fin de que el DNA se uniera irreversiblemente
a dicha matriz. A continuacién 1los £iltros se bloqueaban, se
incubaban con ia sonda de 550 pb, se lavaban y se dejaban exponiendo
para autoradiografia, segin protocolos descritos anteriormente en
Materiales y Métodos.
Subcionamiento de fragmentos conteniendo el gen de la DNA polimerasa
tipo B de T.cruzi.

Una vez conocido el mapa fisico de los clomes puc-7-2, pUC8-1 ¥
pUC-4-3500, se procedié a realizar digestiones de los pldsmidos con
enzimas de restriccién apropiadas. Los fragmentos asi generados, se
separaron y purificaron mediante electroforesis en agarosa de bajo
punto de fusién y sucesivas extracciones con fenol cloroformo. Luego
ios fragmentos purificados se ligaron a puc-i19 digeridos con 1las
mismas enzimas utilizadas para generar dichos fragmentos. Con los
productos de 1igacién se transformaron bacterias competentes
adecuadas las que posteriormente fueron seleccionadas en base a su
fenotipo y andlisis con PCR. Todas las metodologias sefialadas se

reaiizaron tal como fue descrito en secciones anteriores.
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Andlisis de la organizacién del gen de ia DNA polimerasa tipo B
de T.cruzi mediante técnicas de ‘Southern-blot”.

Las técnicas de 'Southern-blot” se realizaron de acuerdo a
protocolos descritos en la literatura (sambrook y col., 1989).
Brevemente, muestras de DNA genémico de epimastigotes de T.cruzi
(clon Dm28c) fueron digeridas por diferentes enzimas de restriccién,
tai como se describe en la figura respectiva. Cada muestra (2 ng) fue
digerida durante 2 h a 37°C con 10 unidades de enzima en un volumen
total de 10 pl con el tampén indicado por el proveedor (New England
Bioiabs) para obtener digestién completa é parcial, de acuerdo a cada
experimento. Posteriormente, las muestras fueron sometidas a
eiectroforesis en geles de agarosa al i% en tampén TAE (40 mM Tris-
acetato pH 8,0; 1 mM EDTA). Una vez terminada la electroforesis, se
procedia a la desnaturacién del DNA mediante incubacidén en Gelsoak I
(i,5 M Nacl y 0,5 M NaOH) durante 1 h a temperatura ambiente. Luego
se neutralizaba el gei incubando en Geisoak 2 (i M Tris-HCl pH 8,0 ¥
i,5 M wacl) durante 1 h en las mismas condiciones anteriores. A
continuacién, se depositaba el gel invertido sobre el sistema de
transferencia por capilaridad descrito en la literatura (sambrook y
col., i1989). Una vez concluida la transferencia despues de 12-24 h,
ios fiitros se irradiaban con luz uv y se procedia a bloguear e
incubar con la sonda apropiada de acuerdo a como ya fue descrito en

secciones anteriores.

Andlisis mediante ia técnica de "Northern” de la expresién del gen de

ia DNA polimerasa tipo B de T.cruzi en diferentes formas del parésito
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Distintas formas celulares del paréasito 7.cruzi fueron
estudiadas mediante la técnica de "Northern-blot" descrita en 1la
iiteratura (Sambrook y col., 1$89). Para lo cual, RNA total de dichos
pardsitos fue purificado segin protocolo que utiliza tiocianato de
guanidina. Posteriormente este RNA fue separado por electroforesis en
geles de agarosa al 1% conteniendo formaidehido y transferidos a
fiitro de nylon fHybon-N+" en base al sistema por capilaridad
descrito en la literatura (Sambrook y col., 1989). El RNA transferido
fue unido covaientemente a los filtros mediante irradiacién con luz
uv los cuales fueron bloqueados, incubados con ia sonda de 550pb,

ijavados y expuestos para radioautografia de acuerdo a similares

condiciones va descritas.
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RESULTADOS

capitulo I : Aislamiento ¥ caracterizacién parcial de tres DNA
poiimerasas de 1la forma proliferativa epimastigote de T.cruzi.

Utiiizando un nuevo esquema de purificacién se logré aislar tres
fracciones con actividad DNA polimerdsica las que fueron denominadas
DNA polimerasa fraccién A, B y C. Vvarias modificaciones fueron
introducidas respecto a protocolos de purificacién descritos (Solari
fue la ruptura de los parédsitos en un tampén de lisis con baja fuerza
iénica y en presencia de inhibidores de proteasas mas efectivo. Esto
permitié la inmediata realizacidn de ia primera cromatografia lo cual
redundé en un importante ahorro de tiempo, evitando de esta manera
una excesiva exposicién de las DNA polimerasas a las proteasas del
extracto. Otra modificacién importante fue utilizar como primera
etapa de purificacién una columna de fosfocelulosa. Este paso
permitié eliminar tempranamente inhibidores contaminantes ¥y
estabilizar la actividad DNA polimerésica para jas futuras etapas de
purificacién. Finalmente, otra modificacién relevante, fué Ila
utiilizacién de una columna de DEAE-celulosa equilibrada a baja fuerza
iénica. Esto faculté la separacién de la actividad DNA polimerédsica
total en dos fracciones: una fraccién unida (fraccién R-DEAE) y otra
no-unida {NR-DEAE) a dicha columna (Fig.6), lo cual correspondié a ia
separacién de las fracciones A y B de la fracciém C.

El protocoloc mostrado en la Figura 6 representa el mejor

resuitado después de miditiples intentos para purificar a homogeneidad
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dichas fracciones enzimdticas. Un factor iimitante en la purificacién
je dichas fracciones fué el material bicidégico. Por ejemplo, en este
protocoio se utilizé i6 g en peso himedo de epimastigotes
(aproximadamente 6 x ipll pardsitos) los cuales provienen de mds o
menos 20 iitros de cultivo. Ademds es importante tener en cuenta gque
un cuitivo aicanza su fase exponencial en alrededor de una semana.
Por todas estas consideraciones la obtencién de cantidades elevadas
de material biolégico es una importante jimitacién en la purificacién
de enzimas de estos parédsitos.

En ia Tabla III se presenta un resumen del aisiamiento de las
tres fracciones enzimdticas. De acuerdo a esta Tabla, mediante este
protocolo de purificacién se obtuvo una actividad especifica de las
Fracciénes A, B y C correspodiente a 536, isd y 322 unidades/my,
respectivamente. Notese que ja actividad DNA polimerdsica de la
fraccién € fué ensayada con el substrato gintético poli(dc)-
oiigo(dG). Una etapa clave en la separacién de la fraccién C de las
otras dos actividades, fue 1a cromatografia en DEAE-celulosa, tal
como se ilustra en el esquema (Fig.6) y la Tabla de purificacién
correspondiente. Esto originé que dicha fraccién se separara
tempranamente de las otras dos. En cambio, las fracciones A y B
copurificaron durantes varias etapas hasta llegar a la segunda
coiumna de fosfoceluiosa, mediante Ila cual fueron claramente
separadas por su eiusién a diferentes concentraciones de Xci (Fig.7).
En contraste con esta situacién, las fracciones A y C eluyeron a
simiiares condiciones de fuerza iénica, alrededor de 150 mM de KC1i,

on este mismo tipo de cromatografia (Fig.7}.
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Es importante sefialar gue no se pudo realizar una estimacién
adecuada del nimero de veces que cada fraccién fué purificada debido
a ia fuerte inhibicién de 1la actividad DNA polimerdsica en el
extracto total (Fracciém Sij).
Andiisis de las DNA polimerasas fracciones A y C mediante
sedimentacién en gradientes de glicerol.
con el objetivo de estimar la masa molecular de las DNA
polimerasas nativas purificadas de T.cruzi se realizaron estudios en
gradientes de glicerol (Fig.8). El andlisis de ia Fraccién A mostrd
un perfil de sedimentacién caracterizado por un pico vunico de
actividad cuya masa molecular estimada correspondié a aproximadamente
i5 kpDa (grafico A). En cambio el andiisis de la fraccién C mostrd un
perfil mds heterogéneo caracterizado por un pico mayoritario de
actividad vy un significativo nivei basal de actividad de alta
veiocidad de sedimentacién ({grédfico B). La masa molecular estimada
del pico mayoritario correspondié a aproximadamente 100 kba. Debido
a la inestabilidad de la DNA poiimerasa B no fué posible estimar la
masa molecular nativa de esta fraccién enzimatica.
Utilizacién de distintos tipos de matrices como DNA substrato por las
DNA polimerasas fraccién A, B y C.
Ccomc se observa en la Tabla IV, las fracciones enzim&ticas A ¥y
B pueden utilizar diversos tipos de matrices, sin embargo mostraron
una significativa diferencia en ja preferencia por ellas. Asi 1la
fraccién A presentd mayor actividad con poli(dc)y-oligo(dG), en cambio
ja fracci6én B fue mds activa con DNA activado. A diferencia de lo

observado con las fracciones enzimdticas anteriores, la fraccién C
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Fig.8. Andlisis mediante sedimentacién en gradientes de glicerol
de las DNA polimerasas fraccién A y C. Alicuotas de 200 ul de 1la
fraccién A v 250 ul de la fraccién C fueron analizadas en
gradientes de glicerol de 10-30% y 20~40%, respectivamente,
conteniendo 0,2 M KCl. La fracciém A y C correspondieron a
muestras de la segunda fosfocelulosa (II-P11-A) y heparina-
agarosa (Hep.-ag.), respectivamente {ver Fig.6).
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mostré una fuerte preferencia por el sustrato sintético poli(dcC)-
oligo(dG), no se detectd actividad con poli(dA)-oligo(dT) y, sélo una
leve actividad se observé con DNA activado. Ninguna de las fracciones
enzimaticas fue activa con el sustrato poli(dT)-0ligo(A}.

Estndio de la DNA polimerasa fracci6n A mediante inmuno
precipitacién con antisueros generados en contra de las fracciones A,
B vy C.

Con el objetivo de establecer el grado de similitud estructural
que podria existir entre estas tres fracciones enzimaticas, se
realizaron estudios de inmunoprecipitacién con antisueros generados
en contra de dichas fracciones (Fig.9). La figura muestra un
experimento de inmunoprecipitacién en el cual la DNA polimerasa
fraccién A fuéd incubada con distintas diluciones de antisueros en
contra de las fracciones A, By C. Los complejos inmunes formados en
dicha incubacién fueron inmunoprecipitados con Staphylococcus aureus
conteniendo proteina A. Los resultados de la figura se expresaron
como el porcentage de actividad remanente en los sobrenadantes
respecto a un control realizado en las mismas condiciones con suero
preinmune. El grdfico muestra gue 1a mayor pérdida de actividad en el
sobrenadante ocurrid con el suero anti DNA polimerasa A en todas las
diluciones ensayadas.

Con el objetivo de identificar la entidad molecular
correspondiente a la DNA polimerasa A, Y establecer el grado de
homologia estructural y bioquimica que existe con las DNA polimerasas
descritas en eucariotes superiores, se procedié a purificar a

homogeneidad esta molécula.
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Fig.9. Inmunoprecipitacion de la DNA polimerasa fraccién A con
suercs inmunes contra las fracciones A, B y €. Alicuotas de 5 ul
de la DNA polimerasa fracciénm A fue incubada con los distintos
sueros e inmunoprecipitada c¢on proteina A, tal como se describid
en Materiales v Métodos. Los resultados del histograma
representan el porcentalje de actividad DNA polimerdsica remanents
en los sobrenadantes, despues de ser inmunoprecipitados con los
distintos sueros. Dichos porcentajes se calcularon respecto al
promedio de varios controles realizados con sueros preinmunes.
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capitulo II: Purificacién cercana a homogeneidad y caracterizacién de
una DNA polimerasa tipo B de T.cruzi.

El protocolo utilizado en este caso fue muy similar al utilizado
para aislar las tres fracciones con actividad DNA poiimerasica
descrito anteriormente. Dos fueron las modificaciones fundamentales
que se introdujeron. La primera de ellas consistié en eluir
seiectivamente a ia actividad DNA polimerédsica fraccién A, desde la
primera etapa de purificacién. Para lograr esto se eiuyé la primera
columna de fosfocelulosa con un intervalo de fuerza jénica entre 0,1
y 0,2 M KCi. La segunda modificacién consistié en aumentar al maximo
ia capacidad de separacién de la coiumna de DNA-celuiosa, para lo
cual esta columna se eiuyé con un ampiio gradiente de fuerza iémica,
a diferencia del protocolo general en el cual esta columna se eluyé
en una sola etapa con 600 mM KCIl.

Con este esquema de purificacién se obtuvo en pocas etapas una
preparacién de DNA polimerasa con una actividad especifica de 6,705
anidades/mg, un rendimiento de 28,8% (Tabla V) ¥y un porcentaje de
pureza estimado mediante densitometria (Amaro y col., 1994} de 85%.
Tal como se observéd en el caso anterior, la actividad DNA
polimerdsica en el extracto fue muy inhibida por factores de
naturaleza desconocida, la mayoria de jos cuales fueron removidos en
el primer paso de purificacién { Fraccidn 1II).

Andiisis de ias diferentes etapas de purificacién mediante
eiectroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturantes.

Alicuotas de cada fraccién provenientes de las diferentes etapas
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de purificacién fueron sometidas a eiectroforesis (Fig.10). Los
patrones electroforéticos muestran que ja fraccién mAs purificada
tiene upa banda mayoritaria de 50 kDa y otra minoritaria de 45 kba
(carril 4).

Tdentificacién del polipéptido catalitico de ia DNA polimerasa
de T.cruzi. Ajfcuotas de ias diferentes fraccionmes eluidas desde
ia coiumna de DNA-ceiulosa fueron analizadas mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes (Fig.i1). La
figura muestra una clara correlacién entre el polipéptido de 50 kDa
y la actividad DNA polimerasa determinada en dichas fracciones. Mas
atin, esta figura también muestra gque en jas fracciones mds activas
séio ia cadena polipeptidica de 50 kDa est4 presente (carriles 13 y
i4). La proteina de 45 kDa se une mds fuertemente a la columna y
eiuye después del pico de actividad enzimdtica (carril i6).

con el objetivo de identificar directamente ia banda de proteina
que correspondia a la DNA polimerasa de baja masa molecular de
7.cruzi, se desarrollé una técnica colorimétrica para detectar
actividad DNA polimerdsica "in situ" en mnuestras analizadas por
eiectroforesis en geles de poiiacrilamida en condiciones desnaturante
(Venegas y Solari, 1994). Fracciones enzimdticas de diferentes
etapas de purificacién se analizaron mediante geles de actividad
(Fig.12). La figura muestra gque las fracciones mais purificadas
presentan una Unica banda de actividad ©DNA polimerésica

correspondiente al polipéptido de 50 kDa.




Fig.10. AnAdlisis electroforético en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturantes de muestras procedentes de distintas
etapas de purificacién de la DNA polimerasa de baja masa
molecular de T.cruzi. Los carriles 1-4 corresponden a las
siguientes muestras: Fraccioém II (2,1 ng), Fraccién III (0,8
ng), Fraccidn IV (0,2 ng) v Fraccién V (0,4 ng). Las proteinas
fueron evidenciadas por tincién con azul de Coomassie. El
carril M corresponde a los marcadores de masa molecular
siguientes: anhidrasa carbénica (29 kDa), ovalbimina (45 kDa),
BSA (66 kDa), fosforilasa b (97.4 kDa), B-galactosidasa (116
XDa) y miosina (205 kba). Todos los procedimientos se
realizaron de acuerdoc a como se describié en Materiales ¥y

Métodos.
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Fig.11l. Correlacidn entre actividad DNA polimerdsica eluida
desde una columna de DNA-celulosa v el andlisis electroforético
en geles de peliacrilamida en condiciones desnaturantes.
Alicuotas de 5 ul de fracciones eluidas de la mencionada columna
(Fig.B) fueron analizadas mediante electroforesis v tefiidas con
azul de Coomassie (Fig.A), tal como fue descrito en Materiales
y Métodos. Los nimeros de 1los carriles en la Figura A
corresponden a las fracciones eluidas de la columna (Fig.B).
Carril M, marcadores de masa molecular.
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Fig.12. Identificacién del polipéptido catalitico de la DNA
polimerasa de baja masa molecular de T.cruzi. Mediante una
técnica colorimétrica que detecta actividad DNA polimerédsica
"in situ" en muestras sometidas a electroforesis en
condiciones desnaturantes, se analizaron las siguientes
muestras: Carril 1, Fracciom II (2,1 ng); carril 2, Fraccién
IIT (0,8 ng); carril 3, Fracciénm IV (0,2 ug); carril 4
Fraccidén V (0,4 ng) y carril 5, Fragmento Kienow (2 ng). EIL
carril 0 corresponde a Fraccion V (0,4 nl) tefiida con azul de
Coomassie. Todos los procedimiemtos se realizaron tal como fue
descrito en Materiales y Métodos.
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Andiisis mediante técnica de "Western-blot™ de fracciones
correspondientes a diferentes etapas de purificacién de la DNA
polimerasa de T.cruzi.

Las mismas fracciones mostradas en 1la Figura 12 fueron
estudiadas por técnica de "Western-blot". Las muestras fueron
sometidas a electroforesis, transferidas a filtros de nitrocelulosa
e incubadas con sueros de conejos anti DNA polimerasa fraccién A
aitamente purificada. Luego, los filtros de nitrocelulosa se
incubaron con un segundo anticuerpo anti IGg de conejo, conjugado a
fosfatasa aicalina. Se observa en la Figura 13, que el antisuero
reconoce fuertemente ei polipéptido de 50 kDa y gue presenta una
reaccién débil pero significativa contra el péptido de 45 kDa (carril
4y, el cual no fue detectado en las fracciones menos purificadas
(carriles i y 2}. También es importante mencionar que en ninguna de
ias fracciones analizadas se detectd reaccién cruzada con moleculas
de mayor masa molecular. Resultados similares se obtuvieron usando un
extracto crudo de epimatigotes de T.cruzi (datos no mostrados). En
conjunto estos resultados apoyan fuertemente ia idea que el

poiipéptido de 50 kDa corresponderia a una DNA polimerasa intacta de

baja masa molecular de T.cruzi.
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Fig.13. Andlisis mediante "Western-blot” de muestras
procedentes de diferentes etapas de purificacién de la DNA
polimerasa de baja masa molecunlar de T.cruzi. E1 estudio se
realizdé utilizando un antisuero contra una fraccidn
extensamente purificada de esta enzima (carriles 1-4), suero
preinmune (carril 5) y tincidén con tinta china {(carril 0), de
acuerdo a los procedimientos descritos en Materiales vy
Métodos. Carril 1, Praccidén II (2,1 ng); carril 2, Fraccidn
IIT (0,8 ng); carril 3, Fraccidén IV (0,2 ng) y carriles 0, 4
y 5, Fraccién V (0,4 ug). La dilucién de ambos sueros fue de
1:200.
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Caracterizacién de ia DNA polimerasa de baja masa molecular
de T.cruzi mediante la utilizacién de inhibidores.

Para investigar si esta DNA polimerasa de T.cruzi posee
caracteristicas andlogas a alguna de ias DNA polimerasas descritas en
vertebrados, se analizé el efecto de algunos inhibidores clésicos de
DNA polimerasas (Fig.i4). Como enzima control de estos estudios se
utiiizé una DNA polimerasa a parcialmente purificada de oocitos de
Xenopus laevis (ver Materiales y Métodos). La Figura 14 muestra que
afidicoiina, el inhibidor cldsico de las DNA polimerasas a, & y €
en la enzima de T.cruzi. Por el contrario, la enzima control de

x.jaevis fue inhibida a niveles comparables a los descritos en la

Ei agente intercalante bromuro de etidio es utilizado para
identificar a ias DNA polimerasas y, debido a gue esta enzima es
fuertemente inhibida por esta droga (Fry, 1983; Tarragé-Litvak,
1978). La Figura 14 muestra que, a la mixima concentracién de esta
droga, la DNA polimerasa de T.cruzi sélo se inhibié en alrededor de
un 30%. A diferencia de la enzima de X.laevis la cual fue més
sensible, aunque sélo a concentraciones muy alta de este farmaco se
iogré una inhibicién. de mds de un 50%. Es importante mencionar gque
una tipica DNA polimerasa y de vertebrado es casi completamente
inhibida por concentraciones de bromuro de etidio a 20 uM (Tarragé-

Litvak, i978). En este intervalo la
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Fig.l4. Efecto de inhibidores sobre la actividad enzimitica de
la DNA polimerasa de baja masa molecular de T.cruzi. En cada
ensayo se utilizé 0,5 unidades de la fraccidén V de la enzima
de T.cruzi (o) y 0,5 unidades de 1la DNA polimerasa a
parcialmente purificada de Xenopus leavis (o), utilizada como
enzima control. Todos los ensayos se realizaron con DNA
activado de acuerdo a las condiciones estipuladas en cada
caso: a) experimento con afidicolina, ensayo con 5 uM dCTP ¥y
4% DMSO procedente de cada muestra del inhibidor, b)
experimento con BuPdGTP, ensayo con 10 uM dGTP, c) y d) ensayo
en condiciones estandar, e) experimento con N-etilmaleimida
(NEM), ensayo sin DTT y f) experimento con ddTTP, ensayo con
10 pM dTTP. Las muestras fueron preincubadas con los
respectivos inhibidores a 4°C por 30 min antes de echar a andar
la reaccién enzimdtica. Con excepcién de las modificaciones
sefialadas, todos los ensayos se realizaron de acuerdo a las
condiciones descritas en Materiales y Métodos.
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enzima de T.cruzi sélo fué inhibida alrededor de un 25% (Fig.14).

Otro agente intercalante usado fue el Berenil. Los primeros
estudios "in vivo" realizados con esta droga en Trypanosoma brucei,
mostraron una fuerte iphibicién de la sintesis de DNA mitocondrial
del pardsito (Newton y Le Page, 1967). Los resultados muestran que la
DNA polimerasa de T.cruzi es débilmente inhibida por este compuesto.
En todo el intervalo de concentracién utilizado el mdximo porcentaje
de inhibicién no fue superior a un 20%.

N-etiimaieimida (NEM) es utilizado para identificar a las DNA
polimerasas de tipo B de vertebrados, va que es la tnica resistente
a esta droga (Fry, 1983; Hubscher, 1984; Burgers, 1989; Wang, 1991;
ausencia de reductores de grupos sulfidrilos, las DNA polimerasas
tipo B de vertebrados conservan, al menos, el 65% de su actividad
(Waser y col., 1979). La Figura 14 muestra gue a dicha concentracién,
ia DNA polimerasa de T.cruzi conserva mads del 50% de su actividad, e
inciuso ai doble de esa concentracidn, ia actividad enzimdtica no fué
inferior a 40%. Por el contrario, a concentraciones muy bajas de NEM
ia DNA polimerasa a de X.laevis es fuertemente inhibida a niveles
comparabies a los descritos en la literatura para una preparacién

En contraste con los resulitados anteriores, ddTTP provocd los
mayores niveles de inhibicién de la DNA polimerasa de T.cruzi
(Fig.i4). A concentraciones tan bajas como 20 uM, correspondiente a
una proporcién de dTTP:ddTTP de i:2, se logré una inhibicién de méas

dei 50% de la actividad enzimidtica. Por el contrario, a la misma
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concentracién de esta droga, la enzima de X.laevis se inhibiéb sélo en
un 10%. Sin embargo, el nivel de sensibilidad de la enzima de T.cruzi
a ddTTP, estid lejos de los descritos para DNA polimerasas B de
vertebrados, pues razones de concentracién dTTP:ddTTP= 1, pueden

Utilizacién de matrices de DNA.
La Tabla VI muestra que el mejor templado para la DNA polimerasa

de T.cruzi, fue el DNA activado de timo de ‘ternera,
independientemente del metal bivalente utiiizado como cofactor. Sin
embargo, cuando se utiiizé como sustrato homopolimeros sintéticos, la
actividad enzimdtica dependié del tipo de metal bivalente usado como
cofactor. El caso mds claro se observéd con poli(dA)-oligo(dT), en el
cual ia enzima de T.cruzi fue casi diez veces mds activa con Mnh gue
con Mgh . Es importante puntualizar gue con ninguno de estos cationes
se pudo detectar actividad con el sustrato poli(dT)-oligo(A), en
cambio ia enzima de X.laevis alcanzé niveles elevados de actividad.
Mas atn, estos resuitados indican que esta diferencia entre las dos
enzimas se debe a la naturaleza del partidor, pués cuando se utilizé
ei mismo DNA molde hibridizado con el polimero de desoxinucleétido,
oligo(da), ia enzima de T.cruzi alcanza un nivel significativo de
actividad.

Poii(A)-0iigo(dT) fue un muy mal sustrato para la enzima de
T.cruzi (Tabla VI). Este hecho no se deberia al partidor oligo(dT),

pues el mismo partidor Thibridizado con el polimero de

desoxinucieédtido, ©poli(dr), permite que este sustrato sea

eficientemente utilizado por
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dicha enzima. Estos resultados indican que, en estas condiciones el
ribopoiimero poli{(A) es un sustrato pobre para esta enzima. Se
descarta ia posibilidad que estos resultados se deban a degradacién
del poli(A) é a una hibridacién deficiente entre poli(A) y oligo
(dr), debido a que alicuotas del mismo sustrato son utilizadas

eficientemente por ia preparacién enzimatica de X.laevis.
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Capituio III: Clonamiento del gen de la DNA polimeresa tipo B de
T.cruzi.
Microsecuenciacién de varios péptidos de la DNA polimerasa tipo B de
T.cruzi vy su similitud con distintos segmentos de la estructura
primaria de la DNA polimerasa B de rata.

Muestras de DNA ©polimerasa tipo B de T.cruzi fueron
microsecuenciadas por el Dr. Ulf Heliman del Instituto Ludwig,
Uppsala, Suecia, de acuerdo al procedimiento descrito en Materiales
y Métodos. En la Fig.15 se muestra la secuencia aminoacidica de cinco
péptidos procedentes de la enzima de T.cruzi comparados con segmentos
de la DNA polimerasa de rata descrita en la literatura (Matsukage y
col., 1987). La comparacién se realizé mediante un programa de
computacidén (UWGCG, BESFIT, Deverux y col., 1984) que busca el mayor
grado de similitud entre dos secuencias. Los péptidos de la enzima
fueron denominados con los nimeros 18, 21, 27 y 30. Los porcentajes
de similitud se refieren al ntimero total de aminodcidos que tienen
similar 4 identica composicién quimica (I, :). Los porcentajes de
identidad sélo consideran el nidmero de aminocdcidos idénticos (I).
Nétese que un péptido que tenga un alto porcentaje de similitud no
necesariamente implica un alto porcentaje de identidad. Por ejempio,
en el péptido 21 la identidad sbélo alcanzé un 20%, correspondiendo a
la mitad del porcentaje de similitud. Otro aspecto muy importante a
tener en cuenta en la comparacidén de dos secuencias, es gque tanto los
porcentajes de similitud como los de identidad dependen del largo de
la secuencias comparadas. Asi por ejemplo, si se comparara sélo siete

aminodcidos del péptido 27 y se considerara el




1 AIQELTQVHGFGPR 14 Péptido 18
t P 1

' EEERERER
96 SINFLTRVTGIGPS 109 DNA pol.B rata

Porcentaje de Similitud 57,143 Porcentaje de Identidad: 50,000

1 NYLEATMAQG 10 Péptido 21
. . ] 1
e 1 1
222 RFITDTRSKG 231 DNA pol.$ rata

Porcentaje de Similitud 40,000 Porcentaje de Identidad: 20,000

1 SVPTALLTFTGS 12 Péptido 27
el

LI I I |
1111

l.‘
264 QYYCGVLYFTGS 275 DNA pol.B rata

Porcentaje de Similitud 58,333 Porcentaie de Identidad: 41,167

1 VEDSGDVDG 9 Péptido 30

| IS I
LI N T I |

185 AESS5GDMDV 193 DNA pol. B rata

Porcentaje de Similitud 55,555 Porcentaje de Identidad: 55,555

Fig.15. Comparacion de distintos péptidos de la DNA polimerasa
tiro B de Trypanosoma cruzi con segmentos de la estructura
primaria de la DNA polimerasa B de rata. Las lineas verticales
{}) indican aminodcidos idénticos v dos puntos indican
aminodcidos gquimicamente similares (:). ®1 porcentaje de
identidad se calcula considerando exclusivamente los aminodcidos
idénticos. El porcentaie de similitud se calcula considerande los
aminocdcidos idénticos y similares (:). Los numeros a cada lado
de la secuencia amincacidica de la DNA polimerasa B de rata,
indican la posicién del amincdcide inicial v final del segmento
analizado. La comparacidén se realizd utilizando el programa

de computacién UWGCG Bestfit (Ridley y col., 1991}).

85




86
segmento del residuo 6 al 12, los porcentajes de similitud e
identidad serian de 85,71 v 71,42%, respectivamente. Mucho mayores
que los porcentajes de 58,33 y 41,16% observados con el péptido
compieto. Si se considera el promedio de los valores de similitud e
identidad de todos ios péptidos analizados se obtiene los porcentages
de 52,8 y 38,9%, respectivamente. Suponiendo gue dichos valores
refiejan ios grados de simiiitud e identidad que existe entre la DNA
polimerasa tipo B de T.cruzi y su homéloga de rata, seria esperable
que al comparar otras secuencias de ambas enzimas, los valores de
simiiitud e identidad se mantuvieran dentro de los rangos promedio
seflalados. Sin embargo, considerando ias variaciones que se observan
en la comparacién de los diferentes péptidos, es posible esperar que
entre ias enzimas de ambas especies existan regiones con grandes
diferencias en el grado de identidad.

La localizacidén de dichos péptidos de T.cruzi, con respecto a ia
estructura primaria de la DNA polimerasa de rata (Matsukage y col.,
i687), se muestra en ia Figura ié. Se observa que todos ellos
estarian distribuidos en una regién que abarcaria todo el sub-dominio
central y parte importante del sub-dominio N-terminal. Esta regidn
comprende 179 aminodcidos lo que eguivale al 53,4 % de la enzima de
rata. Se observa que ios péptidos gue flanquearian esta regién serian

los numerc 18 y 27.
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sintesis de ios oligonucieétidos degenerados i8s y 27as a partir

de la informacidén de la secuencia aminoacidica de los péptidos 18 ¥
27.

Con el objetivo de clonar el gen de la DNA polimerasa tipo B8
de T.cruzi se sintetizaron oligonuciedtidos degenerados a partir de
ja informacién de la secuencia aminoacidica de los péptidos 18 y 27.
Estos oligonucieétidos, denominados 18s y 27as (Fig.17) corresponden
a mezcias de oligonucieédtidos con las secuencias alternativas de los
distintos codones gue codifican para un determinado aminodcido. En la
figura, el nucleétido alternativo para un determinado codén se
muestra entre paréntesis. Es importante destacar que en la sintesis
de 1los oiigonucieétidos no séio se consideré el grado de similitud
entre las secuencias aminoacidicas comparadas, sino gue también el
grado de degeneracién de los codones gque codifican para los
aminodcidos de un determinado péptido. Por tal motivo nétese, gue en
el caso del péptido 18 sélo se consideraron 7 aminodcidos vy
correspondié a la secuencia que se muestra en la figura. En el caso
del péptido 27, se consideraron casi todos los aminodcidos. Cuando el
codén correspondiente resuité demasiado degenerado se reemplazé las
distintas alternativas con un nucieétido de Inosina (I). Finalmente
ios oiigonuciedtidos del partidor 18s y 27as, correspondieron a
secuencias a favor o en contra del sentido 5°->3"del gen de la DNA

polimerasa de rata, tal como se muestra en ia Figura 17.
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SEGMENTC DE PEPTIDO 18
6 T - Q -V - H -G - F -G 14

5'- ACI CA(G/A) GTI CA(C/T) GGI TT(C/T) GG -3' : PARTIDOR 18s

SEGHMENTQ DE PEPTIDO 27

3 P - T -A-L -1 - T - F - T -G 13

5'- CCI AC(G/A) GCI CTI CTI AC(G/A) TT(C/T) AC{(G/A) GG_ ~3': SECUENCIA
NUCLEOTIDI
DEDUCIDA

3'- GGI TG(C/T) CGI GAI GAI TG(C/T) AA(A/G) TG(C/T) CC_ -5': PARTIDOR
ANTISENTID
27 (27as)

Fig.l7. Oligonucledtidos degenerados sintetizados a partir de las
secuencia de los péptidos 18 v 27 de la DNA polimerasa tipo B de
T.cruzi. Los aminodcidos de la secuencia aminodcidica de los
péptidos se representa con una sbéla letra. Notese que sdlo se
consideré un segmento de cada péptido indicado por el residuo
inicial y f£final, en cada caso (ver Fig.1l6). Los cligonucledétidos,
denominados 18s v 27as, se utilizaron en técnicas de PCR con el
fin de detectar el gen de la DNA polimerasa tipo B de T.cruzi.
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Amplificacién mediante PCR de un fragmento especifico de 550
pares de bases utilizando los partidores 18s y 27as.

En la Figura 18 se muestran ios productos de PCR obtenidos del
andlisis de una genoteca AgTil de cDNA y muestras de DNA genédmico de
epimastigotes de T.cruzi. Tanto el cDNA de la genoteca como las
muestras de DNA provienen de pardsitos de la cepa Tulahuén (Aslund y
col., 1994). En la figura se observa que de las muestras de cDNA se
obtuvieron tres productos de amplificacién, uno mayoritario de
aproximadamente 360 pares de bases (pb) y otros dos productos de
menor intensidad de 490 y 550 pb (carril Z). En cambio, el andlisis
del DNA genémico arrojé como resultado un finico e intenso producto de
amplificacién especifico de 550 pb (carriles ¢ y 10). La banda difusa
y ancha detectada hacia el frente de la migracién electroforética
podria tener como origen contaminantes de RNA presente en la
preparacién de DNA gendémico, pues no depende de ninguno de los
partidores vy se encuentra principalmente en las muestras de DNA
genémico (carriles 9-12). Sin embargo, no se puede descartar otro
origen, como por ejemplo amplificaciones inespecificas provocada por
interaciones entre los partidores y el mencionado DNA, pues al
analizar muestras de otro origen, como es el ¢DNA, también se
observaron productos similares a 1los mencionados anteriormente
(carril 6). Lo mAs importante de este andlisis fue gque tanto al
examinar cDNA como DNA gendmico se detectd un producto de 550 pb muy
cercano al tamafio esperado, de acuerdo a la localizacién de los
partidores i8s y 27as con respecto al gen de la DNA polimerasa B de

rata (Fig. 16).




I
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cDNA [+ |+ [+ +|[-| -]~
gONA |- |-[—-|—-|—-|~|~

Fig.18. Productos de PCR originados del andlisis de una genoteca
de cDNA vy muestras de DNA gendémico utilizando los
oligonucledtidos 18s y 27as. L.os oligonucledtidos se
sintetizaron a partir de la informacién de péptidos de la DNA
polimeras tipo B de T.cruzi. La figura corresponde a una
electroforesis en un gel de agarosa al 1% y analizando muestras
de 5 pl de cada ensayo de PCR. Los signos + y - simbolizan la
presencia 6 ausencia de los componentes indicados en el panel
de la figura. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdc
a como fue descrito en Materiales y Métodos. Al costado de la
figura se indica el largo, en pares de bases (pb), de los
fragmentos del marcador (carril 1).
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Cclonamiento del producto de amplificacién de 550 pb en el vector
pT7Blue{r) para ser secuenciado mediante sistema automatico.
con el objetivo de secuenciar y aprovechando el hecho que en
general los productos de amplificacién originados por la DNA
polimerasa Tag poseen en sus extremos 3° uno & dos desoxinucleétidos
extras constituidos por adeninas (Hengen, 1995), se procedié a clonar
el fragmento de 550 pb en un vector apropiado gque en su sitio de
clonamiento 3’ posee un desoxinucleotido de timina compiementario. El
vector utilizado fue el pT7Biue(R) el cual se muestra en la Figura
i9. Este vector posee un gen que confiere resistencia a ampicilina
v en el cual su sitio de clonamiento para productos de PCR, "sitio
T, estd Jocalizado en el gen marcador i;cz, coincidiendo con el
sitio de restriccién para EcoR V. Esto implica que los vectores que
transporten insertos no expresaran el péptido lacZ-a, necesario para
ia generacién de una B-galactosidasa activa al compiementarse con el
fragmento lacZ-o codificado por la bacteria hospedadora. Esto permite
seleccionar entre las bacterias gue han sido transformadas con
vectores'recombinates (colonias blancas) de las transformadas con
pladsmidos recircularizado que no transportan ningtin inserto (colonias
azuies), debido a que las primeras, al no poseer una B-galactosidasa
activa, no degradan el compuesto cromogénico X-gal.
Es importante mencionar que 1los partidores utilizados para
amplificar insertos clonados en el vector anterior, originan
productos de PCR con un largo extra de aproximadamente 200 pb, debido

a la distancia de los partidores JSi vy JsZ del sitio de clonamiento.
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Fig.19. Diagrama del plasmido comercial pT7Blue(R). En la figura
se sefialan la localizacidén de los partidores JS1 y JS2, ¥ el
sitio-T de clonamiento para productos de PCR. Tambien la serie

de sitios de restriceidn,
resistencia a ampicilina

la posicién de los genes lacZ y de
Ap, v la localizacién del origen de

replicacién {ori) y el promotor T7.
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El esquema de clonamiento utilizado para el fragmento de 550 pb
se muestra en la Figura 20. Como se puede apreciar, una vez obtenido
el producto de 550 pb, se purificéd mediante electroforesis en agarosa
de bajo punto de fusidn y se 1ligé al vector mencionado anteriormente.
Finalmente las bacterias recombinantes se seleccionaron por su
fenotipo blanco y andlisis de PCR con partidores internos (i8s y 27
as) vy partidores del vector (Jsi y Js2). Es necesario mencionar que
utilizando los partidores JsSil y JS2, los productos de amplificacién
de los insertos transportados por el plédsmido tendrdn un segmento
extra de aproximadamente 200 pb. Por ejemplo, en la Figura 21 se
muestra el andlisis de cinco colonias obtenidas durante el
clonamiento del fragmento de 550 pb. Cuatro de elilas eran blancas
(carriles 2-5) y una azul (carril 6). Se observa que sb6lo una de las
cuatro colonias blancas, denominada 1-4, originéd un producto de
amplificacién de 750 pb, esperado para el clonamiento del fragmento
de 550 (carril 5). En cambio, una colonia azul, correspondiente a
bacterias que transportan pldsmidos no-recombinantes, origind un
producto de PCR de aproximadamente 200 pb, esperado para vectores sin
insertos.

En la Figura 22 se munestran los productos de PCR generados
directamente a partir de la colonia recombinate i-4 y los partidores
para secuenciacién automdtica de la hebra 5°->37, JSiB-Jsi (carriles
2y 3) v de la hebra complentaria, JSi-JS2B (carriles 4 y 5). Como

control negativo, en el carril 6 y 7 se observan los productos
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Pig.20. Esquema de clonamiento del producto de PCR de 550 pares
de bases en el vector para secuenciacién autématica, pT7Blue(R).




cCOL 2 WI-L12(1-3]1-4]-5
coL BiB|B[{B|A
JSIB-JS2 (+|+|+|+ |+

Fig.21. Deteccién mediante PCR de colonias recombinantes,
transformadas con plasmidos pT7Blue{(R) conteniendo el inserto
de 550 pares de bases. Muestras tomadas directamente de colonias
bacterianas fueron analizadas mediante la técnica de PCR con
partidores del vector JS1B y JS2 de acuerdo a como fue descrito
en Materiales y Métodos. El panel indica el ntmero de distintas
colomias (colQ@), el fenotipo blanco (B) ¢ azul (A), y los
partidores sefialados. Al costado de la figura se indica el

largo, en pares de bases (pb), de los fragmentos del marcador
(carril 1).
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coL-1-4[+]+[+{+[-]|-
coL-azuy + [+
JSIB-JS2 [+ | +| - |- | +

JSI-0S2B |~ | - |+|+ |- |+

Fig.22. Productos de PCR conteniendo el inserto de 550 pares de
bases clonado en el vector pT7Blue(R) para ser sometidos a
secuenciacién automdtica (Lagerkvist vy col., 1994). El panel
indica la c¢olonia andlizada v 1los pares de partidores
utilizados. Para la hebra 5°-»>3°, los partidores JS1B-JS2. Para
le hebra complementaria, los partidores JS1-JS2B. La figura
corresponde a una electroforesis en gel de agarosa al 1% y a
muestras de 5 pl, de acuerdo a como fue descrito en Materiales
y Métodos. Al costado de la figura se indica el largo, en pares
de bases (pb), de los fragmentos del marcador (carril 1).




a8
esperados de amplificacién de 200 pb generados por una colonia azul
al utiiizar el mismo par de partidores descritos anteriormente. Es
importante mencionar que la hebra secuenciada serd 1la que porte el
partidor biotinilado (JS1B & JS2B).

Identificacién de una secuencia aminoacidica deducida del
fragmento de PCR de 550 pb, homéloga con péptidos de 1a DNA
polimerasa tipo B de 7T.cruzi y algunos segmentos de la estructura
primaria de la DNA polimerasa B de rata.

Con el objetivo de establecer si realmente el fragmento
secuenciado pertenecia a un segmento del gen que codifica para la DNA
polimerasa tipo P de T.cruzi, se procedié a comparar todas las
posibles secuencias aminocdcidicas deducidas de la hebra 5°'->3" como
de su hebra complementaria 3°->5’. Esto implicé estudiar seis
secuencias aminodcidicas por cada hebra, considerando tres marcos de
iectura en una direccidn y otros tres en la orientacién inversa. Como
son dos hebras, el numero total de secuencias analizadas fueron 12.
El estudio de los distintos marcos de lectura permitid encontrar una
secuencia aminocacidica casi totalmente idéntica al péptide 21 de la
DNA polimerasa de T.cruzi (ver Fig.i5). A partir de esta secuencia,
se encontraron otros segmentos gque tenian cierta identidad con
algunas secuencias de la estructura primaria de ia DNA polimerasa §
de rata (Matsukage y col., 1987). Para estar seguros de gque el
fragmento de PCR de 550 pb realmente correspondia a un sector del gen
de 1a DNA polimerasa tipo B de T.cruzi, se resecuencié dicho
fragmento, con 1lo cual se obtuvo una identidad ‘perfecta con el

péptido 21, v una identidad parcial con el péptide 30 (Fig. 15).
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Aisiamiento de tres clomes de Agtil conteniendo insertos que
hibridan con sonda de 550pb.
Con el objetivo de aislar el gen completo gue codifica para la
DNA polimerasa de T.cruzi se analizd una genoteca genémica construida
en Agtiil a partir de DNA nuclear de epimastigotes de la cepa Miranda
fragmentado mecanicamente (Asiund y col., 1994; Ibafiez y col., 1987).
Utilizando como sonda el fragmento de PCR de 550 pb (sonda 550), se
analizaron alrededor de ixi0® fagos de los cuales 7 hibridaron con ia
sonda indicada. Se purificaron dichos fagos y tres de estos,
denominados A4-1, A7-2 y AB-1, fueron analizados en profundidad. El
andlisis mediante PCR del DNA de los fagos A4-1, A7-2 y A8-1,
utilizando partidores aledafios al sitio de clonamiento, se obtuvieron
productos de PCR correspondiente a fragmentos de 4400, 3500 y 3500
pb, respectivamente (Fig.23, carriles 3-5}. Con el objetivo de
secuenciar los insertos contenidos en 1los fagos mencionados
anteriormente, se procedié a clonar dichos insertos en el vector puC-
19 (Yanisch-Perron y col., 1985). Al liberar los insertos contenidos
en los fagos mencionados, mediante digestiém con EcoRl, se observé
que el inserto de 4400pb se fragmenté en uno de aproximadamente 900
y 3500 pb (datos no mostrados). Cada uno de estos insertos fueron
purificados y ligados al vector pUC-19 (Fig.24). Se aislaron cuatro
pidsmidos recombinantes los que fueron denominados pUC-4-900, pUC-4-
3500, pUC-7-2 y puC-8-1. E1 andlisis mediante PCR utilizando

partidores aledafios al sitio de
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Fig.23. Estimacién mediante PCR del largo de los insertos gque
hibridizaron con la sonda 550, transportados por fagos
recombinantes Agtll. DNA purificado de tres fagos recombinantes
denominados A—-4-1 (carril 3), A-7-2 (carril 4) y A-8-1, (carril
5) fueron analizados mediante PCR de acuerdo a las condiciones
descritas en Materiales y Métodos. Para el andlisis de PCR se
utilizaron dos partidores comerciales del fago Agtill, aledafios
al sitio de cleonamiento EcoRI, a una concentracién de 20 ng por
ensavyo, y concentraciones de «cada muestra de DNA de
aproximadamente 25 ng. Los carriles 1 ¥ 2 corresponden a DNA de
fagos Agtll no recombinantes. Al lado de la figura se indican
en kilo bases (Kb) los largos estimados de cada fragmento de
DNA.
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insercién comprobdé que todos los pldsmidos recombinantes contenian
insertos del tamafio esperado. Es decir gue con excepcién del pUC-4-
800, ei cual contenfa un inserto de 900pb, todos los demds poseian

insertos de aproximadamente 3500pb (datos no mostrados).

Mapa fisico de los ciones recombinantes puc-7~i, puc-8-i y

pUC-4-3500 que portan el gen de la DNA polimerasa tipo g de T.cru=zi.

con el fin de establecer la localizacién del segmento de DNA
que hibridaba con 1la sonda 550, se procedié a determinar el mapa
fisico de ilos los cuatro clones recombinantes. Para tal efecto, se
procedié a digerir el DNA plasmidial de dichos clones con un conjunto
de diferentes enzimas de restriccién, separar los fragmentos mediante
electroforesis en geles de agarosa y transferirlos a filtros de nylon
segin el método descrito por Southern (i975). Para determinar el mapa
fisico de cada pladsmido se eligieron 9 enzimas de restriccién en base
a la informacién sobre 1la secuencia nucledtidica del fragmento de
550pb v los siguientes criterios:a) enzimas gque no cortaran el
fragmento de 550 pb v gque tuvieran sdélo un sitio de corte en el
pidsmido (Hind ITI, PstI, Smal, KpnI) & varios (MspI) y, b) enzimas
que cortaran el fragmento de 550pb sin (EcoRV, Xhol y NsiI) 6 con
pocos sitios de corte en el plasmido (BglI, sélo dos sitios). En la
Figura 25 (panel superior) se muestra el perfil de restriccién del
pldsmido puc-7-2 y del plasmido puC-4-3500 obtenido por la digestion
con ias 9 enzimas mencionadas. Considerando que el vector pUC-19
posee 2.686 pb y los insertos aproximadamente 3.500 pb, el largo

totai del vector iinealizado deberia ser de 6.000 pb, como se
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Fig.25. Perfil electroforético de fragmentos de restriccidn
(panel superior) y el andlisis mediante la técnica de
"Southern-blot" utilizande como sonda el fragmento de PCR de
550 pares de bases (panel inferior), de los plasmidos
recombinantes pUC-7-2 y pUC-4-3500. Cada muestra de DNA (2
ng), fue digerida con 10 unidades de cada enzima de
restricecién v sometida a electroforesis en geles de agarosa al
1% el cual fue tefiide con bromuro de etidio (panel superior).
Posteriormente, los fragmentos de DNA fueron transferidos a
filtros de nylon y analizados con la sonda mencionada (Panel
inferior), de acuerdo a como fue descrito en Materiales y
Métodos. Al lado de la figurz se indican en kilo bases (Kb)
los largos estimados de cada fragmento de DHA.
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observa en la digestion con KpnI (carril 4), EcoRV (carril 6) y Xho£
(carril 7), en ambos pldsmidos. Con la mayoria de las demds enzimas
se obtuvieron sélo dos cortes (carriles 1-3, 8 y 9).

El "Southern-blot" respectivo de los geles anteriores se muestra
en la Figura 25 (panel inferior). Notese que en el andlisis del
pldsmido pUC-7-2, en la mayoria de los casos la sonda de 550 pb sdlo
hibridizé con uno de los dos fragmentos generados por 1la enzima de
restriceidén (carriles i-3 v 8) y sédlo al usar la enzima NsiI se
observa que los dos fragmentos de restriccién hibridizaron con la
sonda (carril 9). En el caso de pUC-4-3500, el ‘"'Southern-blot” mostré
un perfil totalmente distinto al anterior. Considerando solamente las
bandas méds intensas, aqui se observa que cuando existian dos
fragmentos de restriccidén la sonda hibridizé con el de mayor tamafio
(carriles 1-3 y 8). similar patrén se observd con la enzima NsiI en
ambos plidsmidos. Las bandas de menor intensidad podrian corresponder

a digestiones parciales de los pldsmidos recombinantes mencionados.

Ningunoc de los fragmentos generados del plédsmido pUC-4-900
hibridizé con la sonda 550, por tal motivo el patrén de cortes con
enzimas de restriccién de este pldsmido ni el correspondiente
"Southern” se muestran en las figuras anteriores.

La interpretacién de estos resultados se muestra en el mapa de
restriccién presentado en la Figura 26. En la figura, los rectangulos
punteados simbolizan los segmentos del vector, la linea doble a el
inserto y el rectangulo con lineas, al minimo segmento que hibridé

con la sonda 550. Al respecto, se observa que el segmento minimo de
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pUC-4-3500
Pst(P)

(8} Bgl I(B) . Smn(Slll(HindIII(H)
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Nsi 1 Nsi EcoR1
Sitio b Sitio g

il Vector

—————\!nserto

—_— Segmento conteniéndo el gen de la DNA pol tipo B T cruzi

Fig.26. Mapa fisico de los pldsmidos recombinantes plIC-4-3500
v pUC-7-2. Ambos pldsmidos portan insertos de aproximadamente
3500 pares de bases. En la figura se indican los sitios de corte
de cada enzima y el segmento que hibridizé con la sonda de PCR
de 550 pares de bases.
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restriccién que contendria el gen de la DNA polimerasa de T.cruzi
seria el limitado por las enzimas EcoRI e HindIII (fragmento E-H),
tanto en el pldsmido pUC-4-3500 como en el PUC~7~2. Sin embargo, el
fragmento E-H del pldsmido puc-4-3500 seria de un largo aproximado a
1700 pb, en cambio en el pidsmido puUC-7-2 el segmento E-H seria de
aproximadamente 1000 pb. Otro hecho importante es que el orden de los
sitios de corte en ambos insertos es el mismo y que 1la inica
diferencia estaria en la distinta orientacién de ambos insertos en
sus respectivos vectores. Por ejemplo, en el caso del pUC-4-3500 ia
secuencia de los sitios de corte es E, NsiI sitio a (Na), H, Pst I
(P), sma (S) vy Nb. En el otro pldsmido es la misma pero en sentido
inverso. oOtro hecho muy importante, y «que se discutird
posteriormente, es que la enzima NsiI fragmenta en dos al segmento
que hibrida con la sonda 550. La posicién exacta de este sitio de
corte fue determinada en un andlisis posterior digiriendo cada
pidsmido simultaneamente con las enzimas Nsil y Pst I y realizando
una subsecuente hibridacién con 1a sonda mencionada anteriormente. E1
resuitado de estos experimentos indicé que el sitio NsiI estaria a
una distancia de aproximadamente 500 pb del sitio P del inserto. Esto
coincidié con ia ubicacién de dicho sitio sefialada por la secuencia
nucleotidica del fragmento de 550 pb.

Secuenciacidén inicial del gen de ia DNA polimerasa tipo B de
7. cruzi, contenido en los insertos de 3500 pb de los vectores pUC-4-
3500 y puc-7-2

Con el fin de secuenciar dicho gen de T.cruzi contenido en los

pidsmidos recombinantes anteriormente sefialados, se procedid a
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subclonar en pUC-i9 los segmentos E-Na, Na-P, P-Nb y Nb-P(vector) del
pidsmido puc-4-3500 y los segmentos andlogos del pldsmido pUC-7-2
(Fig.26). Para realizar esta tarea cada plédsmido fue digerido
simuitaneamente con las enzimas NsiI y PstI. De cada plasmido se
obtuvieron cuatro fragmentos, los que fueron purificados y ligados al
vector pUC-i9. Los subclones del vector pUC-4-3500, de acuerdo al
jargo de sus insertos, se denominaron pUC-4-500, pUC-4-650, pUC-4-
1100 y puc-4-1300. De forma andloga, los subclones del vector puc-7-2
se denominaron pUC-7-500, puUC-7-600, puc-7-i1i00¢ y puc-1i300. En base
al mapa fisico de los pidsmidos puc-4-3500 y puC-7-2, vy a estudios de
itgouthern—biot” con ia sonda de 550 pb se confirmd la localizacién de
cada uno de los insertos subclonados, tal como se muestra en 1la
Figura 27. Los subclones pUc-4-1300, puc-4-500, pUC-7-500 y pUc-7-600
fueron secuenciados utilizando partidores del vector pUC-19 en el
sentido indicado por las filechas onduiadas (Fig. 27). Producto de
estas secuencias se obtuvo un segmento de 664 nucledtidos (nt),
correspondiente a un segmento de 167 nt rio arriba del sitio de corte
Nsi(a) v al inserto de 497 nt del subclon pUC-4-500.

Las secuencias de los subclones puc-7-500 y pUC-7-600 fueron
casi idénticas a las obtenidas de la secuenciacidén de los subclones
plic-4~1300 y pUC~4-500. La tnica diferencia correspondié al sentido
de 1la hebra codificante, como se muestra en la Figura 27. Sin
embargo, como sélo se secuencid un extremo del subclon pUC-7-500,
regiones internas del gen de la DNA polimerasa tipo B de T.cruzi
transportada por este pidsmido, quedaron sin secuenciar. Por lo que

no se puede descartar que en dichas regiones no secuenciadas del gen
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transportado por el pidsmido pUC-7-2, existan algunas diferencias con
el gen transportado por el plédsmido pUC-4-3500.

En la Figura 28 se muestra la secuencia nucieédtidica y 1la
secuencia aminoacidica deducida del segmento de 664 nucledtidos
transportado por el pldsmido recombinante, pUC-4-3500. La deduccién
de la secuencia aminodcidica se basé en buscar agquellos marcos de
lectura con los cunales se obtuviera la mayor identidad con 1los
distintos péptidos de la DNA polimerasa tipo § de T.cruzi, descritos
anteriormente, v con la estructura primaria de la DNA polimerasa B de
rata descrita en 1la literatura (Matsukage y col., 1987). Se puede
observar que, como la secuencia nucledtidica todavia no es perfecta,
la secuencia aminodcidica deducida posee varios cortes o corrimientos
del marco de lectura (Fig.28). Sin embargo, en todos aguellos casos
en que existen fracturas de dichos marcos se obtuve identidad casi
perfecta con determinados péptidos de la DNAR polimerasa de T.cruzi.
Es asi como todos los aminodcidos de 1los péptidos 21 y 27
coincidieron perfectamente con la secuencia amincacidica deducida del
segmento de 664 nucleétidos wcontenido en el plédsmido pUC-4-3500
(Fig.28). Asimismo, otras secuencias importanfes coincidieron
exactamente con segmentos de los péptidos 18 y 30.

Finalmente, se indican en la Figura 28, los sitios de corte para
ias enzimas de restriccidén NsiI (nucle6tidos 167-168), Hind III
(nucledtidos 629-630) y Pst I (nucledtidos 663-664). Es importante
sefialar gque el largo del fragmento NsiI-PstI corresponde a 496
nucledtidos, el cual coincidié casi exactamente con el largo de 500

pb determinado mediante estudios de "Southern-blot" (Fig.27).
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TCG CCA GTG CAT GGG TTC GGT CCA CGC GCA CGA GCT GCA CTC TTT GAT CGA
s 0] v H G F G P R A R A A L F D R
PEPTIDQ 18 (Segmento 7-14)

GAG GGC ATA TTT ACC GTGC GAG GAA CTC ATA GAG AAG GCC GAT CGT ATT CAG
E G I F T \Y BE E L I E K A D R I 0
TPG ACA GAC CAG CAG CGC GTG GGC GTA AAA TAC TTC CAC GAT ATC AAT GAG
L T D Q Q R v G v K Y F H D I N E

NsiI -
AAG ATT CCT ATG CAT GAG TCC GTC TTG CAT GAA AAT TTC CTC CGC GAA AGT
K I P M H E S v L H E N F L R E s
GTG CAG GCT CGG CTC ACC TCC GAT TAT GAA ATT CAA GTG TGC GGT ACG T
v Q A R L T S D Y E I Q A C G T
AGT CGT CGC CGG CAT CCG TTC AGC GGT GAT GTG GAC GCC ATT CTT GCA CGC
S R R R H P F S G D v D A I L A R
PEPTIDO 30 (Segmento 4-8)

ACA TTA AGT GCC CCA CCA CTT GA-C-TG CCC AGT GTA CGA ATA CCG GGG TGC
T L S A P P L D L P 5 v R I P G C
CTC GGT ACG CTT GTG GAT TAC CTT CAG GAG CGA AAC TAC CTC GAG GCA ACA
L G T L v D Y L 0 B R N ¥ L B A T

PEPTIDO 21
ATG GCA CAG GGG CCA CTC AAG TAC ATG GGC ATG GGT CGT CTG CCT CCT CGC
M A 0 G P L K Y M G M G R L P P R
ACA ACA AAT GGG ACG ACA AAG CAC TAC AAG GCC CGT CGC GTG GAT ATT CGA
T T N G T T K H Y K A R R \') D I R
CTT ATT GAG GCC—————— GA TCG GTG CCC ACT GCC CTT CTC ACG TTT ACC GGC
I, I E A S v P T A L i T F T G
PEPTIDO 27
AGC AAG AAC TTT AA-T-GT GAT CAT CGT CAA GCC GCC ATC AGT AAA GGA TAC
8 K N F N C D H R Q A A I ) K G k4
HindIII
CTT TTG AAC GAA TAC GGC CTT TTT AAG CTT GGC AGC CCG GAG GAG GTG AAG
L L N E T G L F K L G S P E E v K
PstlI =
GCG CTG CAG 664 .
A L 0 221
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Fig. 28. Secuencia nucleotidica y secuencia aminoacidica deducida
de un segmentoc del gen de la DNA polimerasa tipo B de Trypanosoma

cruzi.

a fin de obtener el mejor ajuste posible con las secuencias sefialadas.

Los

segmentos

subravados

corresponden a

los

] péptidos
sgcuen01ados de muestras de la DNA polimerasa tipo B del pardsito (ver
Fig.15). La'sgcgencia amincacidica deducida corresponde a la secuencia
con mayor similitud a los péptidos y a la estructura primaria de la DNA
pollmerasa.B de rata (Davies y col., 1994). Debido a imperfecciones de
la secuencia nucleotidica provocada por condensaciones de bandas 6 baja
resolucion de zonas de la electroforésis para secuenciacién (Sambrook
y col., 1989), en algunos sectores hay corrimiento del marco de lectura

Asimismo, se indican los sitios de restriccién para las endonucleasas

NsiI, Hind III y Pst I.
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Comparacién de la secuencia aminoacidica deducida del gem de la DNA
polimerasa tipo B de T.cruzi con la estructura primaria descrita para
la DNA polimerasa B de rata.

En la Figura 29 se muestran los resultados de una comparacidn
entre la estructura aminoacidica deducida del segmento de 664
nuciedtidos del gen de 1a DNA polimerasa tipo B de T.cruzi, y un
segmento eguivalente entre los aminodcidos 94 y 317 de la mencionada
enzima de rata (Davies y col., 1994)}. Los resultados corresponden al
mejor ajuste de dos secuencias comparadas, aungue para lograr tal
ajuste fuera necesario cortar ambas secuencias. La comparacién se
reaiizé mediante inspeccién viswal y la ayuda de un programa
computacional que busca la mayor identidad entre dos secuencias
comparadas (PC/GENE). Utilizando dicho procedimiento se logré un
porcentaje de similitud e identidad de wun 37,5 y 52,2%,
respectivamente. En general se observa que, los mayores grados de
similitud entre ambas secuencias tienden a concentrarse en las
regiones donde existen estructuras secundarias a-helices 1 hojas B.
En este sentido se destacan los altos grados de similitud observados
en ia hoja B nitmero siete (B7) y la a-hélice aI. Es interesante
observar que, precisamente, es en esta hoja B donde se localizan los
importantes residuos cataliticos D256, R258 y R254 correspondientes
al motivo A descrito en la estructura terciaria de la DNA polimerasa
de rata ( Davies y col., 1994; Pelletier y col., 1994; Sawaya y col.,
19984). sin embargo, también se destaca por su alto grado de similitud
el segmento entre ias hojas B ntmero tres y cuatro (B3 y B4), el cual

también coicide con la ubicacién de tres importantes residuos
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Fig. 29. Comparacién de secuencias aminodcidicas del fragmento de
226 aminoidcidos deducidas del gen de l1a DNA polimerasa tipo § de
T.cruzi (POLB-Tc) con la estructura primaria descrita para la DNA
polimerasas P de rata (POLB-RATA, Davies y col., 1994). En la figura
se muestran la localizacidén de las a-hélice {gA, aB...) y hojas 8
(B1, B2...) de acuerdo a la nomenclatura de Davies y col., 1894. Los
porcentajes de indentidad y similitud entre ambas secuencias fue de
37,5% (1) v 52,2% (:), respectivamente. La comparacién se realizd
mediante un programa de computacién (PC/GENE) e inspeccion visual
tratando de obtener el maximo de similitud. Notese que los cinco
primeros aminocdcidos corresponden al péptido 18 {(en cursiva). Los
aminodcidos con importancia catalitica se sefialan con *. Los péptidos
18, 30, 21 y 27 se destacan con negritas (ver Fig.15).
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cataliticos, correspondientes a los dcido asparticos 190 y 192 (D190
y D192}, vy ia glicina 189 (Gi89), los cuales son componentes del
fundamental motivo cataiftico ¢ (Davies y col., 1994; Pelletier y
col., 1994; sawaya y col., 1994).

Como se sefiald anteriormente, los bajos porcentajes de identidad
y similitud observados en la comparacién de los péptidos de la DNA
polimerasa tipo B de T.cruzi con 1la enzima de rata, comprueban
nuevamente el bajo grado de similitud e identidad gque existe entre
ambas enzimas. Por ejemplo, a pesar de la perfecta homologia del
péptido 21 con la secuencia aminoacidica deducida del gen de la DNA
polimerasa tipo B de T.cruzi, este péptido tiene un bajo porcentaje
de identidad con el segmento respectivo de ia DNA polimerasa de rata.
Es interesante destacar que, de acuerdo a esta comparacién, dicho
péptido abarcaria todo el segmento correspondiente a la hoja B5 de la
enzima de rata. Asimismo es interesante sefialar que el segmento del
péptido 30 corresponderia exactamente al motivo catalitico C descrito
para la DNA polimerasa de rata (Davies y col., 1994; Sawaya y col.,
1994). Esto ratifica que la secuencia aminoacidica deducida para ese
importante segmento de la DNA polimerasa de T.cruzi, efectivamente
seria la sefialada en las Figura 28 y 29. Finalmente, tal como se
habjia predicho en ia comparacién de los péptidos de la enzima de
T.cruzi con ia enzima de rata, el promedio general de los porcentajes
de simiiitud e identidad de dichos estudios (52,8 y 38,9%,
respectivamente) fueron muy cercanos a los determinados en esta nueva
comparacién, correspondiente a un segmento de aproximadamente 221

aminodcidos de la cadena polipéptidica de la DNA polimerasa tipo B de
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T.cruzi.

Comparacién de los perfiles de hidrofobicidad de la secuencia
aminodcidica deducida del gen de 1a DNA polimerasa tipo B de T.cruzi
y la estructura primaria de la DNA polimerasa B de rata.

Los perfiles de hidrofobicidad de ambas DNA polimerasas se
obtuvieron de acuerdo al método descrito por Kyte y Doolittle (1982)
vy utiiizando una ventana de 7 residuos (Fig. 30). En la parte
superior de la figura se indica 1la posicién de las estructuras
nimeros en la parte inferior de la figura corresponden a la ubicacién
de los residuos del segmento de la enzima de T.cruzi. En general se
observa que el perfil de la enzima de T.cruzi (panel inferior) es muy
simiiar al perfil del segmento gue comprende los aminodcidos 94 y 317
de la enzima de rata (panel superior). Sin embargo, después del
aminoacido 150 se observa que existe un corrimiento del perfil de 1a
DNA polymerasa de T.cruzi. Este desplazamiento coincide con 1los
cortes realizados en la secuencia de la enzima de rata para lograr un
buen alineamiento con el segmento de la enzima de T.cruzi (Fig. 29).
Como se aprecia en la figura, la localizacién de 1los motivos
cataliticos A v C tienen un muy similar perfil hidrofébico. Otro
hecho importante es gque el cardcter hidrofdbico de las estructuras
secundarias es variable v que, en la mayoria de los casos, la mayor
similitud entre los perfiles generados por ambas secuencias coincide
con la posicién de una estructura secundaria determinada. Por
ejemplo, una zona de gran similitud emntre ambos perfiles localizada

entre los residuwos 115 y 146, coincide con 1la
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ubicacién de la a-hélice aoH y las hojas B5 v B6. Similar situacién
ocurre con otras zonas de los perfiles, como la regién entre los

residuos 28 y 47, 183 y 202.
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Andlisis mediante "Southern-blot? del gen de la DNA polimerasa

tipo B de T.cruzi
DNA total de formas celulares epimastigotes de T.cruzi fue
digerido «con distintas enzimas de restriccién, sometido a
eletroforesis en un gel de agarosa v transferido a filtros de nylon,
tal como se describid en Materiales y Métodos. Los filtros fueron
analizados wutilizando como sonda el fragmento de PCR de 550 pb,
anteriormente mencionado. Se observa (Fig.32) que en la mayoria de
ios casos la sonda hibridd con fragmentos de gran tamafio, en un rango
de 21,1 a 5,2 kilo bases (kb). Inciuso cuando las enzimas utilizadas
fueron EcoRI, Hind III y SmaI. Sin embargo, las enzimas Dsa V, Hpal,
MspI y NsiI generaron fragmentos de menor tamafio que hibrididaron con
la sonda mencionada. Es importante destacar gque en todos los casos
las enzimas generaron fragmentos de una ampiia gama de longitudes,
como se observé en el gel tefiido con bromuro de etidio antes de ser
transferido al filtro correspondiente (no mostrado). Con respecto a
las digestiones observadas con las enzimas Dsa V y NsiI, se debe
mencionar que en ninguno de los dos casos la serie de bandas
observadas corresponden a miltiplos de una misma banda (Fig.31). Es
claro que en el caso de Nsi, la serie de bandas fue generada por
digestién parcial de la muestra de DNA y que cuando se realizé
digestidn total sdlo se observaron dos bandas de aproximadamente 1,0

y 1,6 kb.
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Fig.31. Estudio mediante técnicas de "Southern-blot" de la

crganizacién del gen de la DNA polimerasa tipo 8 de T.cruzi en
el clon Dm28c. Cada muestra de DNA (2 ng) de epimastigotes fue
digerida con 10 unidades de cada enzima de restriccidn
indicada en la figura, sometida a electroforesis, transferidas
a filtros de nylon y analizadas con el fragmentoc de PCR de 550
pares de bases el cual fue utilizado como sonda, tal como se
describié en Materiales y Métodos. Al lado de la figura se
indican en kilo bases (Kb) 1los largos estimados de cada
fragmento de DNA.
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Analisis mediante "Northern-blot? de la expresién del gen de la
DNA polimeras tipo B de T.cruzi.

En la Figura 32 se muestra el andlisis mediante "Northern-blot'
de tres muestras de RNA total provenientes de tres formas celulares
del pardsito T.cruzi. La sonda utilizada en este experimento fue
preparada a partir del fragmento de PCR de 550 pb, anteriormente
mencionado. Las muestras de RNA fueron preparadas de 500, 150 y 500
millones de epimastigotes (carril 1), tripomastigotes de cultivo
celular (carril 2) y metaciclicos (carril 3), respectivamente. Se
observa gqgue la muestra proveniente de tripomastigotes de cultivo
celular (carril 2) origind una intensa sefial con la sonda mencionada.
Esta seflal fué varias veces superior a la originada por las otras dos
muestras provenientes de las otras formas celulares. Notese que una
muestra de RNA purificada de células de cultivo Vero (carril 4) sélo
se observé una leve mancha, totaimente fuera del intervalo de
longitud observada para las otras muestras. La longitud estimada de
los RNA que hibridan con la sonda de 550, seria alrededor de 1,77

kilo bases (kb).




Fig.32. Andlisis mediante "Northern-blot" de muestras de RNA
procedentes de distintas formas celulares de T.cruzi
utilizando como sonda el fragmento de PCR de 550 pares de
bases. RNA total aisladoc de epimastigotes ({carril 1),
tripomastigotes de cultivo celular (carril 2), metaciclicos
(carril 3) y células Vero (carril 4), correspondientes a 500,
150 v 500 millones de parasitos, respectivamente. Los
marcadores sefialados en la figura en kilo bases (Kb).
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DISCUSION

Durante mucho tiempo el conocimiento sobre las DNA polimerasas
de un importante grupo de eucariotes inferiores, constituido por
algas, protozoos y aiguﬁos hongos, ha sido muy limitado. En parte
importante estas limitaciones se han debido a las grandes
dificultades gue han existido para lograr purificar a homogeneidad
dichas enzimas. Esto no sélo ha sido consecuencia de las dificultades
para obtener el material biolégico, a la accién proteolitica 6 la
presencia de inhibidores enddgenos, sino gque también algunas veces a
particularidades de las mismas enzimas estudiadas. Producto de estas
iimitaciones, la informacién disponible en la literatura sugeria que
en algas y protozoos podrian existir DNA polimerasas distintas a las
descritas en eucariotes superiores (Mc Lennan y Keir, 1975; Tait y
Cummings, 1975; Ross y Harris, 1978; Dube y col., 1979; Marcus y
col., 1980; Aoshima ¥ col., 1984). En este cuadro, un caso de
particular importancia ha sido la situacién respecto a las DNA
polimerasa tipo B. Al comienzo de los estudios se 1legd a postular
que este tipo de enzimas no existian en eucariotes unicelulares
debido a que eran producto de un estado evolutivo superior
correspondiente a los metazoos (Chang, 1976). Posteriormente 1los
mismos autores demostraron que este tipo de enzimas no séio se
encontraban presentes en organismos unicelulares sino que su baja
masa molecular era altamente conservada (Chang vy col., 1982). Desde

esa época, hasta ahora, se han descrito multiples posibles DNA
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polimerasas tipo B en eucariotes inferiores (Ganz y Peariman, 1980,
Schiebel y Raffael, 1980; Sakai vy Watanabe, 1982a; Sakai y Watanabe,
1982b; stauder y col., 1983; Holmes y col., 1984; Holler y col.,
1987; Nolan vy Rivera, 1991; Torri y Englund, 1992; Shimizu v col.,

ellas fueron purificadas a homogeneidad y caracterizadas. Estas

corresponden a una DNA polimerasa de Tetrahymena thermophiia (Ganz y

hacer notar que ninguna de estas tres probablies DNA polimerasas tipo
B retine las clédsicas propiedades descritas para las DNA polimerasas
B de vertebrados, pues aunque dos de ellas poseen masas moleculares

cercanas a las de sus congeneres de vertebrados, como es el caso de

las enzimas de T.thermophila (Ganz y Pearlman, 1980) vy de

fueron concordantes.

Aislamiento de tres fracciones con actividad DNA polimerdsica de

epimastigotes de T.cruzi.

Con el objetivo de estudiar el grado de similitud que existe
entre las DNA polimerasas de protozoos y las DNA polimerasas de
vertebrados, se emprendid el estudio de estas enzimas en el pardsito
causante de la enfermedad de Chagas, T.cruzi. Producto de esta tesis
se aislaron tres fracciones enzimadticas mayoritarias, las gue fueron

denominadas DNA polimerasas fraccién A, B y C. Las caracteristicas
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bioquimicas, asi como algunos experimentos con antisueros ,
sugirieron fuertemente que dichas fracciones correspondian a
distintas entidades moleculares. Las fracciones A y B copurificaron
a lo largo de la mayor parte del protocolo de purificacién, sin
embargo en 1a Wltima etapa fueron claramente separadas mediante
cromatografia en fosfocelulosa. Ademds, al estudiarse la utilizacién
de matrices se observéd que ambas fracciones enzimaticas tenian
diferente preferencia por ellas. Concordante con estos resultados,
experimentos de inmunoprecipitacidén apoyan fuertemente ia idea que
las DNA polimerasas contenidas en la fraccién A y B corresponden a
distintas entidades moleculares.

A diferencia de las dos fracciones anteriores, la fraccién C fue
tempranamente separada de ellas mediante cromatografia en DEAE-
celuiosa. Estudios de sedimentacién en gradientes de glicerol
mostraron claramente que la fraccién A y C poseian distintas masas
moleculares. Lamentablemente, debido a la inestabilidad de 1la
fraccidén B, no se pudo determinar su masa molecunlar para el estado
nativo. Otro punto de diferencia muy importante entre la fracciém C
y las otras dos fracciones fue la utiiizacién de matrices. Se observé
que esta actividad enzimdtica utilizaba casi exclusivamente poli(dC)-
oligo(de) como substrato. No existe en la l1literatura informacién
sobre alguna DNA polimerasa con similares caracteristicas proveniente
de organismos unicelulares. 86lo algunos informes antiguos de
estudios en extractos de céluias de mamiferos describen a una
actividad DNA polimerdsica dependiente de poli(dc)-oligo(dG)

probablemente asociada a un complejo replicador (Kaftory y Fry, 1978;
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fraccién A y C considerando que todas ellas eluyen a una simiiar
fuerza idnica desde una columna de fosfocelunlosa. Esto se basa en el
hecho que en los protocoios anteriores (Solari y col., 1983; Rojas y
col., 1992) no se fraccionaba la actividad DNA polimerasa total
mediante cromatografia en DEAE-celulosa, la cual separa ia fraccidn
Ay B de la ¢, antes de realizar la cromatograffa en fosfoceiulosa.
Por lo tanto, la fracciénes A y ¢ podian eluir juntas de ia misma

columna de fosfocelulosa. Esta idea es concordante con la preferencia

por poli{dC)-oligo(dG) descrita para la Fraccién I (Rojas y col.,

-

posibilidad.

Purificacidn cercana a homogeneidad y caracterizacidn de una DNA
polimerasa tipo B de T.cruzi .

Con el objetivo de establecer si ia DNA polimerasa de baja masa
molecular aislada en la fraccién A podria corresponder a una DNA
polimerasa tipo B presente en T.cruzi, se procedié a purificar
extensamente ésta enzima. Para lograr esto se introdujeron aigunas
modificaciones al protocolo original. La mAs importante de ellas fué
eluir en un rango estrecho de fuerza iénica la primera coliumna de
fosfocelulosa con el propésito de separar tempranamente 1la DNA
polimerasa de la fraccién A de las otras dos actividades enzimdticas

, ¥ la segunda modificacién importante fué eluir con un gradiente de
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fuerza iénica la columna de DNA-celulosa. Bajo estas condiciones se
logrd, en pocas etapas, un alto grado de pureza, obteniendose una
actividad especifica final de 6,705 unidades/mg, con un rendimiento
de 28,8%.

El andlisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturantes de la fraccién mds purificada mostré que
ésta contenia una banda mayoritaria y otra minoritaria de masas
moleculares aproximadas de 50 y 45 kba, respectivamente. Estudios de
correlacidn entre actividad enzimdtica v composicién polipeptidica,
asi como el andlisis mediante una nueva técnica de geles de actividad
demostraron que unicamente la cadena polipéptidica de 50 kDa poseia
actividad DNA polimerdsica. Asimismo, estudios de "Western-biot"
apoyaron fuertemente la idea que dicha cadena polipéptidica de 50 kDa
corresponde a una DNA polimerasa intacta de baja masa molecuiar.

Con el objetivo de investigar si esta enzima de T.cruzi podria
ser una DNA polimerasa tipo B andloga a las descritas en vertebrados,
se procedid a estudiar .el efecto de distintos tipos de inhibidores y
su preferencia por matrices.

En general, se observd que el conjunto de resultados obtenidos
con inhibidores es concordante con las caracteristicas descritas para
DNA polimerasas B de eucariotes superiores (Fry, 1983; Hubscher,
la enzima fue totalmente insensible, tanto al inhibidor especifico de
las DNA polimerasas a, como afidicolina, asi como al inhibidor de ias
DNA polimerasas a, & y € replicadoras del genoma nuclear, BuPdGTP

(Burgers, 1989; Wang, 1991). Asimismo, la enzima de T.cruzi fue poco
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inhibida por dos agentes intercalantes del DNA, tales como Berenil y
bromuro de etidio. E1 primero de ellos descritos como fuerte
inhibidor de la replicacién mitocondrial en Trypanosoma brucei
(Newton vy Le Page, 1967}, y el segundo como fuerte inhibidor de la
DNA polimerasa y de mamiferos (Tarragé-Litvak y col., 1978; Fry,
1983).

De particular importancia fueron los resultados obtenidos con
ios reactivos N-etiimaleimida (NEM) y dd4TTP. De acuerdo a Ilos
criterios descritos para identificar a la DNA polimerasa B de
mamiferos (Waser vy col., 1979; Fry, 1983; Burgers, 1989; Wang, 199i;
y, a una concentracién 10 mM de dicha droga la enzima de T.cruzi
preservd su actividad en mds de un 50%. Por tal razén la enzima del
pardsito fué considerada resistente a NEM y por lo tanto concordante
con una de las principales caracteristicas de las DNA polimerasas f
de vertebrados. Asimismo, aungue la enzima de T.cruzi no alcanzé los
nivelies de sensibilidad descritos para sus congeneres de vertebrados
frente al d4TTP (Fry, 1983; Hubscher, 1984; Burgers, 1989; Kornberg
y Baker 1991; wang, 1991), éste resuité ser su mds potente inhibidor.

Con respecto a la utilizacién de matrices, la DNA polimerasa de
T.cruzi prefiri6é DNA activado en vez del substrato sintético poli(a)-
oligo(dT), como ocurre generalmente en el caso de las DNA polimerasas
8 de mamiferos (Chang, 1974; Tsuruo y col., 1974; stalker y coi.,
1876; Suzuki y col., 1977; Wang y col., 1977; Joenje y Benbow, 1978;
Ikeda v col., 1980; Fry, 1983; Hubscher, 1984). Una posibiiidad para
explicar dicha diferencia podria estar relacionada con la capacidad

para formar homodimeros u oligdmeros, tal como ha sido descrito por
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algunos autores (Yoshida v col., 1979). Sin embargo, se reguieren mas
estudios para establecer verdaderamente cual es la causa de dicho
resultado.

Otro punto importante de comparacién entre los distintos tipos
de DNA polimerasas de vertebrados es la capacidad de elongar
partidores de RNA (Spadari v Weissbach, 1975; Ikeda vy col., 1980;
Fry, 1983; Hubscher, 1984). En este sentido concordante con las
caracteristicas descritas para DNA polimerasas B de mamifero, 1la
enzima de T.cruzi tampoco pudo elongar estos partidores.

En conjunto la gran mayoria de los resultados anteriores apoyan
fuertemente la idea que la enzima de baja masa molecuiar de T.cruzi
corresponderia a una DNA polimerasa tipo B presente en este pardsito.
Es claro que ia enzima de este protozoo no podria corresponder a una
DNA polimerasa a, 6§ 6 € en base a su resistencia a afidicolina,
BuPdGTP y su baja masa molecular, pero también existen poderosas
evidencias en contra de la posibilidad de que sea una enzima tipo y.
En esta linea no sélo se puede considerar su baja masa molecular, en
contraposicién con la alta masa molecular descrita para enzimas tipo
v de vertebrados (Wernette y Kaguni, 1986; Insdorf y Bogenhagen,
NEM, la incapacidad de utilizar poli(A) como matriz y su escasa
sensibilidad a bromuro de etidio, caracteristicas que se contraponen
con las descritas para DNA polimerasas y de vertebrados (Tarragd-
Litvak vy col., 1978; Burgers, 1983; Kornberg y Baker, 1991; Wang,
1991}.

8{i comparamos esta DNA polimerasa tipo B de T.cruzi con otras
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enzimas similares purificadas a homogeneidad desde el
tripanosomatideo Critidia fasciculata (Torri y Englund, 1992; Torri
y col., 1994) v la levadura Saccharomyces cerevisiae (Shimizu y col.,

semejante en base a su sensibilidad parcial a NEM (50% de actividad
a 2 mM del inhibidor) y su masa molecunlar de 43 kDa. En cambio, ia
enzima de levadura fue sensible a dicho compuesto y presentd una masa
bioquimicas fueron muy similares entre la enzima de T.cruzi y la
enzima de levadura. Por ejemplo, ambas enzimas prefirieron DNA
activado como substrato y ninguna de las dos pudo utilizar poli{a)-~
oligo(dT). Ademds, el bajo grado de sensibilidad a ddTTP en ambas
enzimas fue similar, pero lejos de los altos grados de sensibilidad
descritos para DNA polimerasas [ de vertebrados (Fry, 1983; Burgers,
1989; wang, 1991). Estos resultados son muy interesantes, pues ellos
muestran que efectivamente existen diferencias entre las propiedades
biogquimicas de las DNA polimerasas tipo B de organismos uniceluiares
y sus congeneres de vertebrados, las cuales podrian ser explotadas
como blancos quimioterapedticos en la biisqueda de nuevos farmacos
contra importantes enfermedades parasitarias que afectan al hombre.

Con el objetivo de establecer el grado de similitud estructural
gque existen entre la DNA polimerasa tipo B de T.cruzi vy sus homélogas
de vertebrados se procedié al clonamiento del gen que codifica para

dicha enzima en este parasito.

Clonamiento del gen que codifica para el dominio cataiitico de ia DNA
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polimerasa tipo B de T.cruzi.

Estudios mediante protedlisis controlada habian mostrado que ia
estructura terciarfia de la DNA polimerasa £ de rata podia dividirse
en un dominio N-terminal de 8 kDa, responsable de la unién a DNA
monohebra, y otro dominio C-terminal de 31 kba, responsabie de ia
actividad catalitica (Kumar y col., 1990a; Kumar y col., i990b). La
secuenciacién de un cDNA y del gen de dicha enzima reveid un marco de
lectura de 1.005 nucledtidos que codificaban para una proteina 5e 335
amincdcidos cuya masa molecular era de 38,269 kDa (Matsukage y col.,
1987). Recientemente se informé en la literatura ia descripcién de ia
estructura terciaria de la DNA polimerasa B de rata (Pelietier ¥y
col., 1994; sawaya y col., 1994; Davies y col., 1994). En estos
trabajos se informa que 1la estructura terciaria del dominio
catalitico se puede dividir en tres subdominios constituidos por: un
subdominio N-terminal formado por los aminodcidos 85 al 149, un
subdominio central formado por los aminodcidos 150 al 26i y un
subdominio C-terminal formado por ios aminodcidos 262 al 335. En base
a una analogia con la forma de una mano, al subdominio N~terminai se
le denominé "subdominio dedos", al central "subdominio paima®™ y al c-
terminal "subdominio pulgar". De acuerdo a la descripcién de Davies
y col., 1994 (Fig.5), el subdominio N-terminal estarfa compuesto por
cinco a-helices (aA, aB, aC, aD y aE); el subdominio central por tres
a-helices (aF, oG y aH) y siete hojas B (8i, B2, B3, B4, B85, B6 v
B7); v el subdominio C~terminal por tres a-helice (aI, aJ y aK), dos
hojas B (B8 y B9) v una estructura 3jj- Sin embargo, el nicleo del

subdominio central estaria compuesto séilo por cinco hojas B
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alternadas entre si (B2, B4, B7, B6 y B5) flangueadas por el par de
a-helices aoF y aH (Fig.4). De acuerdo a estos autores (Peiietier y
col., 1994; Sawaya y col., 1994; Davies y col., i994), tres residunos
fundamentales para la catdiisis enzimitica, correspondiente a ios
4dcido aspArticos Di90, Di92 y D256, estarian locaiizados cercano a ia
hoja B4, en la misma hoja PB4 y en 1a hoja B7, respectivamente. De
acuerdo a Davies y col., 1994, otros dos residuos que participarfan
indirectamente en lia unién del metal bivalente, a través de ia
formacién de interacciones iénicas con los residuos D192 vy R256,
serian las argininas 254 y 258 (R254 y R258). Al iguai que el residuo
R256, estas argininas también estan localizadas en 1a hoja B7.

Residuos importantes que estarian implicados en 1a unién deil
desoxinucledtido como, las argininas 149, 182 y 183 (Rid9, Ri82 y
Ri83), la serina 180 (siB80) & la glicina 189 (Gi89) estarian
localizadas en diferentes posiciones, tanto fuera como dentro de ias
estructuras secundarias descritas por dichos autores (Pelletier y
col., 1994; Sawaya y col., 1994; Davies y col., 1994). Asf por
ejemplo, el residuo Gi89 estaria localizado entre las hojas B3 y B4.
En cambio los residuos R182 y Ri83 estarian formando parte de ia a-
helice aG. Por otro lado, los residuos Ri4Y y Si80, el primeroc
estarfa justo antes del comienzo de la hoja Bl y el segundo ail
comienzo de ia a-hélice aG.

Utilizando la informacién derivada de la secuencia aminoacidica
de dos péptidos de 1a DNA polimerasa tipoc B de T.cruzi se
sintetizaron oligonucledétidos degenerados, con el fin de ser

utiiizados como partidores en ensayos de PCR. Mediante el uso de
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estos oligonucleétidos, denominados partidores i8s y 27as, se logré
amplificar un fragmento de 550 pb desde una muestra de DNA genémico
procedente de epimastigotes de T.cruzi. E1 clonamiento, posterior
secuenciacién de este fragmento y su comparacién con secuencias
aminodcidicas de péptidos de la DNA polimerasa tipo B de T.cruzi y ia
estructura primaria descrita para la DNA polimerasa B de rata
(Matsukage y col., 1987) permitié establecer que éfectivamente el
fragmento de 550 pb codificaria para un segmento importante del gen
de 1a DNA polimerasa tipo B de este pardsito. Utiiizando este
fragmento de PCR como sonda se analizé una genoteca de DNA gendmico
de T.cruzi construida en el vector Agtii. Se aislaron tres ciones los
que fueron denominados pUC-7-2, puUC-8-i y pUC-4-3500. E1 mapa fisico
de los insertos contenidos por estos clones, reveld que pUC-4-3500 y
pUC-8-1 eran idénticos, en cambio pUC-7-2 era diferente a ios otros
dos. Se observé que la secuencia de sitios de restriccién tanto en el
plasmido pUC-4-3500 como en el pldsmido pUC-7-2 era la misma pero
orientadas en distinto sentido. Asimismo el mapa fisico indicéd que el
gen de la DNA polimerasa tipo $ de T.cruzi estaba localizados en un
segmento de aproximadamente 1,7 y 1,0 kb contenidos en los pldsmidos
pUC-4-3500 y pUC-7-2, respectivamente.

Con el fin de localizar exactamente la posicién del gen de ia
enzima de T.cruzi en ambos insertos y comenzar la secuenciacién de
dicho gen, se procedid al subclonamiento de ambos insertos. Se
obtuvieron cuatro subciones de cada pldsmido vy aquelios que, de
acuerdo al mapa fisico contenian el fragmento que hibridaba con ia

sonda de 550 pb, fueron secuenciados. Se obtuvo una secuencia de 664
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nucieétidos de 1los cuales 540 correspondieron exactamente a 1la
secuencia del fragmento de PCR de 550 y el restoc a secuencias
desconocidas del extremo 3° del gen de T.cruzi. La gran mayoria de
esta secuencia se obtuvo de la secuenciacién completa de uno de los
suciones conteniendo un inserto de 500 pb y el resto a 1la
secuenciacién parcial de un subclon vecino conteniendo un inserto de
i,3 kb. La secuencia aminoacidica deducida del segmento de 664
nucledtidos mostré una identidad casi perfecta con distintos péptidos
de ia DNA polimerasa tipo B de T.cruzi. Al compararse dicha secuencia
de aminodcidos con la estructura primaria de la DNA polimerasa B de
rata (Matsukage y coi., 1987; Davies y col., 1994) se obtuvo un
porcentage de identidad y similitud de 38,9% vy 52,8%,
respectivamente. De acuerdo a esta comparacién, el segmento
secuenciado del gen de la DNA polimerasa de T.cruzi abarcaria desde
el residuo 94 al 317 de la enzima de rata, lo que corresponderia a
cagi el 90% del-”dominio C-terminal de dicha enzima de mamiferos
compuesto por 250 residuos (Davies y col., 1994). Esto significa que
el segmento secuenciado del gen de 1a DNA polimerasa tipo B de
T.cruzi abarcarfa todo el subdominio central denominadoe "paima"
comprendido entre los residuos 150 al 261 en la enzima de rata, casi
todo el subdominio C-terminal y parte importante del subdominio N-
terminal (Davies y col., 1994; Pelietier y col., 1994; Sawaya y col.,
1994).

Al realizarse un estudio mds detallado de 1la secuencia
aminoacidica derivada del segmento de 664 nuciebétidos, se observé un

alto grado de divergencia entre dicha secuencia y la secuencia
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descrita para la DNA polimerasa § de rata (Matsukage y col., 1987).
Se observd que los mayores grados de identidad coincidian con ios
segmentos que forman estructuras secundarias, principaimente a-
helice. Sin embargo, uno de los segmentos mis conservados, de acuerdo
a la comparacién con la enzima de rata, coincide con ia posicién de
la hoja 7. Como se menciond anteriormente, esta estructura es
fundamental para la catdlisis debido a 1a ubicacién de ios residuos
R254, D256 y R258, los cuales estarian presentes en la secuencia de
este fragmento de T.cruzi.

Es interesante gque otra regién con un aito grado de simiiitud
entre las enzimas de ambas especies correspondié al segmento que
forma el motivo catalitico C el cual estd constituido por los
importantes residuos Di90 y D192 (Davies y col., 1994; Joyce vy Steitz
1994; Pelletier y col., 1994; Sawaya v col., 1994). La comparacién de
ambas secuencias aminoacidicas reveld que en ia enzima de T.cruzi no
s6lo estarian presentes residuos correspondientes a los aminodcidos
D190 y D192, sino que también el residuo G189, postulado como posibie
participante en la unién de los fosfatos del desoxinuciedtido durante
la sintesis de DNA (Sawaya y col., 1994).

Otros residuos ipcalizados afuera de los motivos A é C pero que
de acuerdo a estudios mediante modificacién quimica (Basu y col.,
1989), mutagénesis dirigida (Date y col., 1990) y andlisis de la
estructura terciaria de la DNA polimerasa [ de rata (Sawaya y col.,
1994) serian fundamentales en la catdlisis de la enzima, son las
argininas 182 y 183 (Ri82 y Ri83). De acuerdo a la comparacién de ia

secuencia aminoacidica deducida del gen de la DNA polimerasa tipo
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de T.cruzi con la estructura primaria de ia enzima de rata, estos
residuos también estarian presentes en la enzima dei pardsito.

El analisis de la estructura terciaria de la DNA polimerasa f de
(Pelletier y col., 1994) mostré una serie de residuos probabiemente
implicados en la unién de la desoxiribosa y la base del agqueiios
sustratos. De acuerdo a Davies y col., (1994) los residuos tirosina
271 (v271), fenilalanina 272 (F272}, D276 y asparagina 279 (N279)
formarfan un sitio de unién de 1a desoxiribosa. Sin embargo,
Pelletier y col., (1994) postulan que los residuos D276 y N279
interacdcionarian con la base del desoxinucleétido v sélo ios residuos
Y271, F272, ademds de una glicina 274, interaccionarian con la
desoxiribosa. Al comparar estos residuos con 1a secuencia
aminoacidica deducida del gen de 1a DNA polimerasa tipo B de T.cruzi
(Fig.29), se observa gue los residuos F272, G274 y N279 estarfan
conservados en la enzima del paradsito. Otros residuos no mencionados
por dichos autores (Davies y col., 1994; Pelletier y col., 1994},
localizados en el mismo segmento gque interaccionaria con ia
desoxiribosa y conservados en la enzima de T.cruzi son el Yi73 y ia
serina 175 (S175). Asimismo otro residuo conservado, no mencionado
por dichos autores y gque formaria parte dei segmento que
interaccionaria con 1la base del desoxinucleétido seria ia
fenilalanina 178. Estos resultados son muy importantes, pues no séio
apoyan la idea que algunos de los residuos postulados por Davies y
col. (1994) y Pelletier y col. (i994) participarian en ia interaccidn

de la desoxiribosa y la base del desoxinucledtido, sino que ademis
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sugieren fuertemente gque otros residuos desconocidos, también
tendrian un papel relevante en dichas interacciones. Asimismo, estos
resultados, sugieren que aqueiios residuos no conservados en ia
enzima de T.cruzi no tendrian ningdn papel en las interacciones
postuladas por dichos autores.

Otros residuos que, de acuerdo a los estudios de la estructura
terciaria de la enzima de rata, participarian en la interaccién con
los fosfatos del desoxinucleétido serian ia arginina 149 y ia serina
180 (Davies y col., 1994; Pelletier y col., 1994). De acuerdo a ia
comparacién con la secuencia aminoacidica deducida del gen de 1ia
mencionada enzima de T.cruzi (Fig.29), sdlo el residuo Si80 estaria
conservado en la enzima del pardsito. De acuerdo a Pelletier y col.
(1994) este residuo, junto con el mencionado residuos Ri83,
participaria en la unién del fosfato B del desoxinucleétido.

Estudios de la estructura terciaria de la DNA polimerasa de rata
cristalizada junto con una matriz-partidor (Pelietier y col., 1994}
revelaron a un conjunto de residuos posiblemente involucrados en ia
interaccién con dicho sustrato. Estos residuos Jiocalizados en
distintos subdominios de dicha enzima corresponden a ios aminodcidos
G105, G107, s109, A1i0, R254, lisina 230 (K230), treonina 233 (T233),
K234, ,T292, Y296, Y271 y R283. De acuerdo a Pelletier y col. (i994),
los diez primeros aminodcidos mencionados interactuarian con los
fosfatos de la matriz de DNA, en cambio los dos dltimos, junto con el
residuo K234, interactuarian con las bases nitrogenadas de dicha
matriz. Al comparar la secuencia aminoacidica deducida del gen de

T.cruzi con la estructura primaria de la DNA polimerasa B de rata
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(Fig. 29) se observa que los aminoacidos G165, ¢i07, Aii6, R254, 1234
y R283, estarian conservados en la DNA polimerasa tipo B de T.cruzi.
Notese que, como lo mencionamos anteriormente, ia tirosina 27i
también aparece relacionada con la interacciédn de 1la desoxiribosa del
nucledtido, v no estaria conservada en la enzima de T.cruzi. Al iguail
que las conclusiones antericres respecto a otros residuos
conservados, estos resultados apoyan fuertemente 1la hipdtesis que
dichos residuos tendrian un importante papel en la unién de la
matriz-partidor en todas las DNA polimerasa B y tipo B existentes en
organismos eucariéticos. Sin embargo, es necesario sefialar gue en el
caso de aquelios residuos no conservados en la secuencia aminocdcidica
deducida de este gen de 7T.cruzi, todavia no se puede descartar que
dichos resultados se puedan deber a imperfecciones de la secuencia
nucledétidica obtenida actuaimente. Para descartar tal posibilidad y
conocer el verdadero grado de divergencia de la DNA polimerasa tipo
B de T.cruzi con respecto a sus homélogas de vertebrados, serd
necesario, no sdéilo, secuenciar el gen completo que codifica para
dicha enzima, sino que ademds resecuenciar varias veces aqueiios
segmentos gue sean imperfectos o dudosos, tarea que estamos ciertos,
lograremos en un futuro muy cercano.
Un resumen de la comparacién entre la estructura primaria de ia
DNA polimerasa B de rata vy la secuencia deducida del gen de la DNA
polimerasa tipo B de T.cruzi, se muestra en la Figura 33. En este

esquema sélo se destacan los residuos cataliticos de los motivos A y

C v la localizacién relativa de los péptidos de la enzima de T.cruzi.
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Comparacidn de los perfiles de hidrofobicidad de las secuencias
aminodcidicas homéiogas de la DNA polimerasa tipo § de T.cruzi y ia
DNA polimerasa B de rata.

Es muy interesante que a pesar de la gran divergencia entre ias
estructuras primarias de estas enzimas, sus perfiies de
hidrofobicidad
fueron muy similares. En este sentido es muy ilustrativo mencionar
como ejemplo el segmento correspondiente al péptido 21 de ia enzima
de T.cruzi, el cual coincide con ia hoja B5 descrita en 1la enzima de
rata (Davies y col., 1994). Este segmento de i0 aminodcidos tiene
s6lo un 20% de identidad con el correspondiente segmento de la enzima
de rata. Sin embargo el perfil de hidrofobicidad de ambas secuencias
es muy similar. Esto reafirma los resultados obtenidos por el
alineamiento de ambas secuecias aminodcidicas y apoya fuertemente ia
idea que en la enzima de T.cruzi existirian las mismas estructuras
secundarias descritas en la enzima de rata, a pesar del alto grado de
divergencia entre ambas enzimas (Davies y col., 1994; Peiletier y
col., 1994; Sawaya y col., 1994).

Claramente se observé que los perfiles de hidrofobicidad de ios
segmentos que forman el sitio catalitico, denominados motivos A y C
(Davies y col., 1994), fueron muy simiiares entre ambas enzimas. Tail
como era de esperar debido al alto grado de simiiitud entre ias
secuencias aminodcidicas de dichas enzimas.

Otro hecho interesante evidenciado por los perfiies hidrofébicos

de estas enzimas es que, las zonas de mayor simiiitud de ambos
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perfiles coinciden con la ubicacién de estructuras secundarias, ya
sea a-hélice & hojas B. Sin embargo no existe un patrén comin
asociado a un determinado tipo de estructura secundaria. En algunos
casos a-hélices poseen un cardcter altamente hidrofilico, en otros,
presentan un cardcter totaimente inverso. Similar situacién se puede
adjudicar a las hojas B, sin embargo ia mayoria de ellas presentan

una tendencia hacia un cardcter hidrofébico.

Probable clonamiento del gen completo que codifica para ila DNA
polimeresa tipo B del pardsito T.cruzi.

Es muy probable que, al menos, el pidsmido puc-4-3500 contenga
el gen completo de ia mencionada DNA polimerasa de T.cruzi. Esto se
basa en las siguiente consideraciones:a) de acuerdo ai estudio
comparativo entre las estructuras primarias de ias DNA polimerasas
mencionadas anteriormente, gran parte del dominio C-terminai de ia
DNA polimerasa tipo B del pardsito estaria contenida en ei segmento
de 500 nucledtidos NsiI-PstI de ambos plasmidos recombinantes, b) en
pUC-4-3500, el segmento NsiI-PstI estd localizado casi en el centro
del inserto contenido por dicho vector, el cual esta flanqueado por
segmentos de mas de 1200 pares de bases, c¢) si se realiza una
estimacién del posible largo del gen de dicha enzima a partir de su
masa molecular de 50 kDa y considerando una masa moiecuiar promedio
de cada aminodcido de 126,7 Da (Sambrook, i989) se obtiene un vaior
de 395 aminodcidos, 1o que eguivale a un marco de iectura compuesto
por 1185 nucleétidos. Supdniendo una desviacién mdxima de hasta 1500

nucledtidos y considerando que en general ios genes de T.cruzi no
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poseen intrones (Campeteila y coi., 1992; Aslund y col., 1994),
faitarfa por secuenciar no mds de 900 nucleétidos de dicho gen. Esto
seria plenamente satisfecho por el pidsmido pUC-4-3500 cuyo inserto
rosee mas de 1200 nucledtidos a cada lado del mencionado gen.

Estudio de la organizacién del gen de ia DNa polimerasa tipo f
de T.cruzi

En el estudio de diferentes genes de T.cruzi se ha observado que
muchos de ellos estan organizados en conjuntos de varias copias
localizados uno detras de otro y orientados en un mismo sentido,
organizacién denominada genes en ftandem® (Aslund y col., 1994;
obtener una primera evidencia sobre el ndmero de copias y 1la
organizacién del gen de la DNA poiimerasa de T.cruzi se realizd el
andlisis del DNA total del pardsito mediante ia técnica de Southern
(1975) wutiiizando como sonda ei fragmento de PCR de 550 pb,
anteriormente descrito. La interpretacién de ios resultados sugiere
la posibilidad de que pudiera existir mis de un gen, sin embargo, es
muy improbable gque dichos genes pudieran estar organizados en
"tandem”. La primera posibiiidad se basa en ios resultados obtenidos
por digestién total del DNA con la enzima NsiI. En este experimento
ia sonda de 550 pb hibridé con una banda de i,6 kb y otra de 1,0 kb.
De acuerdo al mapa fisico de ios pidsmidos recombinantes pUC~-4-3500
Yy pUC-7-2, el fragmento de 1,6 kb, observado en ei "Southern-blot¥,
correspoderfa al segmento NsiI(a)-NsiI(b) descrito en ambos

plasmidos. Sin embargo, en ninguno de ios dos vectores seflalados
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existe un segmento NsiI-NsiI de i,0 kb. Una interesante alternativa
para explicar la presencia de dicho fragmento de i,0 kb es que el
segmento de DNA, correspondiente al inserto dei pldsmido pUC-7-2,
tuviera un tercer sitio Nsil locaiizado a i kb rio abajo del sitio
NsiI(a). Esto implicarfa que los insertos de ios pldsmidos puc-7-2
Y pUC-4-3500 serian diferentes, pues en el inserto dei plasmido puc-
4~3500 no existe ningin sitio NsiI locaiizado a i kb rio arriba del
sitio NsiI(a). Esto serfa coherente con las diferentes distancias
entre los sitios EcoRI-HindIII en ios insertos de ambos pldsmidos, io
cual es otro hecho que indica ia diferencia que existe entre ambos
insertos, y por ende en los segmentos de DNA que contienen ei gen de
la DNA polimerasas tipo § de T.cruzi.

Con respecto a la distribucién en ftandem® de posibies
diferentes genes de DNA poiimerasa tipo B de T.cruzi, esta
posibilidad es muy improbabie debido a que, si aszf fuera, las enzimas
Hind III y Sma I deberian haber generado, ai menos, dos fragmentos
que hibridaran con la sonda de 550 pb. Esto se basa en que, de
acuerdo al mapa fisico de los insertos contenidos en ios plamidos
pUC-7-2 y pUC-4-3500, hacia el extremo 3’ deil gen existe un sitio
para Hind III y otro para Smal. Por 1o tanto si dos & mds de estos
genes estubieran organizados en ‘tandem” en ei DNA dei parasito,
necesariamente un par de dichos sitios de restriccién gquedarian
entremedio de dos genes de DNA polimerasa tipo B. Por consiguiente,
al digerir el DNA con cuaiquiera de las dos enzimas mencionadas y
utilizando la sonda de 550pb, se deberian detectar, al menos dos

fragmentos. Sin embargo, no podemos descartar ia posibilidad que
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exista otra copia del gen que no contenga ninguno de los dos sitios
de restriccién mencionados. En tal circunstancia si serfa posible que
existieran dos genes localizados en tandem” gque al ser digeridos
con tales enzimas y analizados con la sonda, sélo se detectara una
Gnica seflal. Para diiucidar compietamente estas interrogantes se
requieren mayores estudios ampliando el espectro de enzimas de
restriccién y analizando muestras de DNA procedentes de distintas
cepas de pardsitos. Asimismo, la secuenciacién compieta y fidedigna
de los genes contenidos en ios pidsmidos pUC-7-2 y pUC-4-3500
demostrard feacientemente si corresponden a distintas copias del gen,
tai;s como alélos, 6 simplemente refiejan el polimorfismo de regiones
no codificantes.

Expresion del gen de la DNA polimerasa tipo B de T.cruzi en
diferentes formas celulares del parésito.

Muestras de RNA totales aisiados de tres formas ceiuiares de
Las muestras analizadas provenian de 1a forma proiiferativa
epimastigote y de las dos formas no-proiiferativas tripomastigote de
cultivo celular y tripomastigotes metaciciicos. Se observéd gque 1Ia
muestra procedente de la forma no proliferativa, tripomastigote de
cultivo celular, orgind una sefiai de hibridacién varias veces
superior a la de las otras dos formas anaiizadas. Esto sugiere gue en
aquella forma celuiar no-proliferativa el gen de la DNA polimerasa
tipo B se expresarfia con mucha mayor intensidad. sin embargo, es
necesario realizar méds estudios para descartar que dichas diferencias

observadas en este experimento puedan deberse a degradacién del RNA
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extraido de las otras formas de pardsitos.

Otro punto importante de analizar en el experimento de
“Northern-biot" es el posible tamafioc de los mensajeros gue
codificarian para el gen de la DNA polimerasa tipo B de T.cruzi. De
acuerdo a los resultados de este experimento, el tamafio de los RNA
gque hibridaron con la sonda de 550 pb seria alrededor de 1770 pb. Si
la estimacién es correcta y suponemos gue estos RNA son los
mensajeros que se traducen en la enzima nativa, la DNA polimerasa
tipo B de T.cruzi estaria constituida por aproximadamente 590
aminodcidos. Considerando una masa molecular promedio de 126,7 Da
darfia una masa molecular estimada de 74.753 Da, la cual no
concordaria con los 50 kDa determinada para la enzima purificada del
pardsito. Para determinar si efectivamente existen mensajeros de tal
magnitud que codifiquen para la enzima de T.cruzi, é estos resultados
se deben solamente a problemas técenico, se reguieren realizar més

estudios.
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CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

El conjunto de resultados muestra que en T.cruzi existirfan, al
menos tres DNA polimerasas v que una de elias serfa homéloga a la DNA
polimerasa B descrita en vertebrados. Las propiedades bioguimicas de
esta enzima fueron similares a la de vertebrado. Entre los aspectos
diferentes se pueden nombrar su mayor masa molecular, sensibilidad
parcial a N-etiimaleimida, baja sensibilidad a ddTTP e incapacidad de
utiliizar como matriz sustrato al ribopolimero poli{A}. En principio
estas diferencias sugieren ia posibilidad gue la DNA polimerasa tipo B
de T.cruzi podria ser utilizada como blanco quimiocterapéutico, sin
embargo para establecer hasta gue punto la enzima de T.cruzi es similar
a su homdéloga de vertebrado, es muy importante analizar otras
propiedades biogquimicas como 1a fidelidad, 1a procesividad, 1Ia
presencia de actividades asociadas como la exonucleolitica y el efecto
de otros inhibidores. Asimismo, estudiar cual es 1a importancia
fisiolégica de esta enzima en el paréasito.

El cionamiento y secuenciacién de un importante segmento del gen
de la DNA polimerasa tipo B de T.cruzi revela gque la secuencia
aminoacidica codificada por dicho gen tendrfa un alito grado de
divergencia con su homdloga de vertebrado, conservandose aguelios
residuos implicados directa o indirectamente en la catdlisis
enzimdtica, la unidn del desoxinucledtido y el DNA. Es probable que

otros residuos conservados correspondan a puntos vitales para la
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man£enci6n de la estructura nativa, lo cual seria concordante con la
gran similitud observada entre los perfiles hidrofébicos de segmentos
homélogos de las secuencias aminoidcidicas deducidas del gen de 7T.cruzi
y del gen de la DNA polimerasa B de rata. Con el objetivo de dilucidar
gi efectivamente los residuos conservados son imprescindibles en la
mantencién de la actividad catalitica 6 la estructura terciaria de esta
enzima, serd necesaric realizar estudios de mutagénesis dirigida v
analizar la tolerancia de la DNA polimerasa a las mutaciones de
aguellos residuos. Es posible que otros residuos conservados sean
vitales para el cumplimiento del papel fisioldgico de la DNA polimerasa
en el pardsito, y no tengan relacién directa con la catdlisis ni con ia
estructura de la enzima. En tal caso, para analizar dichos residuos se
podria intentar la anulacién de los genes endégenos mediante técnicas
de "nock-out" y transformar dichos pardsitos con genes mutantes de Ila
enzima.

Otros estudios de dicho gen del pardsito sugieren que podria
existir mAs de una copia de é1, los cuales no estarian organizados en
"tandem”, a diferencia de 1o que es usuwal para genes multicopias en
T.cruzi (Henriksson y col., 1990; cCampetella y col., 1992; Asliund vy
las poblaciones del pardsito, existan cepas de 7T.cruzi que posean
distintos nimero de copias & variabilidad en la organizacién del gen.
Con el fin de analizar este aspecto se podrian realizar estudios de
"southern-blot™, campo pulsado y PCR en diferentes poblaciones y clones
del parésito.

Finalmente, estudios preliminares plantean la posibilidad que los
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mayores niveles de expresién del gen que codifica para la DNA
polimerasa tipo 8 ocurran en una forma celular no proliferativa del
pardsito. Es decir, que a diferencia de lo observado en mamiferos,
exista una expresién diferencial del gen dependiendo del tipo celular
analizado. Ademds, es posible que el mencionado gen se exprese en
distintos niveles segin las condiciones fisioldgicas &6 experimentales
del parésito tales como: fstress’, efecto de agentes mutagénicos,
etapas del ciclo celular 6 envejecimiento celular. Para dilucidar estas
interrogantes se podrfa analizar mediante téecnicas de ‘Northern-blot
el RNA de pardsitos sometidos a dichas condiciones utilizando como
punto de referencia sondas de genes gue se expresen constitutivamente.

En resumen, los resultados generados por esta tesis constituyen un
importante avance en el conocimiento de un componente esencial de 1ia

biosintesis de los 4cidos nucleicos en eucariotes inferiores.
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