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“Algun dia en cualquier parte,
en cualquier lugar indefectiblemente te encontraras a ti mismo, y ésa, sélo ésa,

puede ser la mas feliz o la mds amarga de tus horas”.

Pablo Neruda.
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I. Resumen

Calreticulina es una proteina con multiples funciones presente en todas las células
de organismos superiores, salvo eritrocitos. En protozoos parasitos, hemos demostrado
que calreticulina de Trypanosoma cruzi (TcCRT) inhibe el sistema del complemento
humano y la angiogénesis y promueve la infectividad parasitaria. Esta proteina se expresa
en la superficie del parasito y en organelos citoplasmicos. Su gen posee una localizacién
cromosOmica variable, sugiriendo que TcCRT estaria codificada por multiples copias
génicas organizadas en “tandem” con posibles implicancias funcionales. Obtuvimos
ADN cromosomal de cultivos in vitro de epimastigotes. Mediante Electroforesis en Gel
de Campo Pulsado (PFGE), seguido por hibridacion con sonda radiactiva
(correspondiente al dominio C-terminal de TcCRT) localizamos el gen TcCRT en las
cepas Y, MF y Tulahuén y los clones DM28c y CI Brener. Para evaluar el nimero de
copias del gen TcCRT se realizdé una cinética de digestiones parciales con la enzima
BamH1 para generar fragmentos de ADN que contengan desde una a maltiples copias del
gen. Los productos de digestion fueron separados por PFGE y el gen fue detectado con la
sonda anterior. Nuestros resultados corroboran que TcCRT se encuentra en varios
cromosomas de diferente tamafio, probablemente correspondan a pares homélogos donde
TcCRT esta presente en una sola copia. Estos datos concuerdan con la secuencia
publicada del genoma de T. cruzi, ClI Brener, y sugieren que las multiples funciones de

TcCRT estarian controladas a nivel postranscripcional.



1. Abstract

Calreticulin is a multifunctional protein present in every cell of all higher
organisms, except erythrocytes. We have demonstrated that Trypanosoma cruzi (T. cruzi)
Calreticulin (TcCRT) inhibits the human complement system and angiogenesis, and
promotes parasite infectivity. It is expressed on the parasite surface, as well as in
cytoplasmic organelles. Its gene possesses a variable chromosomal location, suggesting
that TcCRT is encoded by tandemly ordered multiple copies, with possible functional
implications. We obtained chromosomal DNA from in vitro cultured epimastigotes. By
pulsed field gel electrophoresis (PFGE), followed by hybridization with a radioactive
probe (corresponding to the TcCRT C-terminal domain), we localized the TcCRT gene in
the Y, MF and Tulahuén strains and in the Dm28c and Cl Brener clones. To evaluate the
number of TCCRT gene copies, we used a digestion Kkinetics system to generate different
gene fragments with BamH1. The digestion products were separated by PFGE and the
gene was detected with the same probe. Our results corroborate that the TcCRT gene is
found in various chromosomes of different sizes. Most likely they correspond to
homologous pairs, bearing a single gene copy. These data are in agreement with the
published sequence of T. cruzi genome (Cl Brener clone), and suggest that the multiple

functions of TcCRT may be controlled at the post-translational level.



I11. Introduccion

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana es una zoonosis
producida por el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi), descrito por Carlos Chagas en
1909. Estimaciones sugieren que 10 a 13 millones de personas estdn crénicamente
infectadas con T. cruzi y aproximadamente 90 millones de individuos siguen en riesgo de
contraer la infeccion (Franco-Paredes et al., 2007). En Chile, se estima que hay alrededor
de 142.000 seropositivos en las zonas endémicas (Rozas et al., 2005). Aunque la
enfermedad es transmitida por insectos triatominos, también se describen otras formas de
contagio como transfusiones de sangre, transplantes de Organos, accidentes de
laboratorio, infeccién congeénita, leche materna y consumo de alimentos contaminados.
Casos de contagio han sido asociados a transfusiones de sangre y transplante de 6rganos
en Estados Unidos, Canada y ciudades de Europa donde no se hace deteccion seroldgica
de rutina (Maguire, 2006).

Ademas de su importancia por su impacto en patologia humana, T. cruzi es un
modelo de agresion microbiana intracelular, donde las estrategias, tanto parasitarias como
del hospedero, alcanzan grados insospechados de sofisticacion. El protozoo flagelado, T.
cruzi, se transmite a través de vectores hematdfagos infectados. En Chile, los principales
son Triatoma infestans (T. infestans) y Mepraia spinolai (M. spinolai), conocidos
comunmente como vinchucas.

Se ha descrito una gran variedad de antigenos inmunogénicos, sin embargo, ain
no se cuenta con un método inmunoprofilactico adecuado para humanos. Por otro lado,
solo dos drogas son utilizadas para el tratamiento clinico de los pacientes chagasicos,
exhibiendo generalmente baja eficacia farmacoldgica en los casos cronicos.

En el Laboratorio de Inmunologia de la Agresion Microbiana (LIAM, Programa
Disciplinario de Inmunologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile) se
aislé por primera vez el antigeno Tc45 de T. cruzi (Ramos et al., 1991) posteriormente
identificado como calreticulina (TcCRT). Tanto la proteina TcCRT, como su contraparte
humana (HUCRT), participan en mdltiples funciones celulares, son altamente

conservadas y presentan una gran capacidad para unir calcio.



CRT de vertebrados esta localizada en el reticulo endoplasmico (RE), asi como en
otros compartimentos subcelulares, de todas las células con excepcion de eritrocitos.
CRT funciona como chaperona de tipo lectina y participa en procesos tales como el
almacenamiento de calcio y sefializacion intracelular, modulacién de la expresion génica,
adhesion celular, fagocitosis de células apoptoéticas, autoinmunidad, antiangiogénesis
(Pike et al., 1998), inhibicion de crecimiento tumoral y de la actividad litica de perforinas
de células T y NK. TcCRT esta localizado tanto en el compartimento intracelular y en la
superficie de tripomastigotes vivos, donde interactda con Clg humano, inhibiendo la
activacion de la ruta clasica del sistema del complemento (Ferreira et al., 2004a). Esta
capacidad se ejecuta en virtud de la habilidad de TcCRT para unirse a las porciones
colagenosas de C1g. Algunas de estas funciones podrian modular in vivo mecanismos
inmunes efectores.

La proteina TcCRT ha sido aislada y caracterizada (Aguillon et al., 1995) y su
gen clonado, secuenciado y expresado in vitro (Aguillén et al., 2000). CRTs de otras
cepas de T. cruzi han sido también caracterizadas (Labriola et al., 1999). Resulta
interesante que algunas regiones dentro del dominio S de TcCRT (aminoacidos 159 -
281) tienen un 80% de identidad con HUCRT. TcCRT es un antigeno inmunodominante
dimérfico, ya que diferentes clones del parasito presentan formas alternativas de 45 y 43
kDa, el gen de TcCRT esta localizado en un nimero variable de cromosomas (Aguillon
et al., 2000; Marcelain et al., 2000).

Dado el importante pleiotropismo funcional de TcCRT, existe la posibilidad que
esta proteina parasitaria sea codificada por multiples variantes alélicas o isotipicas del
gen, generando asi isoformas funcionales de TcCRT. Esta posibilidad se basa en el
namero variable de cromosomas portadores del gen TcCRT que apoya la hipotesis sobre
la existencia de variantes génicas para TCCRT. Al respecto, en T. cruzi se ha descrito una
organizacion en “tandem” para genes que se presentan en multiples copias.

En el contexto de esta Memoria de Titulo nos preguntamos si el gen de TcCRT,
en las distintas cepas en estudio, se encuentra en mdaltiples copias organizadas en
“tandem”. Para ello se estudiara la organizacion genomica del gen TCCRT utilizando

técnicas de biologia molecular y bioinformaética.



IV. Revision Bibliografica

4.1. Enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis Americana es reconocida como la mas seria enfermedad

parasitica humana de las Américas en términos de su impacto social y econdmico (Rojas
et al., 2006).

Epidemiologia

El territorio en que prevalece la infeccion se extiende desde el sur de los EE.UU.
de Norteamérica, en el paralelo 35 Latitud Norte, hasta Chile y Argentina. En Chile la
infeccion chagasica ha sido detectada en areas rurales y suburbanas, entre los 18°30 y
34°16, correspondientes a zonas aridas y semiaridas (Rozas et al., 2005). EI nimero
estimado de individuos infectados con T. cruzi, en &reas endémicas en Latinoamérica,
indican una alta prevalencia de la enfermedad de Chagas, aunque ha ido disminuyendo
desde la decada de los 80, donde se estimaba entre 16 y 18 millones, 11 millones a
mediados de los 90 y 7,6 millones en el 2006 (Schmunis, 2007).

La mayoria de las infecciones humanas ocurren cuando la piel 0 mucosas toman
contacto con las deyecciones de insectos triatominos infectados con T. cruzi. Sin
embargo, avances significativos se han logrado al respecto, como es el caso del
fortalecimiento en el control del vector domiciliario del cono sur (Schmunis, 2007).

Las transfusiones pueden ser consideradas la segunda forma mas importante de
transmision por T. cruzi. En los ultimos 15 afios, la mayoria de los paises
latinoamericanos han implementado politicas para prevenir la transmision de la
enfermedad de Chagas via transfusion, llegando a la actualidad a 8 paises que hacen
deteccion en sangre al 100% de los donantes. Otra via de transmision, es la
transplacentaria. Aunque las tasas de infeccién por esta via varian ampliamente, se estima
que en los paises del cono sur, 1 a 12% de los recién nacidos de madres infectadas
estarian afectados (Schmunis, 2007).

Finalmente, la transmision de la enfermedad de Chagas via oral es una rara forma
de infeccidn y responsable de los brotes regionales. La ingestién de material contaminado

estd generalmente asociada con la transmision masiva de parasitos, llevando en dltima



instancia a miocarditis agudas, con una presentacion mas severa en edades jovenes y alta

tasa de muerte (Benchimol, 2006).

Patologia

La infeccidn por T. cruzi tiene un periodo de incubacion de cuatro a diez dias, casi

siempre sin sintomas. Posteriormente pueden presentarse tres fases:

Fase Aguda: puede durar de uno a cuatro meses; cuando ocurre en nifios puede ser
desde asintomatica hasta grave o letal, se caracteriza por fiebre variable, malestar
general, irritabilidad, dolor de cabeza, hepato y esplenomegalia, y crecimiento
ganglionar. En el sitio de inoculacién es comUn encontrar una reaccion inflamatoria
local con crecimiento de los ndédulos linfaticos regionales denominado chagoma de
inoculaciéon. Cuando ésta ocurre cercana al area ocular, se produce un edema
unipalpebral, conocido como signo de Romarfia. En la fase aguda también puede
observarse meningoencefalitis y cardiomegalia. El periodo agudo se presenta en
alrededor del 5% de los infectados chagasicos y entre los infectados cerca del 90%
son nifos (Atias, 1998).

Fase indeterminada: transcurrido el periodo agudo, la sintomatologia se detiene y

entra en un estado de latencia, caracterizada por una lenta multiplicacion intracelular
de los parasitos, sin signos claros. La curacion espontanea, con eliminacion del
parasito, es rara. Este periodo puede durar indefinidamente durante toda la vida o
pasar a la forma cronica de la enfermedad (Atias, 1998).

Fase cronica: las manifestaciones aparecen casi siempre en personas de 20 a 50 afios
0 después de diez 0 mas afios desde la primoinfeccion. En esta fase, el compromiso
se centra fundamentalmente en el miocardio y tubo digestivo. En este caso, se
desarrollan enormes cardiomegalias, con zonas de adelgazamiento de la pared
ventricular que puede ocasionar un verdadero aneurisma, sobre todo apical (Atias,
1998). La enfermedad cardiaca generalmente conduce a la muerte. También se
observan otros organos hipertroficos (visceromegalias o dilatacion visceral),
especialmente el es6fago y el colon. Con menos frecuencia se encuentran formas que
afectan el sistema nervioso central, o bien inflamacion de mucosas o glandulas. Las

lesiones inflamatorias de la fase cronica se producirian por mecanismos



inmunitarios. En efecto, en la fase cronica las lesiones del corazén y del tubo
digestivo se caracterizan por la presencia de infiltrados linfocitarios difusos y son
muy escasos los parasitos tisulares. En la cardiopatia cronica, es probable la
existencia de una respuesta inmune, mediada por linfocitos, contra el tejido cardiaco,
puesto que se puede observar una lisis de las células musculares vecinas a los

linfocitos, sin la presencia de parésitos (Atias, 1998).

Diagnostico

Durante la fase crénica o indeterminada de la enfermedad, es de gran
importancia el diagnéstico de laboratorio ya que se puede demostrar la presencia de
anticuerpos especificos generados por la infeccion. El xenodiagndstico y las biopsias de
ganglios son estudios que se realizan en esta fase. Las pruebas diagnosticas
recomendadas por la OMS y OPS son: hemaglutinacion, ELISA e inmunofluorescencia,
todas indirectas. Es necesario realizar dos pruebas simultineas, para incrementar la

certeza diagndstica.

En Chile se dispone de 2 tipos de métodos diagnosticos. EI método directo
incluye frotis sanguineo, lamina/laminilla, gota gruesa, microstrout, xenodiagnostico y
reaccion de polimerasa en cadena (PCR); el método indirecto es la deteccion de
anticuerpos IgG e IgM por técnicas tales como la inmunofluorescencia indirecta y
enzimoinmunoensayo (ELISA) (Chile, MINSAL, 2000).

Tratamiento

Solo 2 drogas nitroheterociclicas, 5-nitrofurano (Nifurtimox) y 2-nitroimidazol
(Benznidazol), son usadas para el tratamiento clinico de los pacientes chagasicos. Ambas
drogas reducen la duracion y severidad clinica de la infeccién aguda con T. cruzi y lleva a
la cura parasitologica en la mitad de los pacientes tratados en las etapas tempranas de la
enfermedad de Chagas. Sin embargo, estas drogas exhiben una mucho mas baja eficacia
en el tratamiento de los infectados cronicamente o de los pacientes chagasicos
inmunosuprimidos (Romanha et al., 2002). En forma experimental, investigadores

lograron recientemente la eliminacion de T. cruzi de ratones, en fase cronica de infeccion,



tratados con benznidazole (Bustamante et al., 2008). Otra aproximacion incluye
interferencia en la sintesis de tripanotion y metabolismos de oxidacion y reduccion,
ademas de la inhibicion de dihidrofolato-reductasa, biosintesis de fosfolipidos, y

prenilacién y acilacion de proteinas (Urbina et al., 2003).

Control de la enfermedad en Chile

En 1982 el Ministerio de Salud en conjunto con los Servicios de Salud del &area
Chagésica estructuraron un programa de trabajo destinado a controlar la presencia de T.
infestans de las viviendas rurales. El diagnéstico indicd que el 25,7% de las 47.511
viviendas fue positiva a la presencia de T. infestans. El tratamiento consistio en la
fumigacion de las viviendas, junto con un programa de educacién a la comunidad
afectada y posterior vigilancia.

En 1995 y de acuerdo a lo aprobado en 1991 en Brasilia por los Sres. Ministros de
Salud del Conosur se modifico el programa de trabajo, en Chile se dicté la Circular
NC°4F/53 que dispuso que toda la sangre obtenida en los bancos de sangre de la 1% a 62
region, deben ser analizados mediante test de ELISA.

Por las medidas anteriores y teniendo en cuenta el bajo nimero de viviendas
positivas, escasos insectos capturados, bajo indice de infeccion natural por T. cruzi vy,
principalmente por los estudios y descensos comprobados de la prevalencia serolégica en
grupos etareos infantiles, es que la Comision Evaluadora de INCOSUR estim6 que Chile

alcanzd la interrupcion de la transmision vectorial del T. cruzi. (OPS, 2003).

4.2. Trypanosoma cruzi

El agente causal de la enfermedad de Chagas es T. cruzi, protozoo flagelado,
perteneciente a la familia Trypanosomatidae, en cuyo ciclo bioldgico intervienen
mamiferos y un insecto vector. Los hospederos mamiferos pueden ser el hombre y
algunos animales domésticos, como canidos y félidos, o silvestres que incluyen diversos

mamiferos, especialmente, roedores y carnivoros (Atias, 1998).



En sus diversos hospederos, T. cruzi presenta tres formas morfoldgicas:

tripomastigote, epimastigote y amastigote.

El vector se infecta al ingerir sangre de los mamiferos que contienen
tripomastigotes, forma no replicativa del parasito. Una vez en el lumen del intestino
medio del insecto, los parésitos se diferencian en epimastigotes y se multiplican muy
activamente, por fision binaria y al cabo de quince a treinta dias, se transforman en
tripomastigotes metaciclicos en el intestino posterior del triatoma. El insecto infectado
pica al mamifero y emite deyecciones con tripomastigotes que atraviesan la piel (Atias,
1998).

En el mamifero, los tripomastigotes metaciclicos se introducen en las células del
tejido celular laxo, vecino al sitio de penetracion y se transforman en amastigotes. Los
amastigotes se reproducen por fision binaria hasta repletar la célula infectada, que
termina por romperse, saliendo los parésitos a la circulacion bajo el aspecto de
tripomastigotes, para diseminarse por todo el organismo. Estos tripomastigotes penetran
en nuevas células y se transforman en amastigotes para reproducirse, romper las células
repletas de paréasitos y volver a circular como tripomastigotes, repitiendo muchas veces
este ciclo, el cual se completa una vez que los tripomastigotes son ingeridos por triatomas

hematdfagos no infectados (Atias, 1998).

Caracteristicas generales y Organizacion genética de T. cruzi

Trypanosoma cruzi emplea la diferenciacion celular como estrategia de
adaptacion para los diversos ambientes representados por el hospedero y el vector. La
diferenciacion esta altamente controlada, afectando procesos fundamentales dentro de la
célula, caracterizada por profundos cambios en la morfologia, motilidad y metabolismo,
en respuesta a estimulos externos. La diferenciacién normalmente involucra un cambio

en el patrén de expresion génica (Tyler et al., 2003).

Trypanosoma cruzi forma complejas poblaciones multiclonales que difieren en su
biologia, genética, bioguimica y en su comportamiento en el hospedero vertebrado.

Aislados de este protozoo difieren en caracteristicas intrinsecas tales como composicién



antigénica, susceptibilidad a quimioterapia, patrones isoenzimaticos y perfiles genémicos
(Coronado et al., 2006).

Con respecto a su ADN, T. cruzi es una especie extremadamente divergente y
muestra una considerable variacion intraespecifica a nivel de estructura y organizacion
cromosomal. El genoma es diploide y su contenido nuclear fue estimado para Cl Brener
entre 106,4 y 110,7 millones de pares de base (Mpb) (El-Sayed et al., 2005). Los
cromosomas de T. cruzi no se condensan durante la mitosis. Sin embargo, estudios del
cariotipo, utilizando métodos de Biologia Molecular como la electroforesis en campo
pulsado y técnicas asociadas, indican que el genoma esta organizado en al menos 20
pares de cromosomas que van desde 0,4 hasta 4,5 Mpb. Ademas los cromosomas
homologos a menudo tienen diferente tamafio sugiriendo la existencia de grandes
inserciones y/o deleciones y/o amplificaciones en los cromosomas que contribuirian a
estas variaciones (Henriksson et al., 1996). Muchos genes "house-keeping” estan
organizados en grandes repeticiones en "tandem” (Requena et al., 1988; Aslund et al.,
1994). Por ejemplo, los genes que codifican cruzipaina, la mayor cisteinoproteinasa,
estdn organizados en grandes "tandem”, con mas de 100 copias en algunas cepas
(Campetella et al., 1991). Por otro lado, al menos el 50% del genoma de T. cruzi esta
hecho de secuencias repetitivas (El-Sayed et al., 2005), esto incluye elementos "SIRE”
(Short Interspersed Repetitive Element), minisatélites y secuencias de un origen
retrotransposon.

En tripanosomatidos, los mecanismos de expresion génica y del proceso
postranscripcional difieren en casi todas las vias de otros eucariotas. Promotores de Pol 11
todavia no son identificados en T. cruzi ni en otros tripanosomatidos. Genes ligados o en
maltiple copia son co-transcritos en largas unidades policistronicas, a menudo sobre
varios cientos de miles de nucledtidos. Los niveles basales de ARNm derivados de los
genes ligados pueden a menudo diferir en varios cientos de veces, lo que implica que la

regulacion debe ser predominantemente postranscripcional (Taylor et al., 2003).

Cariotipo Molecular de T. cruzi
La electroforesis en gel en campo pulsado (PFGE), es una técnica descrita

inicialmente por Schwartz y Cantor (Schwartz y Cantor, 1984 citado por Galindo et al.,



1998) para la separacién de grandes moléculas de ADN (1 a 10.000 Kpb) de tamafio
cromosomal. La electroforesis en gel en campo eléctrico de contorno homogéneo
(CHEF), ocupada en este estudio, es una formulacion particular de PFGE que permite
una mejor separacion de las moléculas de ADN y que emplea una disposicion de los
electrodos en forma hexagonal alrededor del gel. La direccion del campo eléctrico es
cambiada periddicamente por la reorientacion electronica de los potenciales de voltaje en
los electrodos. De esta forma, la molécula de ADN se mueve en el gel
(micromovimientos) describiendo una trayectoria zigzagueante, lo cual permite una
Optima separacion. PFGE y CHEF han sido utilizados con éxito en la separacion
electroforética de cromosomas de variadas especies, tanto unicelulares como metazoos
(Galindo et al., 1998).

En T. cruzi, la técnica de CHEF ha permitido visualizar los cromosomas, lo que
no es posible hacer por técnicas de citogenética convencional debido a que este parasito
no condensa su cromatina en cromosomas durante la mitosis. Esta forma de obtener un
cariotipo molecular ha permitido el andlisis taxonomico de las cepas y especies de
distintos tripanosomatidos, la localizacion cromosomal de diversos genes y un gran
aporte al estudio del genoma de T. cruzi.

La técnica de PFGE, aparte de permitir la identificacion de los cromosomas por
un criterio distinto al morfologico, los separa por tamafio molecular permitiendo
diferenciar tanto tripanosomatidos que pertenecen a distintas especies como a variantes
dentro de la misma especie.

Los tripanosomatidos poseen genomas muy variables ya que se obtienen distintos
perfiles de cromosomas en diferentes clones de T. cruzi, T. rangeli, T. brucei, Leishmania
sp, etc. En T. cruzi entre 20 y 25 bandas cromosomales han sido identificadas por tincién
con bromuro de etidio (BrEt), pero es probable que el nimero sea considerablemente
mayor, ya que algunas de estas bandas muestran diferentes intensidades sugiriendo la
presencia de mas de un cromosoma (Henriksson, 1995). Utilizando ensayos de
hibridacion con sondas de ADN para algunos genes clonados, es posible encontrar una
alta variabilidad en el tamafio de cromosomas particulares que contienen estos genes en
las distintas cepas del parasito. A pesar de la alta variabilidad que presentan estos perfiles

de “cariotipo molecular” en T. cruzi, se ha encontrado que existen grupos de ligamiento



para varios de los marcadores genéticos que permite identificar, a pesar de su
polimorfismo, cromosomas especificos en distintos clones y cepas del parasito
(Henriksson et al., 1996). Es asi posible estudiar la variabilidad que presentan distintas
cepas de T. cruzi, L. mexicana, C. fasciculata y otros tripanosomatidos mediante PFGE,
tincion con BrEt y empleo de alguna sonda de ADN correspondiente a un gen de T. cruzi
que permita detectar el o los cromosomas donde se encuentre ubicado el gen (Henriksson
etal., 1996).

4.3. Calreticulina

CRT vertebrada fue aislada por primera vez por Ostwald y MacLennan en 1974
(Ostwald y MacLennan, 1974), y luego, clonada en 1989 por Smith y Koch (Smith y
Koch, 1989), y Fliegel y colaboradores (Fliegel et al., 1989). Originalmente, la proteina
fue identificada como una molécula ligante de calcio localizada principalmente en el RE
(Nakhasi et al., 1998). CRT ha sido identificada en humanos, insectos, nematodos,
protozoos y plantas, detectandose una alta conservacion de sus secuencias gendmicas
aminoacidicas a lo largo de la evolucion (Ferreira et al., 2004b). Ademaés, CRT tiene
importantes roles en la regulacion de la funcionalidad celular, y se localiza en varios

compartimentos sub-celulares (Michalak et al., 1999).

Calreticulina es una proteina residente en el lumen del RE, donde tiene dos
funciones principales: chaperona y proteina reguladora de la homeostasis del calcio. CRT
es una chaperona tipo lectina, altamente versatil y participa durante la sintesis de una
variedad de moléculas, incluyendo canales ionicos, receptores de superficie, integrinas y
transportadores. CRT también afecta la homeostasis intracelular del calcio, modulando el

almacenamiento y transporte de éste (Michalak et al., 1999).

Otras importantes y sorprendentes funciones de esta proteina son participar en
procesos tales como la sefializacion intracelular, modulacion de la expresion geénica,
adhesion celular, fagocitosis de células apoptéticas, autoinmunidad, angiogénesis,
crecimiento tumoral, actividad litica de perforinas en células T y NK. Por otro lado,
calreticulina esta presente en variados compartimentos sub-celulares. A pesar de contar
con una sefial de retencion para el RE en su dominio C-terminal (KEDL). CRT tiene

otras localizaciones, las que incluyen: granulos citotoxicos en células T, superficie



celular, saliva de garrapatas, suero sanguineo, nucleos, citoplasma, acrosoma de
espermatozoides, y el espacio extracelular de varios tipos celulares estimulados in vitro
(Michalak et al., 1999).

Ademas, CRT humana (HUCRT) se une a las regiones colagenosas de C1q y otros
miembros de la familia de las colectinas, tales como, “mannan binding lectin” (MBL),
proteina A del surfactante pulmonar, conglutinina bovina y la colectina 43 (Malhotra et
al., 1990). Asi, CRT participa en la inhibicién, C1q dependiente, de la actividad del
complemento in vitro. Algunas de esas funciones podrian modular mecanismos inmunes

efectores.

Por otro lado, un péptido de CRT (aminoacido 120-180), una molécula mas larga
(aminoacidos 1-180), llamado vasostatina, asi como CRT completa, son potentes

inhibidores de la angiogénesis, tanto in vitro como in vivo (Pike et al., 1998).

Calreticulina de T. cruzi

Calreticulina de T. cruzi (TcCRT) fue descrita originalmente como Tc45
(Aguillon et al., 1991). Fue purificada (Aguillon et al., 1991), para luego ser clonada y
secuenciada (Aguilldn et al., 2000).

Experimentos en PFGE revelaron una heterogeneidad intraespecifica respecto a la
localizacion cromosomica del gen de TcCRT. Ademas, se observé una variabilidad en la
intensidad de la sefial de hibridacion para los distintos cromosomas, con la sonda de
TcCRT (Aguillén et al., 2000).

Ademas, una serie de antecedentes recientemente descritos en nuestro laboratorio,
identifican a TcCRT como una molécula importante en la relacion hospedero / parasito,
en particular cumpliendo roles en la modulacién del sistema del complemento, la

infectividad parasitaria, la angiogénesis y la promocién de autoinmunidad.

TcCRT, el sistema del complemento y la infectividad parasitaria



TcCRT esta presente en la superficie de tripomastigotes, donde interactta con C1
humano, inhibiendo la activacién de la ruta clasica del sistema del complemento
(Ferreira et al., 2004a). TcCRT también interactia con otros modulos moleculares del
complemento, tales como MBL vy ficolinas, inhibiendo asi otras formas de iniciacion de
la via clasica.

En tripomastigotes infectantes, TcCRT es translocada desde el reticulo
endoplasmico a la superficie parasitaria, especificamente en la zona de emergencia
flagelar (Ferreira et al., 2004a), reclutando C1 (“eat me signal”), un ligando importante
para células fagociticas, en una estrategia de ‘“‘simulacion apoptotica” (“apoptotic
mimicry strategy”), (Ribeiro et al., 2008).

TcCRT y angiogénesis

Al igual que HUCRT, TcCRT tiene un interesante efecto antiangiogénico demostrado
en una variedad ensayos in vitro, ex vivo e in vivo. Asi, sus efectos antiangiogénicos se
manifiestan in vivo en un ensayo de membrana corioalantoidea (ICAM) de pollos (Gallus
gallus) (Molina et al., 2005). En estos ensayos, TCCRT manifestd actividad bioldgica
incluso a concentraciones de picogramos, siendo en términos equimolares, mas potente
que la proteina humana (Toledo, 2008). En otra serie de ensayos in vitro y ex vivo,
TcCRT manifiesta potentes efectos relacionados con angiogénesis. Asi, TCCRT inhibe la
proliferacion y migracion de células endoteliales venosas de cordon umbilical humano
(HUVECs) y también la organizacion de estas células en estructuras tipo capilar en
matrigel. En ensayos ex vivo, TCCRT inhibe la generacion de nuevos capilares arteriales,
a partir de anillos adrticos de rata (Rattus norvegicus). Finalmente, en células HUVECs,
TcCRT modula la expresion de varios genes relacionados con angiogénesis (Lopez,
2008).

TcCRT y autoinmunidad

La infeccién con T. cruzi, en humanos (Aguillén et al., 1997) y modelos ratones,
genera anticuerpos anti —TcCRT (Ramos et al., 1991). Por otra parte, esta infeccién
genera dafios multisistémicos (circulatorio y digestivo, pudiendo llegar a un mega

sindrome), en una fraccion importante de los infectados. La naturaleza de la patogenia,



sin embargo, es altamente controversial (Kierszembaum, 2005) y se desconoce si TcCCRT
participa en ella. Recientemente se ha determinado en nuestro laboratorio que la
inmunizacion murina con TcCRT genera anticuerpos 1gG especificos que reaccionan con
cardiomiocitos murinos. Por otra parte, el andlisis histopatologico del corazon de
animales inmunizados muestra infiltracion linfocitaria CD3 positiva, presumiblemente T.
Estos hechos son compatibles con la nocion que sefiala que la inmunogenicidad de
TcCRT podria participar en la patogenia autoinmune de la infeccion con T. cruzi (Ribeiro
et al., 2008).

Es posible, entonces, que TcCRT al igual que cruzipaina, sea codificada por
maltiples copias génicas (Campetella et al., 1991). En resumen, TcCRT se encuentra
ubicada en distintos compartimentos subcelulares (Souto-Padron et al., 2004; Ferreira et
al., 2004b), donde cumple multiples funciones bioldgicas, lo que es compatible con la
existencia de isoformas. Ademas, se han encontrado dos o mas genes que codifican
isoformas de CRT en Zea mays, Xenopus laevis, Bos taurus, Mus musculus y Homo

sapiens sapiens (Persson et al., 2002).

La posibilidad que TcCRT sea codificada por mdltiples genes, generando
isoformas, es consecuente con el hecho de que las distintas localizaciones cromosomales
para el gen TcCRT podrian representar distintas variantes genicas que codifiquen distintas
isoformas ademas de la evidencia de organizacion genética en “tandem”, como ya se ha
demostrado para otros genes de T. cruzi. (histonas, cruzipaina, etc.)

Asi, es importante conocer las bases genéticas que subyacen a la expresion de esta

molécula parasitaria.

En esta Memoria de Titulo, exploraremos la posibilidad que esta proteina
parasitaria sea codificada por multiples variantes alélicas o isotipicas del gen, generando
isoformas de TcCRT. Para ello se utilizaran cultivos axénicos de 3 cepas y 2 clones de T.
cruzi. Dado que la secuencia del genoma de T. cruzi para el clon Cl Brener ha sido
recientemente completada, se compararan los resultados obtenidos en esta Memoria de

Titulo con aquellos de esa secuencia.






V. Hipdtesis

El genoma de T. cruzi contiene multiples copias del gen TcCRT organizadas en

“tandem”.

Objetivo General

Contribuir al conocimiento de la relacion hospedero / parésito, en el modelo T. cruzi,
definiendo bases genéticas de la expresion de TcCRT.

Objetivos Especificos

Preparar y separar cromosomas de T. cruzi por PFGE.
Localizar el gen TcCRT en los distintos cromosomas.

Analizar bioinformaticamente la secuencia genémica de T. cruzi.

A wnp e

Estimar el numero de copias del gen TcCRT.



V1. Materiales y Métodos

6.1 Preparacion y Separacion de cromosomas en T. cruzi mediante PFGE

Cultivos de T. cruzi:

Epimastigotes de T. cruzi, cepas MF, Y y Tulahuén y los clones Dm28c y CI Brener,
fueron cultivados a 28°C en medio Diamond (Triptosa, Triptona, extracto de levadura, NaCl
0,106 M, PO4H,K 29 mM, POsHK; 23mM, pH 7,2) enriquecido con Suero Fetal (10%) y
hemina (7,5 uM), se ocuparon como antibidticos penicilina (100 UI) y estreptomicina (100
Hg).

Botellas de cultivo con medio Diamond fueron inoculadas con 1 o0 2 ml de medio
conteniendo aproximadamente 1x10°, bajo campana de flujo laminar. Las botellas
inoculadas se colocaron en posicién horizontal (para aumentar la superficie de contacto
con los gases atmosféricos), en incubador a 28°C por aproximadamente 7 dias (Jaramillo,
1993).

Preparacion de los cromosomas:

Los cultivos fueron colectados en tubos conicos, por centrifugacion a 2.100 g por
10 minutos y luego se descartd el sobrenadante y se lavo tres veces el sedimento celular
por resuspension en PBS (NaH,PO, 2 mM, Na,HPO, 10 mM, KCI 2,7 mM, NaCl 137
mM, pH, 7,2) y centrifugacion a 2.100 g. Los parésitos fueron contados en camara de
Neubauer y 100x10° células fueron resuspendidas en 110 ul de PBS y mezcladas con 110
ul de agarosa fundida (agarosa 1% p/v, de bajo punto de fusién, en PBS). Posteriormente,
la suspension de paréasitos se deposito en un molde de pléstico a 4°C para obtener bloques
de agarosa solida (Galindo et al., 1998).

Los blogues de agarosa, conteniendo los parasitos, fueron incubados en 4 ml de
solucion de lisis (N-Laurilsarcosinato de Sodio 1%, EDTA 0,5 M, proteinasa K 2 mg/ml,
pH 9,5), por 48 horas a 50°C. Luego, los bloques de agarosa fueron lavados 5 veces
durante 5 minutos, en 5 ml de una solucion de lavado (EDTA 0,05 M, pH 8,0), con el fin

de eliminar los restos celulares. Finalmente los bloques de agarosa conteniendo el ADN



del paréasito fueron guardados en 5 ml de solucion de almacenamiento (EDTA 0,05 M,
pH 8,0 a 4°C) (Galindo et al., 1998).

Separacion de los cromosomas por PFGE:

Los bloques de agarosa que contenian ADN fueron cortados en trozos de 8 mm de
longitud, correspondiente a 40 millones de epimastigotes, aproximadamente, y cargados
en geles de agarosa grado cromosomal (Sigma- Aldrich, USA) al 1% en solucion 0,5x
TBE (90 mM Tris base, 90 mM &cido Bérico, 2 mM EDTA, pH 8,0)

La separacion electroforética de los cromosomas se realizé en solucion TBE 0,5x
a 180 volt, 14°C, y en dos etapas en un aparato CHEF DR II (Bio-Rad, USA), con pulsos
de 70 segundos, por 18 hrs., seguidos por pulsos de 150 segundos, por 24 hrs. ADN
cromosomal de Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe y Hansenula
wingei (Bio-Rad, USA) fueron utilizados como estandar de peso molecular. Una vez
terminada las electroforesis, los geles fueron tefiidos por una hora en solucién de
bromuro de etidio (BrEt, 1ug/ml en TBE 0,5x). Los geles se destifieron en H,O destilada
durante media hora y se visualizaron las bandas de ADN cromosomal en un

transiluminador U.V., tomando las respectivas fotografias en camara digital.

6.2 Localizacién cromosémica del gen TcCCRT

Generacion de una sonda radiomarcada TcCRT:

Un fragmento de ADN codificante para el extremo C-terminal del gen de
calreticulina de T. cruzi (C-rTcCRT) de la cepa Miranda (AF162779), fue amplificado
por PCR, a partir de la secuencia de TcCRT clonada en el plasmidio pET 28b(+), usando
Taq polimerasa platinum (Invitrogen, USA) y los partidores “forward” (C-rTcCRT) (5"-
gaattcggactctgagctccacaagg-3") y “reverse” (C-rTcCRT) (5 -ctcgagatcacggtcacccttttt-3”).
La reaccién de PCR fue hecha con 2 pg de ADN, 3,5 mM de MgSQ,, 0.2 uM de cada
partidor, 200 uM de mezcla de dNTPs y 1,0 U de polimerasa. La amplificacion se realizo
en un termociclador (Bio Rad, USA), utilizando un programa configurado por 1 ciclo de
3 min a 95°C, 35 ciclos de 30 seg. a 95°C, 30 seg. a 68°C y 30 seg. a 74°C, 1 ciclo de 10
min a 74°C y 1 ciclo de 10 min a 4°C.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=5566310

Luego, los productos de la amplificacion fueron resueltos en electroforesis en gel
de agarosa al 1%, y purificados por medio de un “Kit” de purificacion de ADN
“PureLink Quick Gel Extraction Kit” (Invitrogen, USA), mediante los siguientes pasos:
se corto el trozo del gel conteniendo el producto de PCR, luego se le adicionaron 30 ul de
Buffer de solubilizacion de gel por cada 10 mg del mismo y se incub6 por 15 minutos a
50°C. La suspension se carg6 en una columna y se centrifugé a 12.000 g por un minuto.
Posteriormente, se adicionaron a la columna 700 ul de Buffer de lavado con etanol, se
incubo a temperatura ambiente por 5 minutos y se centrifugé a 12.000 g por un minuto.
Finalmente, se adiciond a la columna 50 pl de buffer TE (10 mM de Tris HCI, pH 8,
1mM EDTA) a 65°C, se incubd por un minuto a temperatura ambiente y se centrifugoé a
1.200 g por 2 minutos. La solucion conteniendo el ADN purificado fue almacenada a -
20°C. En este proceso se obtuvo un volumen aproximado de 150 ul a una concentracion
de 30 ng ADN /pl.

250 ng de ADN en 45 pl de buffer TE fueron denaturados por 5 minutos a 95-
100°C, incubados por 5 minutos a 4°C y traspasados a un tubo de reaccion
“REDIPRIME™ II Random Prime Labelling System”(Amersham Biosciences, USA), al
que se adicionaron 5 pl de dCTPs “Redivue ™*?P GE” (Amersham Biosciences, USA).
Se incubo por 1 hora a 37°C y se detuvo la reaccion con 5 ul de EDTA (0.2 M).

Hibridacion cromosomal con la sonda C-rTcCRT:

Los geles de PFGE fueron tratados con 0,25 N HCI, por 30 minutos, para producir
cortes en las moléculas de ADN de alto peso molecular y favorecer asi su posterior
transferencia a la membrana. Luego, los geles se incubaron secuencialmente por 1 hora
en una solucion de denaturacion (NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M) y de neutralizacion (1 M
de Tris Cl y 1,5 M de NaCl), con agitacién constante. Los geles se sometieron a
procedimientos estandares de “southern blot” (Maniatis et al., 1982). Todos los geles se
transfirieron por mas de 36 hrs. Posteriormente las membranas se sometieron a
“crosslinking” en un horno ultra violeta a 120.000 pd/cm? por un minuto.

Posteriormente, las membranas se introdujeron en tubos de hibridacion
conteniendo 8 ml de una solucion de hibridacion comercial “Rapid-hyb buffer”

(Amersham, USA) y se incubaron en horno de hibridacion a 65 °C por 8 hrs., en rotacion



constante. Luego se agregé 20 pl de la sonda radiomarcada (*2P-C-TcCRT), previa
denaturacion por 5 minutos a 100°C, premezclada con 2 ml de “Rapid Hyb” y se
incubaron a 65°C por 15 hrs. con rotacion constante. Desechada la solucion de
hibridacion, las membranas fueron lavadas con solucién de alta estrictez (SSC 2x: 0,15 M
Citrato de Sodio, 1,5 M de NaCl, pH 7,0 y SDS 0.1% p/v) 2 veces con 100 ml por 15
minutos a temperatura ambiente. Luego se lavé con 100 ml de una solucién de baja
estrictez (SSC 1x y SDS 0.1% p/v) por 15 minutos a 65°C. La sefal radiactiva en la
membrana fue monitoreada, con un contador “Geiger”. Las membranas humedas, se
envolvieron en papel “Alusaplast” ® y se sometieron a autorradiografia, por tiempos
variables, las imagenes fueron analizadas en un equipo “Molecular Imager FX System”
(Bio-Rad, USA).

6.3 Analisis bioinformatico de la secuencia genémica de T. cruzi

Se realizd una blsgueda de secuencias gendmica para el gen TcCRT dentro del
banco de secuencias “GeneBank”. Las secuencias fueron analizadas mediante el
programa “NEBcutter V2.0, con el fin de encontrar sitios de restriccion comunes y
seleccionar adecuadamente las enzimas de restriccion.

Por otro lado, se realizd una busqueda exhaustiva de secuencias del gen TcCRT en
el banco de datos del genoma de T. cruzi, clon ClI Brener, y T. brucei (J. Craig Venter
Institute, 2006) encontrandose 2 secuencias putativas de TcCRT, ambas de 1.206
nucleotidos (Tc00.1047053509011.40 y Tc00.1047053510685.10).

6.4 Estimacion del nimero de copias del gen TcCRT

Muestras de ADN de T. cruzi embebido en agarosa, fueron cortados en trozos de
6 mm, conteniendo aproximadamente 10 pg de ADN parasitario y sometidos a digestion
con enzimas de restriccion, utilizando distintas concentraciones enzimaticas, tiempos y

temperaturas para estandarizar las condiciones dptimas para la digestion.



Se realizaron incubaciones con las enzimas BamH1 y BsrG1l (“New England
BioLabs, USA”) para lograr una maxima digestion del ADN. Las muestras se lavaron
con el respectivo buffer de la enzima a utilizar (“New England BioLabs, USA”) por 15
minutos bajo agitacion. Luego las muestras fueron tratadas con 20 pl de buffer de
enzima, 2 pul BSA (Albdmina de Suero Bovino), 158 pl H,O bidestilada y una
concentracion final de enzima de 10 a 40 U/ug de ADN. Los tubos se incubaron a 37°C o
4°C por 20 hrs. alternativamente, seguido por una incubacion por 24 hrs. a 37°C, la
reaccion se detuvo con buffer TE. Se prepard un gel de agarosa grado cromosomal al 1%
en buffer TBE 0,5x, donde se depositaron los bloques de agarosa con el ADN digerido y
se sometid a electroforesis en campo pulsado en buffer TBE 0,5x a 180 volts, a 14°C en
modalidad “ramp” desde 1 hasta 12 segundos por 5 hrs., ocupandose el marcador de
ADN “Low Range PFGE Marker” (“New England BioLabs, USA”). El gel se tifi6 de la
misma forma descrita anteriormente.

Para las digestiones parciales se realizaron 3 lavados previos, dos de 5 minutos
con H,O bidestilada y uno de 5 minutos con el buffer de la enzima. Los tiempos de
digestion para ambas enzimas fueron: 0, 15, 30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. a 4°C para las
distintas cepas en estudio. Cada reaccion se detuvo con varios lavados de buffer TE. Con
estas muestras se realizaron electroforesis en campo pulsado, bajo las mismas
condiciones anteriormente descritas. Posteriormente, el ADN contenido en los geles fue
transferido a filtros de nylon, hibridados con la sonda de ADN *2P-C-TcCRT y analizados

por autorradiografia, segin se ha descrito previamente.



VII. Resultados

7.1 Preparacion y separacion de los cromosomas de T. cruzi por PFGE

En este estudio se analizaron por PFGE las muestras de ADN de T. cruzi
obtenidas de cultivos axénicos de epimastigotes de las cepas Y, Tulahuén, MF y los
clones Dm28c y CI Brener. Las condiciones utilizadas para la preparacion del material
genético de los parasitos permitio la obtencién de moléculas intactas de ADN de tamafio
cromosomal, que fueron separadas por PFGE para el anélisis del cariotipo molecular.
Siguiendo el consenso aceptado en publicaciones internacionales, en esta Memoria se
utilizara el término “cromosoma” o “banda cromosomal” para referirnos al ADN no
fragmentado de tamafio cromosomal separado por PFGE. El termino “cariotipo
molecular” sera utilizado para hacer referencia al conjunto de bandas cromosomales
separadas por este método.

Las condiciones para PFGE utilizadas fueron similares a las descritas previamente
en nuestro laboratorio (Aguillén et al., 2000). Al aplicar estas condiciones se logré una
adecuada separacion de los cromosomas de S. cerevisiae (marcador de peso molecular
para PFGE), en el rango de 750 a 2.200 Kpb (Figura 1). Con el fin de validar estas
condiciones en las muestras de T. cruzi, se procedi6 a separar cromosomas de
epimastigotes de las cepas Y, Tulahuén, MF y los clones Dm28c y CI Brener. Como se
observa en la Figura 2, los cromosomas de T. cruzi fueron adecuadamente resueltos en el
rango de 680 a 2.200 Kpb, apreciandose un marcado polimorfismo en los patrones de
bandas cromosomales entre las distintas cepas y clones. Esta condicién de PFGE permite
la separacion de cromosomas en el rango de peso molecular descrito para los
cromosomas de T. cruzi y seré utilizada para determinar la localizacién cromosomal del
gen TcCRT.
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Figura 2. Polimorfismo en el cariotipo de cepas y clones de T. cruzi.
Los cromosomas de la cepa Tulahuén, clones Cl Brener y Dm28c,
cepas Y y MF, carriles 3, 4, 5, 6 y 7 respectivamente, fueron separados
mediante PFGE, con pulsos de 70 seg. por 18 hrs., seguidos de 150 seg.
por 24 hrs. Gel tefiido con bromuro de etidio. Carriles 1 y 2:
marcadores de DNA de H. wingey y S. cerevisiae respectivamente.




7.2 Localizacién del gen TcCRT en los cromosomas de T. cruzi

Para asignar la localizaciéon del gen TcCRT en los cromosomas de T. cruzi, se
fabricé una sonda de ADN a partir de un fragmento clonado que codifica el dominio C-
terminal de TcCRT (C-TcCRT). En la Figura 3, se observa el producto de 302 pb
amplificado por “PCR”, correspondiente al fragmento C-TCCRT. Este producto de
“PCR” fue extraido del gel, purificado y finalmente marcado radiactivamente con 2p
(*P-C-TcCRT).

La Figura 4A, muestra el patron de bandas cromosomales para las distintas cepas
y clones estudiados. Nuevamente, se aprecia la variabilidad del cariotipo molecular en T.
cruzi, con una distribucion de bandas cromosomales en un rango de peso molecular de
600 a 2.200 Kpb. Posteriormente, los cromosomas fueron transferidos desde el gel a una
membrana de nylon y luego hibridados con la sonda **P-C-TcCRT. En la Figura 4B se
muestra la localizacion cromosomal del gen TcCRT, la que resultd ser variable entre las
distintas cepas y clones de T. cruzi analizados en este estudio. A pesar del evidente
polimorfismo, TcCRT se localiza en algunos cromosomas con similar peso molecular. El
gen TcCRT se localiza en 3-4 cromosomas en las cepas Tulahuén e Y, en 2 cromosomas
en el clon CI Brener y la cepa MF y en 3 cromosomas en el clon Dm28c. Datos
publicados previamente por otros investigadores muestran que las diferencias en tamarfio
para cromosomas homdlogos pueden llegar hasta un 70% (Henriksson, 1995). Asi,
nuestros resultados sugieren que el gen TcCRT podria estar localizado en uno o dos pares
de cromosomas homdlogos en las distintas cepas y clones analizados.
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Figura 4. El gen TcCRT tiene una distribucién cromosémica variable entre
cepas y clones de T. cruzi. Los cromosomas de la cepa Tulahuén, clones CI
Brener y Dm28c, cepas Y y MF, carriles 3, 4, 5, 6 y 7 respectivamente, fueron
separados en gel de agarosa mediante PFGE, con pulsos de 70 seg. por 18 hrs.,
seguidos de 150 seg. por 24 hrs. (A). Carriles 1 y 2 corresponden a los
cromosomas de H. wingey y S. cerevisiae respectivamente. EIl gel fue tefiido con
bromuro de etidio y los cromosomas fueron transferidos a una membrana de nylon
e hibridados con la sonda *>P-C-TcCRT (B).




7.3 Andlisis bioinformatico de las secuencias del gen TcCRT de T. cruzi.

Con el objetivo de obtener la mayor informacién respecto al gen TcCRT, se
procedio a la busqueda de la regién gendmica que contiene TcCRT en la base de datos
correspondiente al proyecto del genoma de T. cruzi (J. Craig Venter Institute, 2006). Los
datos de secuencia de este proyecto fueron generados a partir del genoma del clon ClI
Brener. Se encontraron dos secuencias del gen TcCRT, contenidas en regiones genémicas
de 29233 y 5409 pb (Figura 5). La estrategia de secuenciacion utilizada en el proyecto
del genoma de este organismo, “Whole Genome Shotgun”, no permite una asignacion de
las secuencias de TcCRT a cromosomas particulares. Sin embargo, los datos muestran
qgue TcCRT seria un gen de copia Unica. Dada la disponibilidad de los datos generados
para el proyecto del genoma de T. brucei (J. Craig Venter Institute, 2006), una especie
perteneciente al género Trypanosoma, se realiz6 una busqueda del gen calreticulina en su
contexto genémico. En la Figura 6, se observa que este gen esta presente como copia

simple en los cromosomas 4 y 8 de T. brucei.
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Gene content for 1047053509011

Laoci §' coordinate | 3 coordinate | Gene product name
Te00.1047053509011.10 7 Te00.104 705350801110 963 208 | UDP-Gal or UDP-GlcNAc-dependent glycosyltransf (pseudog
Te00.1047053509011.20/ Te00.104 TO53508011.20 3008 8293 RNA polymerase |IA largest subunit, putative
Te00.1047053509011.30/ Te00. 104 7T053509011.30 8 w72 . hypothetical protein
| Te00.1047 05350801 1.50 / TcO0, 104 TO53508011.50 10762 1867 calreticulin, putative
TeOD 1047053509011 40/ Te00 104 7053503011.40 13430 15870 . hypothetical protein, d
Te00, 104705350901 1.54 7 Te00, 104 705350001154 16840 17055 biquinol-cytoct € redi putative
TcO0 1047053509011 60/ Te00. 104 7053503011 60 17728 19455 hypothetical protein, d
Te00.104T053509011 70 / Te00 1047053508011 70 22103 22584 adrenodoxin precursor, putative
Te00.1047053509011.80/ Te00, 104 705350801180 23447 porrt] surface protease GPE3, putative
TeO0. 1047053509011.80 f Te00. 104 7053508011.90 ;6124 aneT lipase, putative
Tc00. 104705250801 1.100 / Tc00 1047053508011, 100 28145 29134 myosin heavy chain kinase A, putative
‘ 10 20 30
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Gene content for 1047053510685

Loci &' coordinate 3' coordinate Gene product name
| Te00,1047053510685.10/ Te00.1047053510685.10 1557 352 calreticulin, putative
Te00. 1047053510685.20 / Te00 1047053510685 20 3680 2048 hypothetical protein
Te00.1047053510685.30 1 Te00. 104 705351068530 5408 4050 RNA polymerase || A largest subunit, putative

Figura 5. Localizacion del gen TcCRT en el genoma del clon Cl Brener.
Anélisis de dos regiones gendmicas portadoras del gen TcCRT, mostradas en A
y B. En azul se muestra la ubicacion de los genes descritos en las tablas
respectivas. En rojo se destaca el gen TcCRT y su localizacién genémica (J.
Craig Venter Institute, 2006).
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Gene content for Th927_04_01_20050715_v5.0
Loci &° coordinate 3" coordinate Gene product name
ThE2T 4 5000/ ThO4.3M17.350 1370517 1367938 hypothetical protein, conserved
Te927 45010/ To04. 3M17.390 1373216 1372029 calreticulin, putative
Th927 4 5020/ Tho4 3M17 400 1379126 1373829 RNA polymerase |IA largest subunit
Tba27 4 5030/ ToO4 3M17 430 1381168 1380128 inesth ine protein phosphat: PP
Tb927 45040 / To04 317 450 1384174 1382357 dihydrolipoamide dehyd putative
Tha27 4 5050 / ToO4 3M17.470 1386219 1384654 dibydroli ide dehyds ok utativ
Tba27 4 5060 / ToO4 30417 480 1388465 1387650 hypothetical protein
Th927 4 5070/ TbO4 3M17.510 1390647 1389310 hypothetical protein, conzerved
ThO27 4 5080/ Thid 3617 530 1383847 1383458 hypothetical protein, conserved
Th927 4 5090 / ThO4 3M17.570 1385311 1385760 hypothetical protein
B T480 T470 T4E0 7450 Té40 7430 T420 7410 F400 7388
4NN 4Emm TE= L | L 41 TN 4l T .
L 1 1 |
Y 13666 20666 31184
Gene content for 10K10
Loci &' coordinate 3 coordinate Gene product name
Tha27 8.7480/ ThOE. 10610.40 5573 3666 hypothetical protein, conserved
Tba27.8.7470/ ThOE.10K10.50 TI04 5992 hypothetical protein, d
Tha27 8.7460/ Th08.10K10.70 10191 8776 metal-ion transporter, putative
Tb927.5.7450 / TS 10K10.110 13393 12410 myosin heavy chain kinase A, putative
Tha27.8.7440 / THOS. 1010120 15638 14532 Iipasc, putative
Th927.8.7430 / ThOB 10K 10.130 17545 17330 mitochondrial hinge protein, putative
Tb927.8.7420 / THOB.10K10.140 20541 17962 hypothetical protein, d
Tha27 27410/ Th0& 1010160 23230 22043 calreticulin, putative
Tbg27.8.7400 / THOE.10K10.170 29140 23543 RNA polymerase A largest subunit
Thg27 8.7390 f THOB.10K10.190 31184 30144 inefthreonine protein phosph PP1
Figura 6. Localizacion del gen TbCRT en el genoma de T. brucei. Analisis
de dos regiones gendmicas portadoras del gen TbCRT, mostradas en Ay B. En
azul se muestra la ubicacion de los genes descritos en las tablas respectivas. En
rojo se destaca el gen ThCRT y su localizacién genomica (J. Craig Venter
Institute, 2006).

El alineamiento de las secuencias aminoacidicas para la proteina calreticulina
descritas en T. cruzi y T. brucei, muestra que estas son muy conservadas entre ellas
(Figura 7). En particular, para las dos secuencias de TcCRT de Cl Brener, se observan 10
diferencias aminoacidicas. Esto ultimo, sumado a los datos de localizacién cromosomica
del gen TcCRT (Figura 4), sugiere que las dos secuencias corresponden a alelos que

estarian localizados en cromosomas separados.
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Figura 7. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de
Calreticulina en T. cruzi y T. brucei. Secuencias aminoacidicas de
Calreticulina de T. cruzi correspondientes al clon Cl Brener, cepas Miranda y
Tulahuén y T. brucei. (-): espacios generados para un optimo alineamiento de

las secuencias,

(*): 100% aminoacidos

identidad aminoacidica, ( ):

absolutamente divergentes, (.): aminoacidos divergentes, (:): aminoacidos
menos divergentes.




Con el fin de validar la identificacion de genes organizados en “tandem” basados
en el proyecto del genoma de T. cruzi, se procedié a la bdsqueda de los genes para
HSP70, cruzipaina e histonas, los que fueron previamente reportados por estar
organizados en multiples repeticiones consecutivas con un variable nimero de copias.
Empleando un método similar al utilizado en esta Memoria de Titulo, se describid en
distintas cepas y clones la organizacion en “tandem” para los genes HSP70 (mas de 10
copias) (Requena et al., 1988), cruzipaina (mas de 10 copias en la cepa Tulahuén 2)
(Campetella et al., 1991), histona H1 (15-20 copias en la cepa Tulahuén 2) (Aslund et al.,
1994) e histona H2B (més de 18 copias en la cepas Y) (Garcia Salcedo et al., 1994).

El resultado de la basqueda de estos genes en un contexto genémico, utilizando la
base de datos del proyecto del genoma de T. cruzi, son mostrados en las Figuras 8-11.
Los datos muestran que los genes HSP70 (1-2 copias), H2A (1-5 copias) y H2B (1-2
copias) estdn presentes en un niumero de copias variable y en “tandem”, pero con un
namero de repeticiones ostensiblemente menor al descrito en otras cepas y clones. Mas
aun, en el gen de histona H1 (Figura 9), los datos obtenidos no muestran mas de una
copia. Estos resultados claramente evidencian que los datos obtenidos respecto al nUmero
de copias de un gen en una cepa o clon particular, ya sea a través de métodos
bioquimicos 0 de secuencia genémica, no son extensivos a otras cepas o clones de T.
cruzi.

Asi, se procedio a examinar el nimero de copias del gen TcCRT y su posible
organizacion en “tandem” en distintas cepas y clones de T. cruzi, teniendo como

referencia los datos del proyecto genoma.
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Gene content for 1047053511211

Loci 5' coordinate 3’ coordinate Gene product name
Tc00.1047053511211.104 f Tc00.10470535611211.104 20615 20322 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511211.110 f Tc00.1047053611211.110 23039 21381 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511211,120 / Tc00.1047053511211.120 24388 23430 activated protein kinase C receptor, putative
Te00.1047053511211.130 / Te00.1047053511211.130 2571 24775 activated protein kinase C receptor, putative
Te00.1047053511211.140 / Tc00.1047053511211.140 27913 25979 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511211.150 f Tc00.1047053511211.150 30695 28341 gamma-tubulin complex subunit, putative
Tc00.1047053511211.160  Tc00.1047053511211.160 33448 31485 heat shock protein 70 (HSP70), putative
} Tc00.1047053511211.170 / Te00.1047053511211.170 35804 33861 heat shock protein 70 (HSP70), putative
Tc00.1047053511211.180 f Te00.1047053511211.180 37995 36202 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511211.180 / Te00.1047053511211.190 39669 38470 hypothetical protein
—— 2o s 4o o oo 70 ae so o0
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Gene content for 1047053511585 e e =
Loci 5' coordinate 3' coordinate Gene product name
Tc00.1047053511585.10 / Tc00.1047053511585.10 3 1199 hypothetical protein, conser
Te00.1047053511585.20 / Tc00.1047053511585.20 2074 3462 mitochondrial RNA editing ligase 1, putative
Tc00.1047053511585.30 / Tc00.1047053511585.30 4339 8214 hypothetical protein, d
Tc00.1047053511585.40 / Tc00.1047053511585.40 8560 10002 DNA-damage inducible protein DDI1-like protein, putative
Te00.1047053511585.50 / Te00.1047053511585.50 10605 11836 hypothetical protein, d
Te00.1047053511585.60 f Te00.1047053511585.60 12415 13929 hypothetical protein, conserved
| Tc00.1047063511585.70 f Te00.1047053511585.70 14297 16948 heat shock protein 70 (HSP70), putative
Tc¢00.1047053511585.80 / Tc00.1047053511585.80 17336 18778 mitochondrial processing peplide beta subunit, putative
Tc00.1047053511585.90 / Tc00.1047053511585.90 19638 22787 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053511585.100 f Tc00.104 7053511565.100 23586 23993 hypothetical protein, conserved

Gene content for 1047053510155

Loci 5' coordinate 3" coordinate Gene product name
Te00.1047053510155.10 f Tc00.1047053510155.10 1241 3886 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053510155.20 f Tc00.1047053510155.20 4717 6105 mitochendrial RMA editing ligase 1, putative
Te00.1047053510155.30 / Tc00.1047053510155.30 6586 10863 hypothetical protein, d
Te00.1047053510155.40 f Tc00.1047053510155.40 11182 12634 DiNA-damage inducible protein DDI1-like protein, putative
Te00.1047053510155.50 / Tc00.1047053510155.50 13208 14539 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053510155.60 f Tc00.1047053510155.60 15152 16486 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053510155.70 / Tc00.1047053510155.70 16843 19484 heat shock protein 70 (HSP70), putative
Te00.1047053510155.80 f Tc00.1047053510155.80 19887 21329 mitochondrial processing peptide beta subunit, putative
Te00.1047053510155.90 f Tc00.1047053510155.90 22199 25348 hypothetical protein, d
Tc00.1047053510155.94 / Tc00.1047053510155.94 26142 26549 hypothetical protein, d

Figura 8. Localizacion del gen HSP70 en el genoma del clon Cl Brener.
Anaélisis de tres regiones gendmicas portadoras del gen HSP70, mostradas en
A, By C. En azul se muestra la ubicacion de los genes descritos en las tablas
respectivas. En rojo se destaca el gen HSP70 y su localizacién gendémica (J.
Craig Venter Institute, 2006).
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Gene content for 1047053509837

7o00 aeoo TS 5TS

Loci 5° coordinate 3' coordinate Gene product name
Te00.1047053509837.10 / Tc00.1047053509837.10 asrz 2158 hypothetical protein, conserved
Tec00.1047053508837 .20 / Tc00.1047053508837 20 5436 3846 hypothetical protein, conserved
Tec00.1047053508837 30 / Tc00.1047053500837 30 6384 5784 hypothetical protein

‘ Tc00.1047053509837 40 / Tc00.1047053509837 40 7580 7035 histone H1, putative
< 20 30 40 - oo <

Gene content for 1047053506369

13074

Loci 5° coordinate 3' coordinate Gene product name

Tc00.1047053506369.9 / Tc00.1047053506369.9 318 1 hypothetical protein, conserved

Tc00.1047053506369.20 / Tc00.1047053506369.20 3315 1915 transporter, putative
Tc00.1047053506369,30 / Tc00.1047053506369.30 4825 3539 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053506368 .40 / Tc00.1047053506369 40 7891 5166 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053506369.50 / Tc00.1047053506369.50 9007 8384 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053506369.60 / Tc00.1047053506369.60 11038 10050 hypothetical protein, conserved

[ Tc00.1047053506369.70 / Tc00.1047053506369.70 11888 11466 histone hi, putative

Gene content for 1047053510225
Loci

5' coordinate

3 coordinate

Gene product name

Te00.1047053510225.10 / Te00.1047053510225.10 2559 2993 histone hi, putative
Te00.1047053510225.20 / Te00.1047053510225.20 3382 4371 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053510225.30 / Te00.1047053510225.30 5414 6037 hypothetical protein, conserved
TeD0.1047053510225.40 / Te00.1047053510225 40 5432 257 hypothetical protein, conserved
TeD0.1047053510225.50 / Te00.1047053510225.50 9532 10887 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053510225.58 f Te00.1047053510225 .59 11130 11853 transporter, putative

Figura 9. Localizacion del gen Histona H1 en el genoma del clon CI Brener.
Analisis de tres regiones genomicas portadoras del gen Histona H1, mostradas
en A, B y C. En azul se muestra la ubicacion de los genes descritos en las tablas
respectivas. En rojo se destaca el gen Histona H1 y su localizacion genémica (J.

Craig Venter Institute, 2006).
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Gene content for 1047053511817

Loci 5' coordinate 3 coordinate Gene product name
Tc00.1047053511817.110 / Tc00.1047053511817.110 21600 21938 hypathetical protein, conserved
Tc00.1047053511817.120 / Tc00.1047053511817.120 22852 24830 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511817.130 / Tc00.1047053511817.130 259813 27168 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511817.134 / Tc00.104 7053511817134 27445 28448 hypathetical protein, conserved
Tc00.1047053511817.140 / Te00.1047053511817.140 28712 29119 histone H2A, putative
Tc00.1047053511817.151 / Tc00.1047053511817.151 29473 29880 histone H2A, putative
Tc00.1047053511817.161 / Tc00.1047053511817.161 30658 31065 histone H2A, putative
Tc00.1047053511817.171 / Te00.1047053511817.1711 31415 31822 histone H2A, putative
Tc00.1047053511817.180 / Tc00.1047053511817.180 32175 32582 histone H2A, putative
Te00.1047053511817.190 / Te00.10470563511817.190 32851 34872 hypothatical protein, consarved
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Gene content for 1047053510525

Loci

Te00.1047053510525.10 / Tc00.1047 05351052510
Te00.1047053510525.20 / Te00.1047053510525.20
Tc00.1047053510525.30 / Tc00.1047 053510525.30
Tc00.104 705351052540 / Tc00.1047 053510525 40
Te00.1047053510525.50 / Te00.1047 05351052550
Te00.1047053510525.60 / Te00.1047 05351052560

P

Tc00.1047053510525.80 / Tc00.1047053510525,80
Tc00.104 705351052690 / Tc00.1047053510626.90
Tc¢00.1047053510525.100 / Tc00.1047053510525.100
Tc00.1047053510525.110 / Tc00.1047053510525.110

3 3 o, .
T¢c00.1047053510625.130 / Te00.1047053510525.130
Tc00.1047053510525.139 / Tc00.1047053510525.139

L :acrrig?!e 3 ccarﬂ[}%!e Gene pr%;ﬁ;‘e’s& putative
2622 3458 hypothetical protein, conserved
3835 5067 hypothetical protein, conserved
5495 5833 hypothetical protein, conserved
6741 8819 hypcthetical protein, conserved
9820 11067 hypathatical protein, conse
1|m 1m (ROINSUCH Protein QNERved
12653 13060 histone H2A, putative
13415 13822 histone H2A, putative
14176 14583 histone H2A, putative
14938 15345 histone H2A, putative
15625 17648 pothetical protein, conserved
17948 19352 hypothetical protein, conserved
19750 20741 protein kinase, putative
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Gene content for 1047053508321

Loci §' coordinate 3" coordinate Gene product name
Te00.1047053508321.11 / Tc00.1047053508321 .11 7] 2 histone H2A, putative
Tc00.1047053508321.21 / Tc00.1047053508321.21 1557 1150 histone H2A, putative
Te00.1047053508321.30 / Tc00.1047053508321 .30 3408 3082 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053508321.40 / Tc00.1047053508321 40 7858 4400 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053508321.50 / Tc00.1047053508321 .50 9802 8325 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053508321.60 / Tc00.1047053508321 60 12066 10126 hypothetical protein, conserved
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Gene content for 1047053509207

Loci 5' coordinate 3' coordinate Gene product name
Te00.1047053500207.11 / Te00.1047053509207 .11 737 330 histone H2A, putative
Tc00.1047053509207.20 / Tc00.1047053506207.20 1498 1091 histone H24, putative
Tc00.104 7053509207 .30 / Tc00.1047053509207 .30 3299 2922 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053500207 40 / Tc00.1047053509207 40 7687 4277 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053500207 .50 / Tc00.1047053508207 .50 9369 8104 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053509207.70 / Tc00.1047053508207.70 11938 a7 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053509207 .80 / Tc00.1047053509207 .80 16232 13772 glycogen synthase kinase-3 alpha, putative
Tc00.1047053500207.90 / Tc00.1047053509207 .90 16653 15844 pyrroline-5-carboxylate red putative
Te00.1047053509207.100 / Te00.1047053509207 100 18552 17014 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053508207.110 / Tc00.104 7053508207 110 20050 18887 hypathetical protein, conserved




Gene content for 1047053511809

Loci §' coordinate 3' coordinate Gene product name
Te00.1047053511809.110/ Te00.1047053511808.110 28480 26343 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511809.120 / Te00.1047053511808.120 30137 28235 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053511809.130 / Te00.1047053511800.130 30805 30347 408 ribosomal protein $15, putative
Tc00.1047053511809.135 / Te00.1047053511808.135 31877 31470 histone H2A, putative
Tc00.1047053511809.140 / Tc00.1047053511809.140 32637 32230 histone H2A, putative
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Gene content for 1047053511323

Loci 5' coordinate 3’ coordinate Gene product name
Te00.1047053511323.10 / Te00.1047053511323.10 250 278 trans-sialidase, putative
Te00.1047053511323.20 / Te00.1047063511323.20 4108 4761 hypothetical protein, d
Te00.1047053511323.30 / Tc00.1047053511323.30 5288 6551 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511323 .40 / Tc00.1047053511323 40 6876 7412 histona H2A, putative
Tc00.1047053511323.50 / Tc00.1047053511323.50 8626 9411 NADH-ubiqui idored itochondrial, putative
Te¢00.1047053511323.60 / Tc00.1047053511323.60 9960 11696 hypothetical protein, conserved

Figura 10. Localizacion del gen Histona H2A en el genoma del clon CI
Brener. Andlisis de seis regiones gendmicas portadoras del gen Histona H2A,
mostradas en A, B, C, D, E y F. En azul se muestra la ubicacion de los genes
descritos en las tablas respectivas. En rojo se destaca el gen Histona H2A y su
localizacion gendmica (J. Craig Venter Institute, 2006).
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Gene content for 1047053511153

Loci 3' coordinate 3" coordinate Gene product name
Te00.1047053511153.19 / TeD0.1047053511153.18 874 1 surface protease GP83, putative
Te00.1047053511153.40 / Te00.1047053511153.40 4908 2558 surface protease GPS3, putative
Te00.1047053511153.60 / Te00.1047053511153.50 7856 6879 haloacid dehal hydrolase, putative
Te00.1047053511153.60 f Te00.1047053511153.60 9683 8781 o | protein, o
| Tc00.1047053511153.64 / Tc00.10470535111563.64 10777 10346 histone H2B variant, putative |
Tc00.1047053511153.70 / Te00.1047053511153.70 13488 11832 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053511153.80 / Te00.1047053511153.80 15424 13801 hypothetical protein
Te00.1047053511153.84 / Te00.1047053511153.84 16461 15828 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511153.90 / Te00.1047053511153.90 18304 17063 phopshatase, putative
Tec00.1047053511153.100 / TeD0.1047053511153.100 18880 18630 RMNA-binding protein, putative
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Gene content for 1047053506779
Loci 5' coordinate 3' coordinate Gene product name
Tc00.1047053506779.110 f Tc00.1047053506779.110 17711 19138 phopshatase, putative
Tc00.1047053506779.120 f Tc00.1047053506779.120 18730 20362 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053506779.130 / Te00.1047053506779.130 20762 22288 hypothetical protein
Te00.1047053506779.140 / Te00.1047053506779.140 22687 24354 hypott | protein, conserved
| T¢00.1047053506779.150 f Tc00.1047053506779.150 25263 25694 histone H2B variant, putative
Te00.1047053506779.160 f Te00.1047053506779.160 26405 27286 hypothetical protein, conserved
Te00.1047053506779.170 / Te00.1047053506779.170 28320 28300 haloacid dehalog hydrolase, putative
Tc00.1047053506779.180 f Tc00.1047053606779.180 31369 33654 surface protease GP63, putative
Tc00.1047053506779.190 f Tc00.1047053506779.190 35569 389255 myosin heavy chain MYAZ, putative
Te00.1047053506779.200 / Te00.1047053506779.200 39814 40911 glycerol-3-phospt dehydrog: I dogy putative
=0 3o <o =0 oo P 5o

Gene content for 1047053511635

Loci __5' coordinate

|_3' coordinate

|_Gene product name

Tc00.1047053511635.10 / Tc00.1047053511635.10 569 23 histone H2B, putative
Tc00.1047053511635.20 / Te00.1047053511635.20 1285 947 histone H2B, putative
Tc00.1047053511635.30 / Tc00.1047053511635.30 1798 1466 ARP2/3 complex subunit, putative
Tc00.1047053511635.40 / Te00.1047053511635.40 345 2841 protein tyrosine phosphatase, putative
Tc00.1047053511635.50 / Te00.1047053511635.50 4661 3804 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511635.60 / Tc00.1047053511635.60 5702 4956 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511635.69 / Te00.1047053511635.69 6260 5970 hypothetical protein, conserved
Tc00.1047053511635.80 / Te00.1047053511635.80 7991 6660 hypothetical protein, conserved

Figura 11. Localizacion del gen Histona

H2B en el genoma del clon CI

Brener. Anélisis de dos regiones genémicas portadoras del gen Histona H2B,
mostradas en A y B. En azul se muestra la ubicacion de los genes descritos en
las tablas respectivas. En rojo se destaca el gen Histona H2B y su localizacién

gendémica (J. Craig Venter Institute, 2006).




7.4 Estimacion del nimero de copias del gen TcCRT

Con el objetivo de iniciar los estudios experimentales de la organizacion
genomica del gen TcCRT en diferentes clones y cepas de T. cruzi, se procedio en una
primera etapa al anlisis de los sitios de corte para enzimas de restriccion presentes en las
secuencias genomicas de TcCRT, previamente descritas en “GenBank”. Se encontraron 4
secuencias del gen, dos de ellas corresponden al clon Cl Brener (XM807478 y
XM799098), una a la cepa Tulahuén (AF107115) y otra a la cepa Miranda (AF162779),
esta Gltima obtenida y descrita por nuestro grupo (Figura 12). En una primera
aproximacion, el analisis de los sitios de restriccion para estas secuencias nos permitio
seleccionar 3 enzimas con un sitio Unico de corte que excluye la secuencia reconocida
por la sonda. Ademas, estas enzimas tienen la caracteristica de digerir ADN embebido en
agarosa y su actividad no es afectada por metilacion del ADN en el sitio de corte.
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32p_C-TcCRT se muestra en rojo.

Figura 12. Mapa de restriccion del gen TcCRT. Las secuencias nucleotidicas del
gen TcCRT (rectdngulos grises) fueron sometidas a un andlisis de bldsqueda de sitios
de corte de enzimas de restriccion de corte Unico (en morado). Se seleccionaron tres
enzimas de restriccion (BamH1, BsrG1 y BstX1) para ser utilizadas en los estudios de
analisis genomico (enmarcadas en negro). La region del gen donde hibrida la sonda

Finalmente, el andlisis de restriccion de la region genémica de CI Brener que

contiene el gen TcCRT muestra, para la enzima BamH1 la generacién de un fragmento de

2999 Pb, que se considerard hipotéticamente como la unidad minima de corte,

conteniendo una copia del gen TcCRT (Figura 13).
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Figura 13. Andlisis de los sitios de restriccion para la enzima BamH1 en el
locus genético del gen TcCRT de Cl Brener. El esquema incorpora el gen TcCCRT
(azul), sonda **P-C-TcCRT (rojo), dos genes codificantes para otras proteinas
(verde) y los sitios de restriccion para la enzima BamH1, que genera un fragmento
de 2999 Pb.

Para determinar en forma experimental el nimero de copias y la organizacién
genomica del gen TcCRT se intentd aislar y digerir especificamente los cromosomas
portadores del gen con las enzimas de restriccion anteriormente seleccionadas. Para ello
fue necesario utilizar geles de agarosa “low melting point” (LMP), que permite la
digestion especifica del ADN embebido en una banda del gel. En la Figura 14, se muestra
que la técnica de PFGE en geles de agarosa LMP no permitié una adecuada separacion y
discriminacion de los cromosomas tanto de T. cruzi como de S. cerevisiae, estos ultimos

utilizados como marcador de peso molecular.



Figura 14. PFGE en gel de agarosa
LMP no resuelve cromosomas de T.
cruzi. Los cromosomas del clon ClI
Brener, fueron separados en un gel de
agarosa LMP por PFGE con pulsos de 77
seg., por 18 hrs. y 165 seg., por 24 hrs.
(carril 2). Los cromosomas de S.
cerevisiae fueron usados como marcador
de peso molecular (carril 1).

Basados en estos resultados, se decidio realizar las digestiones ocupando ADN
total de T. cruzi embebido en agarosa (LMP). Primero se realizd una estandarizacion de
las digestiones, con el fin de obtener una maxima digestion esperando encontrar asi, la
unidad minima (una copia) del gen TcCRT. Para realizar estas digestiones se utilizaron
las enzimas BamH1, BsrG1 y BstX1. En la Figura 15, se muestra la digestion de ADN de
Cl Brener (10 pg) con BamH1, a una concentracion de 40 U/ug de ADN, por 10 minutos
y hasta por 2 hrs. de incubacion a 37°C, no viéndose digestion del ADN en el gel de
PFGE. En concordancia con lo recomendado por el fabricante de las enzimas, se decidio6
realizar una incubacion previa de la muestra con la enzima, a 4°C por 20 hrs., facilitando
asi la interaccion enzima / sustrato. Los resultados de este procedimiento se observan en
la Figura 16, donde se aprecia una mayor digestion con las 3 enzimas probadas (BamH1
20 U/ug, BsrG1 10 U/ug y BstX1 10 U/ug) cuando las muestras fueron previamente
incubadas por 20 hrs. a 4°C (Figura 16, carriles 3, 5y 7), en comparacion a una simple
incubacién con las enzimas a 37°C (Figura 16, carriles 4, 6 y 8). Por otro lado, esta
condicion de PFGE permite separar fragmentos de ADN digerido en un rango de alto
peso molecular (mayor a 194 Kpb.) hasta 9,42 Kpb. (Figuras 15 y 16), excluyendo del
analisis fragmentos de menor tamafio que pudiesen contener una copia del gen TcCRT

equivalente a 3 Kpb. Asi, se procedio a ensayar una condicion de PFGE que sea capaz de



discriminar fragmentos de ADN de tamafio menor a 3 Kpb, necesario para reconocer la

unidad minima de TcCRT (Figura 17).
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Figura 15. 2 horas de
incubacion a 37°C con
BamH1, no promueven la
digestion de ADN en CI
Brener. 10 pg de ADN
fueron incubados con 40 U
BamH1/ug ADN a 37°C por
distintos tiempos y
separados por PFGE. Gel
tefiido con BrEt. Carriles 3-
6 corresponden a 10, 30
minutos, 1 y 2 horas de
incubacion respectivamente.
Carriles 1 y 2 marcador de
ADN “Low Range PFGE
Marker” y ADN sin enzima,
respectivamente.

Figura 16. La adicion de
20 hrs. de incubacion a
4°C, aumenta la digestion
de ADN en CI Brener. 10
Mg ADN de CI Brener
fueron incubados con 20 U
BamH1/pg (3 y 4), 10 U
BsrGl/ug (5y 6) y 10 U
BstX1/ug (7 y 8) a 37°C por
24 hrs. (4, 6 y 8) y por 20
hrs. a 4°C més 24 hrs. a
37°C (3, 5, 7) y separados
por PFGE. Gel tefiido con
Bret. Carriles 1 y 2
marcador de ADN “Low
Range PFGE Marker” y
ADN sin enzima,
respectivamente.
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Finalmente, para optimizar las reacciones de digestion de ADN, se procedio a
variar los parametros de concentracion de enzima y temperatura. En la Figura 18, se
observa la digestién de ADN total de T. cruzi con las enzimas BamH1, BsrG1 y BstX1,
donde se aprecia una mayor digestion del ADN con BamH1 y BsrG1 durante un periodo
de incubacion de 20 hrs. a 4°C seguido por 24 hrs. a 37°C y a concentraciones de 40 U y
10 U, respectivamente. Asi, estas fueron las condiciones seleccionadas para lograr una
digestion méaxima del ADN con BamH1 y BsrG1 (carriles 5 y 6 respectivamente). Para la
enzima BstX1 solo se aprecia una digestion parcial del ADN. Sin embargo, a una
concentracion mayor de enzima (40 U), se observa una digestion total del ADN (Figura
19). No obstante, esta Gltima enzima se excluyé de los estudios posteriores por su mayor

costo econdmico.

Figura 17. Separacién por
PFGE del estandar de peso
molecular de ADN, de amplio
rango. Carril, corresponde a 20
pl de ADN del estandar de peso
molecular “Low Range PFGE
Marker” separado mediante
PFGE, con pulsos de 1 a 12 seg.
en modalidad “ramp” por 5 hrs.
Gel tefiido con BrEt.




0.56 =

Kpb

48.5 =
231 =—
942 —
6.55 =
4.36 =

2.32 e
2.03 =—

Figura 18. Estandarizacion
de condiciones de méaxima
digestion de ADN total en T.
cruzi. 10 pg de ADN de la
cepa MF fueron incubados
con 20 U BamH1/ug (3y 4),
40 U BamH1/ug (5), 10 U
BsrGl/ug (6) y 20 U
BstX1/ug (7), por 20 hrs. a
4°C (3), 20 hrs. a 4°C més 24
hrs. a 37°C (4,5 y 6) y 20 hrs.
a 4°C mas 24 hrs. a 55°C (7) y
separados por PFGE. Gel
teflido con BrEt. Carriles 1 y
2 marcador de ADN “Low
Range @ PFGE Marker” vy
control sin enzima,
respectivamente.

Figura 19. Estandarizacion de
la digestion de ADN de T.
cruzi por BstX1. 10 pg de
ADN de la cepa Tulahuén
fueron incubados con 40 U/ug
de BstX1 por 20 hrs. a 4°C mas
24 hrs. a 55°C y separados por
PFGE (carril 2). Gel tefiido con
BrEt. Carril 1 marcador de
ADN “Low Range PFGE
Marker”.




La Figura 20, muestra la digestion con la enzima BamH1 bajo las condiciones
anteriormente seleccionadas (40 U/ug, incubacion 20 hrs. a 4°C + 24 hrs. a 37°C) y el
patrén de hibridacién con la sonda *P-C-TcCRT. Se observa digestién del ADN en todas
las cepas y clones (Figura 20A) y una sefial de hibridacion comin de aproximadamente
2,4 Kpb, pero de diferente intensidad asociado a las diferentes cepas o clones (Figura
20B). En las cepas Y y Tulahuén (Figura 20B, carriles 3 y 6 respectivamente) se observa

una 22 banda de hibridacion de aproximadamente 1.1 Kpb.

Kpb

48.5 mmm
23.1 m—
9.42 wm
6.55 m—
4.36 m—

2.32
2.03 =

0.56 mmm

Figura 20. Determinacion de la unidad minima de digestion con BamH1 en
cepas y clones de T. cruzi. ADN de T. cruzi cepas MF, Y, clones Dm28c, Cl
Brener y cepa Tulahuén carriles 2, 3, 4, 5 y 6 respectivamente digeridos con
BamH1 (40 U/ug ADN) por 20 hrs. a 4°C maés 24 hrs. a 37°C. Los fragmentos
fueron separados mediante PFGE con pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles
2-6, en las Figuras A y B corresponden a un gel, detectado primero con BrEt y a
su réplica en membrana de nylon, detectada con *2P-C-TcCRT, respectivamente.
Carril 1: Marcador ADN “Low Range Marker”.




En la Figura 21, se muestra la digestion del ADN de todas las cepas y clones con
la enzima BsrG1, bajo las condiciones anteriormente seleccionadas (Figura 21A) vy las
sefiales de hibridacion generadas con la sonda 3*P-C-TcCRT (Figura 21B), observandose
varias bandas: 2 en el clon Dm28c de aproximadamente 3,3 y 9,1 Kpb ( carril 5), 2
bandas en la cepa Tulahuén de 3,3 y 7,4 Kpb (carril 7), en la cepa Y (carril 4) se observa
una sola banda de un tamafio 7,4 Kpb similar a Tulahuén. En esta figura no se aprecia
una clara sefial en la cepa MF y el clon CI Brener (carriles 3 y 6 respectivamente). El
carril 2 de la Figura 21, muestra una repeticion del resultado de la Figura 20B (carril 2)
donde se incub6 ADN de la cepa MF con la enzima BamH1, obteniéndose en forma clara
y reproducible la misma sefial de hibridacion con un tamafio aproximado de 2,5 Kpb
(Figura 20B).
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Figura 21. Determinacion de la unidad minima de digestion con BsrG1 en
cepas y clones de T. cruzi. ADN de T. cruzi cepas MF, Y, clones Dm28c, Cl
Brener y cepa Tulahuén carriles 3, 4, 5, 6 y 7 respectivamente digeridos con
BsrG1 (10 U/ug ADN) por 20 hrs. a 4°C mas 24 hrs. a 37°C. Carril 2 cepa MF
digerida con BamH1 (40 U/ug ADN). Los fragmentos fueron separados mediante
PFGE con pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-7, en las Figuras Ay B
corresponden a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica en membrana de
nylon, detectada con *2P-C-TcCRT, respectivamente. Carril 1: Marcador ADN
“Low Range Marker”.




Estos resultados indican que la digestion del ADN de T. cruzi con la enzima
BamH1 genero, en todas las cepas y clones analizados, un fragmento esperado de
aproximadamente 3 Kpb, que contiene una copia del gen TcCRT. Por lo tanto, esta
enzima de restriccion se utilizara en los siguientes experimentos, disefiados para
determinar el nimero de copias en “tandem” para el gen TCCRT.

Teniendo las condiciones de incubacion para una digestién completa del ADN de
T. cruzi, se procedio a buscar las condiciones optimas, para lograr digestiones parciales
del ADN de las cepas y clones del estudio. Asi, el ADN, de la cepa MF fue incubado
entre 3 a 24 hrs. con BamH1 a 37°C (Figura 22). En este caso no hubo digestion,
observandose en todos los carriles (Figura 22, carriles 2-6) una banda superior
correspondiente, a ADN de alto peso molecular no digerido (flecha roja), también se
probd con ADN de la cepa Y y con la enzima BsrG1, obteniéndose los mismos resultados
(Figuras 23 y 24).
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Figura 22. La incubacion a 37°C con BamH1 no
promueve la digestion de ADN en la cepa MF. ADN de
la cepa MF fue digerido con 40 U/ug BamH1 e incubado
a 37°C por 0, 3, 6, 12 y 24 hrs., carriles 2 a 6
respectivamente. La flecha roja indica ADN no digerido.
Gel tefiido con BrEkt. Carril 1 marcador de ADN “Low
Range Marker”.
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Figura 23. La incubacion a
37°C con BamH1, no
promueve la digestion de
ADN en la cepa Y. ADN de
la cepa Y fue digerido con
40 U/pg BamH1 e incubado
a37°Cpor0, 3,6, 12y 24
hrs., carriles 2 a 6
respectivamente. La flecha
roja indica ADN no
digerido. Gel tefiido con
BrEt. Carril 1 marcador de
ADN “Low Range Marker”.

Figura 24. La incubacion
a 37°C con BsrGl, no
promueve la digestion de
ADN en la cepa MF.
ADN de la cepa MF fue
digerido con 10 U/pg
BsrG1 e incubado a 37°C
por O, 3, 6, 12 y 24 hrs.,
carriles 2 a 6
respectivamente. La
flecha roja indica ADN no
digerido. Gel tefiido con
BrEt. Carril 1 marcador de
ADN “Low Range
Marker”.




Considerando los resultados anteriores, donde no se logré digestién, se decidié
aumentar el tiempo de incubacion con la enzima de restriccion hasta 48 hrs. y comparar
temperaturas de digestion de 37° v/s 4°C. Esto Gltimo basado en el resultado mostrado en
la Figura 16 (carril 3), donde se aprecia digestion del ADN, cuando la muestra se incubo
solo a 4°C. En la Figura 25, se observa digestion del ADN de la cepa MF cuando se
incubdé con BamH1 por 24 hrs. a 4°C o por 12 hrs. a 4° mas 12 hrs. a 37°C (carriles 1y 2
respectivamente). Sin embargo, no se observé digestion del ADN a 37°C por 24, 36 0 48
hrs. (Figura 25, carriles 3 a 5). Estos resultados nos indican que bajo nuestras condiciones
experimentales la digestion del ADN ocurre a 4°C y no a 37°C. Es probable que las
muestras de ADN embebidas en agarosa contengan proteasas que se activarian a 37°C
digiriendo las enzimas de restriccion, estas proteasas no se activarian a 4°C permitiendo
asi la accion de las enzimas de restriccion, que se encuentran en una alta concentracion.
Tomando en cuenta estos resultados, los siguientes experimentos de digestién fueron
realizados a 4°C.

La Figura 26A muestra una cinética de digestion de ADN del clon CI Brener con
la enzima BamH1 en tiempos que van desde 1 a 24 hrs., observandose una digestion
gradual del ADN. En todos los tiempos de incubacion, la hibridacién con la sonda *P-C-
TcCRT (Figura 26B) revel6 una Unica banda de tamafio aproximado de 2,6 Kpb. En la
misma figura, el tiempo minimo de digestion (1 hora) mostrd una digestion considerable.
Asi, en experimentos posteriores se consideraron tiempos de incubacion menores, desde

15 minutos.



Figura 25. La incubacion con
BamH1 a 4°C promueve la
digestion de ADN de la cepa
MF en T. cruzi. ADN de T.
cruzi cepa MF fue digerido por
24 hrs. a 4°C (2), 12 hrs. a 4°C
més 12 hrs. a 37°C (3), 24, 36y
48 hrs. a 37°C, con BamH1 (40
U/ug ADN) a 37°C, carriles 4,
5 y 6 respectivamente. Los
fragmentos fueron separados
mediante PFGE con pulsos de 1
a 12 seg. por 5 hrs. Gel tefiido
con BrEt. Carrill: marcador de
ADN “Low Range PFGE
Marker”.
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Figura 26. La incubacién a 4°C con BamH1, permite la digestion de ADN en ClI
Brener y la hibridacién con la sonda *P-C-TcCRT. ADN (10ug) del clon ClI
Brener fue digerido con 40 U/ug de BamH1 e incubado a 4°C por 1, 3,6, 9, 12 y 24
hrs., carriles 2 a 7 respectivamente y separados mediante PFGE. Los carriles 2-7, en
las Figuras A y B corresponden a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica
en membrana de nylon, detectada con *2P-C-TcCRT respectivamente. Carril 1:
Marcador ADN “Low Range PFGE Marker”.




La Figura 27A, muestra una cinética de digestion de ADN de la cepa MF
utilizando la enzima BamHZ1. En ausencia de la enzima no se aprecia digestion del ADN
(Figura 27A, carril 2) observandose una gran banda muy cerca del pozo de carga (ADN
no digerido de alto tamafio molecular, flecha roja). A tiempos de digestion menores, 15 a
30 minutos (carriles 3-4), intermedios, 1 a 6 hrs. (carriles 5-6) y mayores, 12 a 24 hrs.
(carriles 7-8) se observa un incremento en la digestion del ADN llegando a un patron de
méaxima digestion con un aumento en la sefial de hibridacion de las bandas de menor
tamafio. La Figura 27B muestra la hibridacién del ADN digerido con la sonda *2P-C-
TcCRT, apreciandose una sefial intensa, en el pocillo de carga correspondiente al ADN de
alto peso molecular no digerido (carril 2), esta sefial disminuye a partir de los primeros
tiempos de digestion (carriles 3-8). Consecuentemente, se observa una sefial de
aproximadamente 2,9 Kpb (carriles 3-8, flecha azul) similar a lo descrito en la Figura 26,
en términos generales la migracion de esta banda en los experimentos siguientes se
mantuvo dentro del rango esperado. En la misma figura, no se observan otras bandas de
mayor tamafo que nos indiquen que el gen se encuentra en mas de una copia, la sefial
poco definida apreciable en todos los carriles (flecha parpura) corresponde a una sefial de

hibridacion inespecifica, ya que incluso se observa en el control negativo (carril 2).



Figura 27. TcCRT no se encuentra organizado en “tandem” y esta presente en
copia Unica en la cepa MF. ADN de T. cruzi cepa MF (10 pg) incubado por 0, 15
y 30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BamHZ1 (40 U/ug ADN), carriles 2 a 8
respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron separados mediante PFGE, con
pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8, en las Figuras A y B corresponden
a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica en membrana de nylon,
detectada con *P-C-TcCRT, respectivamente. Flecha azul indica: sefial especifica
de TcCRT, flecha roja: ADN de alto peso molecular, flecha pdrpura: hibridacion
inespecifica. Carril 1: marcador de ADN “Low Range PFGE Marker”.

Las Figuras 28 y 29 muestran experimentos similares al anterior, en este caso la
muestra corresponde al ADN de los clones ClI Brener y Dm28c respectivamente,
digeridos con la enzima BamH1. Se observa un patron de digestion, similar al mostrado
por la cepa MF (Figura 27), que va en aumento dependiendo del tiempo de incubacion
(Figuras 28A y 29A). Ademas, se observa una Unica sefial de hibridacion de tamafio
aproximado 3,2 Kpb (Figuras 28B y 29B, flecha azul). Esto indicaria que el gen TcCRT
no esta organizado en “tandem” en el genoma de los clones Cl Brener y Dm28c,
validando nuestros resultados predichos a partir de los datos del proyecto del genoma de

T. cruzi, en el caso del clon Cl Brener.



Figura 28. TcCRT no se encuentra organizado en “tandem” y esta presente en
copia unica en el clon CI Brener. ADN de T. cruzi clon CI Brener (10 pg) fue
incubado por 0, 15 y 30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BamH1 (40 U/ug
ADN), carriles 2 a 8 respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron separados
mediante PFGE, con pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8, en las
Figuras A y B corresponden a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica en
membrana de nylon, detectada con *P-C-TcCRT, respectivamente. La flecha azul
indica la sefial de hibridacion. Carril 1: marcador de ADN “Low Range Marker”.




Figura 29. TcCRT no se encuentra organizado en “tandem” y estd presente en
copia unica en el clon Dm28c. ADN de T. cruzi del clon Dm28c (10 pg) fue
incubado por 0, 15 y 30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BamH1 (40 U/ug
ADN), carriles 2 a 8 respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron separados
mediante PFGE, con pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8, en las
Figuras A 'y B corresponden a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica en
membrana de nylon, detectada con *P-C-TcCRT, respectivamente. La flecha azul
indica la sefial de hibridacion. Carril 1: marcador de ADN “Low Range Marker”.

Las Figuras 30A y 31A, muestran la cinética de digestion del ADN de las cepas
Tulahuén e Y con la enzima BamH1. La hibridacién con la sonda *P-C-TcCRT revel6 la
presencia de dos bandas de 2,4 Kpb y 1,5 Kpb aproximadamente (flecha azul). Estas 2
bandas indicarian, que en las cepas Tulahuén e Y, el gen TcCRT tendria un polimorfismo,
generando un nuevo sitio de corte para BamH1, explicando asi la banda de menor
tamafo. Sin embargo, y al igual que en los casos anteriores, estos resultados indicarian
que el o los genes que codifican TCCRT no se encuentran organizados en “tandem”. Asi,

TcCRT estaria presente en distintos cromosomas de T. cruzi, pero en copia Unica.
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Figura 30. TcCRT no se encuentra organizado en “tandem” y presenta un
polimorfismo en la cepa Tulahuén. ADN de T. cruzi cepa Tulahuén (10 pg)
fue incubado por 0, 15 y 30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BamH1 (40
U/ug ADN), carriles 2 a 8 respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron
separados mediante PFGE, con pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8,
en las Figuras A y B corresponden a un gel, detectado primero con BrEt y a su
réplica en membrana de nylon, detectada con *2P-C-TcCRT, respectivamente.
Las flechas azules indican sefiales de hibridacion. Carril 1: marcador de DNA
“Low Range Marker”.

Figura 31. TcCRT no se encuentra organizado en “tandem” y presenta un
polimorfismo en la cepa Y. DNA de T. cruzi cepa Y (10 pug) fue incubado por
0, 15 y 30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BamH1 (40 U/ug ADN),
carriles 2 a 8 respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron separados
mediante PFGE, con pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8, en las
Figuras A y B corresponden a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica
en membrana de nylon, detectada con 3?P-C-TcCRT, respectivamente. Las
flechas azules indican sefiales de hibridacion. Carril 1: marcador de ADN “Low
Range Marker”.




VIII. Discusion

Calreticulina es una proteina presente en todas las celulas de organismos
superiores, salvo eritrocitos, con multiples funciones descritas. Se han encontrado
isoformas de esta proteina en varias especies, desde plantas como el maiz hasta humanos.
Calreticulina de T. cruzi (TcCRT) presenta propiedades moduladoras del sistema del
complemento humano (Ferreira et al., 2004a) y de la angiogénesis (Molina et al., 2005).
Esta proteina posee una localizacion intracelular y también en la superficie del parasito.
Su gen posee una localizacion cromosémica variable, existiendo la posibilidad que
TcCRT sea codificada por multiples copias de genes organizados en “tandem”, con
posibles implicancias funcionales. Por otro lado el cariotipo de T. cruzi posee un extenso
polimorfismo en su tamafio cromosomal, ademas de la ausencia de condensacion de su
cromatina. Asi, el cariotipo de T. cruzi puede ser evaluado por PFGE y no por técnicas de
citogenética convencional (Henriksson et al., 1996).

Antecedentes previos, derivados de los proyectos del genoma de T. cruzi y T.
brucei muestran que TcCRT estd presente como copia Unica (Figuras 5 y 6
respectivamente). Sin embargo, en T. cruzi este analisis esta restringido a un solo clon (Cl
Brener). Asi, debido al alto grado de polimorfismo presente en el cariotipo de sus
distintas cepas o clones es necesario conocer si esta organizacion, es aplicable a otras
cepas de T. cruzi.

En consecuencia, nos hemos preguntado si el gen TcCRT se encuentra codificado
en multiples copias organizadas en “tandem”. Asi, se procedio a realizar un analisis del
cariotipo de T. cruzi (clones Dm28c, Cl Brener y cepas Y, MF y Tulahuén) por PFGE
para localizar el gen de TcCRT.

En una segunda etapa se procedié a estimar el numero de copias de TcCRT
utilizando una estrategia que asume que si TCCRT esta en el genoma organizado en
multiples copias en “tandem”, entonces a tiempos cortos de digestion se debiese observar
fragmentos de ADN de alto peso molecular que contengan varias copias del gen y
conforme progresa el tiempo de digestion disminuye el tamafio del fragmento de ADN y
el nimero de copias del gen TcCRT contenidas en él, hasta llegar a un fragmento

pequefio de aproximadamente 3 Kpb que contiene una sola copia del gen.



Nuestros resultados muestran un marcado polimorfismo en el cariotipo de las
distintas cepas y clones del estudio (Figura 4A). El gen TcCRT se encuentra localizado en
varios cromosomas al parecer homdlogos de distinto tamafio. TcCCRT se localiza en 2
cromosomas en el clon Cl Brener y la cepa MF, 3-4 cromosomas en la cepa Tulahuén e
Y, en el clon Dm28c TcCRT se encuentra en 3 cromosomas. Lo anterior nos muestra la
heterogeneidad en el numero de cromosomas portadores del gen TcCRT.
Concordantemente, este polimorfismo observado en la localizacion de TcCRT, ha sido
descrito para otros genes de T. cruzi y se ha demostrado la presencia de variantes alélicas
ubicadas en diferentes cromosomas (Porcile et al., 2003). Asi, la ubicacion de TcCRT en
diferentes cromosomas sugiere que podria tratarse de cromosomas homologos o de un
gen mdvil o de duplicaciones y translocaciones de la region que contiene el gen, lo cual
ha sido demostrado para otros marcadores de T. cruzi (Henriksson et al., 1996).

Por otra parte, en T. cruzi se han descrito varios genes que se organizan en
“tandem” con un nimero variable de copias y localizados en mas de un cromosoma.

Para dilucidar si en las bandas cromosomales portadoras del gen TcCRT (Figura
4B), existe una organizacion en “tandem” se procedido a digerir los cromosomas
portadores de TcCRT.

Para realizar las digestiones se seleccionaron endonucleasas que pudieran cortar
ADN embebido en agarosa LMP, para ello fue necesario aumentar la concentracion
enzimatica logrando asi una digestion similar al ADN digerido en solucion, para esto se
trabajé con enzimas “New England Biolabs” (NEB). Especificamente en este trabajo se
ocuparon las enzimas BamH1, BsrGl y BstX1 (esta ultima solo se utiliz6 en
experimentos preliminares), las cuales fueron seleccionadas segun mapa de restriccion de
las 4 secuencias de TcCRT publicadas (Figura 12). Cada una de estas enzimas posee un
solo sitio de corte dentro del gen TcCRT y otro fuera de la region codificante, esto Gltimo
con el objetivo de generar un solo fragmento que contenga el gen.

La estandarizacion del proceso de digestion se realizd modificando variables
como temperatura, cantidad de ADN a digerir, enzima, concentracion enzimatica y
tiempos de incubacién (Figuras 14-19 y 22-25). Un resultado paraddjico nos revel6 que,
la enzima BamH1 digiere el ADN cuando se incuba a una temperatura de 4°C, y no lo
hace cuando la temperatura es 37°C como lo recomienda el fabricante (Figura 27).



Nuestra explicacion a este fendmeno implicaria la presencia de proteasas existentes en las
muestras de ADN, que se activarian a 37°C provocando la hidrdlisis de las enzimas
utilizadas en la reaccion, mientras que a 4°C las proteasas no se activarian.

Luego de encontrar las mejores condiciones de digestion, se realizaron
incubaciones con menores tiempos con el fin de obtener digestiones parciales que nos
permitieran estimar el namero de copias de TcCRT en las cepas y clones del estudio
(Figuras 27-31). Las Figuras 27B a 31B, corresponden a membranas provenientes de
cinéticas de digestion en las que se observan sefiales correspondiente al gen TcCRT. Esta
sefial esta presente en todas las muestras, en tamafios que oscilan entre 2,3 y 3,2 Kpb
dependiendo de la cepa, clon o PFGE. Si bien los tamarios de las bandas son diferentes,
estos son estimativos y relativos. Cabe destacar que en la Figura 22, se encuentran en la
misma membrana todas las muestras del estudio, observandose que las sefiales de
hibridacién coinciden en tamafio entre ellas con un tamafio aproximado de 2,3 Kpb. Lo
anterior nos deja que independiente del tamafio exacto de las bandas, estas se encuentran
en el rango esperado (3 Kpb).

Por lo anterior podemos concluir que el gen TcCRT se encuentra en una sola
copia (una sola banda) ya que no se observan, en tiempos menores de digestion, otras
bandas mayores correspondientes a multiplos de la unidad minima (en este caso un
tamafio cercano a los 3 Kpb). Las cepas Tulahuén e Y (Figuras 30B y 31B
respectivamente) poseen una segunda banda cuyo tamafio se estima entre 1,1 a 1,5 Kpb,
en este caso podemos decir que existiria un polimorfismo en los sitios de restriccion
ubicados en la regién intergénica y no en el gen TcCRT, esto Gltimo corroborado en la
secuencia génica de TcCRT (cepas Tulahuén, Miranda y el clon CI Brener). Cabe sefialar
que este polimorfismo, de las cepas Tulahuén e Y, coincide con los experimentos en
campo pulsado que sefialan una mayor cantidad de cromosomas portadores del gen
especificamente en estas cepas (Figura 4).

Las condiciones de digestion utilizadas para la enzima BsrG1l no fueron las
ideales, ya que no se aprecia digestion en el gel ni sefial de hibridacion en la membrana
correspondiente, Figuras 1 a 6 (Anexo).

Los datos generados a partir del genoma de T. cruzi (clon Cl Brener) respaldan

nuestros resultados indicando, segin el estudio bioinformatico realizado, que en ClI



Brener el gen TcCRT se encuentra en copia unica (Figura 5). Coincidentemente, el gen de
CRT también se encuentra en copia Unica en T. brucei (Figura 6).

Hay que recordar que en tripanosomatidos, los mecanismos de expresion génica y
del proceso postranscripcional difieren de otros eucariotas en casi todas las vias. Asi,
empleando varias vias de regulacion, estos parasitos pueden asegurar los rapidos cambios
asociados con la transmisién entre insecto-vector y hospedero mamifero, a través de una
reprogramacion instantdnea de expresion genética (Teixeira et al., 2003). Ademas,
promotores de la enzima ARN Polimerasa Il todavia no son identificados en T. cruzi ni
en otros tripanosomatidos. Genes ligados son co-transcritos en largas unidades
policistrénicas, a menudo sobre varios cientos de miles de nucle6tidos y el sitio de inicio
de la transcripcion y la regulacién de su extensién todavia no son determinadas. Los
niveles basales de ARNm derivados de los genes ligados pueden a menudo diferir en
varios cientos de veces (Taylor et al., 2003). Lo que implica que la regulacion debe ser
predominantemente postranscripcional. Asi, la atencion se ha desviado hacia el estudio
de elementos regulatorios, derivados de regiones no traducidas de varios genes sometidos
a control pos-transcripcional. La region 3’UTR ha sido el principal sitio relacionado a
mecanismos controladores de la estabilidad de ARNm de varios genes (Teixeira et al.,
2003). En este caso, TcCRT se encontraria en copia Unica por cromosoma en todas las
cepas del estudio, indicando que sus multiples funciones y sus variadas ubicaciones
subcelulares estarian dadas por un numero reducido de isoformas génicas no superior al
nimero de cromosomas en que se localiza el gen, y por su regulacién a nivel

postranscripcional.



IX. Conclusion

En sintesis, los resultados de esta Memoria de Titulo ratifican que TcCRT se
encuentra en varios cromosomas dependiendo de la cepa o clon, encontrandose en 2
cromosomas en la cepa MF y el clon CI Brener, 3 en el clon Dm28c y 3-4 en las cepas
Tulahuén e Y. Por las caracteristicas de T. cruzi estos cromosomas serian homaélogos.
Los resultados de digestion nos indican que el gen TcCRT se encuentra en una sola copia
por cada cromosoma. Estos datos concuerdan con la secuencia publicada del genoma
para Cl Brener de T. cruzi. Nuestros resultados indican que las multiples funciones y las
variadas ubicaciones subcelulares de TcCRT estarian dadas por un numero reducido de
isoformas génicas no superior al nUmero de cromosomas en que se localiza el gen, y por
una regulacion a nivel postranscripcional.

Los resultados también orientan nuestros esfuerzos en curso a la factibilidad de
inactivar (“knoquear”) el gen de TcCRT, con el objetivo de verificar su rol en procesos
de infectividad parasitaria, en modelos murinos. Estos esfuerzos (realizados en
colaboracién con el Laboratorio del Prof. Miguel Basombrio, Universidad Nacional de
Salta), parten de la suposicion que la ausencia de TcCRT en los parasitos no afectara
severamente su viabilidad en cultivos celulares. De ser asi, restara definir su infectividad

in vivo.
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XI. Anexo

Los experimentos con la enzima BsrG1, se muestran en las Figuras 1 a 5,
apreciandose en los geles (Figuras 1-5 A) una nula o mala digestion del ADN en las
cepas del estudio, bajo las condiciones de incubacion propuestas (4°C, 10 U/ug ADN,
incubacion 0 a 24 hrs.), la flecha roja indica ADN de alto peso molecular no digerido.
Como era esperado, en las membranas respectivas (Figuras 1-5 B) no se visualizan
sefiales de hibridacién correspondientes a TcCRT, solo se observan sefales
correspondientes a ADN no digerido (flecha roja). En la Figura 3B, se observa

hibridacién inespecifica de *P-C-TcCRT en la cepa MF (flecha pUrpura).
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Figura 1. Incubacién a 4°C por 24 hrs. con BsrG1 no promueve la digestion
de ADN, en el clon CI Brener. ADN de T. cruzi clon CI Brener (10 ug) fue
incubado por 0, 15 y 30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BsrG1 (10 U/ug
ADN), carriles 2 a 8 respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron separados
mediante PFGE, con pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8, en las
Figuras A y B corresponden a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica
en membrana de nylon, detectada con **P-C-TcCRT, respectivamente. La flecha
roja indica ADN no digerido. Carril 1: marcador de ADN “Low Range PFGE
Marker”.
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Figura 2. Incubacion a 4°C por 24 hrs. con BsrG1 no promueve la digestion de
ADN, en el clon Dm28c. ADN de T. cruzi clon Dm28c (10 ug) fue incubado por 0,
15 y 30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BsrG1 (10 U/ug ADN), carriles 2 a 8
respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron separados mediante PFGE, con
pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8, en las Figuras A y B corresponden a
un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica en membrana de nylon, detectada
con 32P-C-TcCRT, respectivamente. La flecha roja indica ADN no digerido. Carril
1: marcador de ADN “Low Range PFGE Marker”.




Figura 3. Incubacidén a 4°C por 24 hrs. con BsrG1 no promueve la digestion de
ADN, en la cepa MF. ADN de T. cruzi cepa MF (10 pg) fue incubado por 0, 15y
30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BsrG1 (10 U/ug ADN), carriles 2 a 8
respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron separados mediante PFGE, con
pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8, en las Figuras A y B corresponden
a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica en membrana de nylon,
detectada con *’P-C-TcCRT, respectivamente. La flecha roja indica ADN no
digerido, flecha parpura indica hibridacion inespecifica. Carril 1: marcador de
ADN “Low Range PFGE Marker”.




Figura 4. Incubacion a 4°C por 24 hrs. con BsrG1 no promueve la digestion
de ADN, en la cepa Y. ADN de T. cruzi cepa Y (10 pg) fue incubado por 0, 15y
30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BsrG1 (10 U/ug ADN), carriles 2 a 8
respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron separados mediante PFGE, con
pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8, en las Figuras A y B corresponden
a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica en membrana de nylon,
detectada con **P-C-TcCRT, respectivamente. La flecha roja indica ADN no
digerido. Carril 1: marcador de ADN “Low Range PFGE Marker”.




Figura 5. Incubacion a 4°C por 24 hrs. con BsrG1 no promueve la digestion
de ADN, en la cepa Tulahuén. ADN de T. cruzi cepa Tulahuén (10 ug) fue
incubado por 0, 15 y 30 minutos, 1, 6, 12 y 24 hrs. con enzima BsrG1 (10 U/ug
ADN), carriles 2 a 8 respectivamente. Los fragmentos de ADN fueron separados
mediante PFGE, con pulsos de 1 a 12 seg. por 5 hrs. Los carriles 2-8, en las
Figuras A y B corresponden a un gel, detectado primero con BrEt y a su réplica
en membrana de nylon, detectada con 3P-C-TcCRT, respectivamente. La flecha
roja indica ADN no digerido. Carril 1: marcador de ADN “Low Range PFGE
Marker”.




