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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es un protozoo hemoflagelado gue
produce la enfermedad de Chagas. En la naturaleza se en-—
cuentra en tres formas: amastigote, epimastigote y tripo-
mastigote. Estos cambiocs en la forma y funcidn del pardsi-
to deben estar relacionados & modificaciones en la e:lpre-—
sidtn génica.

La cromatina de J. cruzil estd organizadsa en nucleoso-
mas, sin  embargo, la cromatina no se condenssa en cromoso-—
mas durante la mitosis.

Er estudios anteriores, una histona Hy tipica no fueé
encontrada en geles de poliacrilamida en condiciones dena-
turantes (SD8) o &cido-urea. Como consecuencia, SE& propusc
que el comportamiento particular de la cromatina de
J. cruzi durante la divisidén era debido & la ausencia de
uris histona Ha.

En este trabajoc, las histonas de este pardsito fueron
sistematicamente caracterizadas por espectrofluocrometrisa,
Compos1Citn de aminoc&cidos, electroforesics er geles de po-
liacrilamids en una y dos CIMENSIONES, wtraccidn diferen—
cial con &cido perclorico y acido triclorocaceético, reacti-
vidad cruzada con antisuercs vy western blot. For otro

iado, lag histonas de J. cruzfi se compararcon con histonas




de diferentes especies usando diferentes sistemas electro-
foréticos. Se observd gue las histonas de T. cruzi presen-
taban caracteristicas diferentes & las histonas de los
eucariontes superiores.

Se concluye gue 1. cruzi posee el conjunto de las
histonas conocidas, incluyendo una Hy gue presenta propie—
dades inmunoldgicas y de sclubilidad similares & las de
otras especies (espermatozolides de erizo gg mar, timo de
ternera, higado de rata) pero con movilidad electroforetica
diferente en geles de poliacrilamida,

Mas atn, en este trabajo, sg describen variantes de
histonas en geles en dos dimensiones  y &g identifica el
procesc de fosforilacidn post-traduccional en tres de ias
histonas de JT. cruzi.

For otro lado. se comprueba la presencie de variantes
de histonas en estados proliferativos vy de diferenciacion
del parasito, en diferentes generocs de la familia Trypano—
csomaticdas vy en diferentes cepas de 1. _Ccruzi.

La presencia de variantes os histonas sugiere gue
gllas podrian participer &n la regulicorion de la prolifera-

cigrn celular vy la diferenciacion del pardsito.




ABSTRACT

Irypanposome  cruzi  is & protozoan which produces

Chagas disease. It may be Ffound in three phenotypes:
amastigote, epimastigote and trypomastigote. These changes
should be related to modifications 1nm the esxpression of
certein genes in this parasite.

T. cruzi chromatin 1is organized it rucleosomes. ho-
wever, chromatin is not condensed 1in chromosomes during
mitosis. In previous studies & characteristic Hi: was not
fournd in  denaturating conditions or in acid-urea poalya-
crylamide gel electrophoresis. Consequently, it was propo-
sed that the particular behavior of J. cruzi chromatin in
dividing cells was due to the absence of an Hi hitorne.

In the present work, histones from this parasite were
systematically characterized by spectrofluocremetric analy-
£18, aminc acid compositicn, polyacrylamide gel electrophoa-
resis in one and in two dimensions, differential extraction
with perchloric or trichlorocacetic acid, immunclogical
cross-reactivity with antisera and western Dlot. It is
sehowr that they presented different characteristics as com—
pared to nistones from higher eukaryotes.

It ie concliuded that JT. cruzi contains &11 histones




fractions, including Ha: with sclubility and immunological
properties similar to those in cther species (sea urchin
sperm, calf thymus, rat liver), but with & particular
electrophoretic mobility in polyacrylamide gel electropho-
resis. Moreover, in this work, histone variants are descri=-
bed by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis
arnd cre histone post-translational chemical modification:
three J. cruzi’se histones are phosphorilated.

Orn the other hand, the presence of histone variants
iz shown in different proliferative and differentiated
stages of this parasite, in different Genus of the
Trypancsomatidae family and in different strains of 1.
cruzi. The presence of histone variante suggests that they
may participate in the regulation of cell proliferation and
differentiation of this parasite, in a similar way as it

has been postulated for higher eukaryotes.
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A. INTRODUCCION

1.~ Biclogia del ITrvpanosoma cruzi

T. cruzi es un protozoc hemoflagelado causante de
la enfermedad de Chagas. Su clasificacidn se ha determinado
por caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas, moleculares
vy de comportamiento {(como patogenecidad para el hombred). La
posicién  taxondémica del J. gcruzi es la siguiente (1) :
Feino @ Frotistay; Sub-Reino @ Frotozos:; Fhylum @0 Sarcomas-
tigophora; Subphylum : Mastigophora; Clase : Zoomastigopho-
rea; Ordern : Finetoplastida: Suborden : Trypanosomatinas
Familia : Trypanosomatidae: Género @ Trypanosoma; Grupo
Stercoraria; Subgenero @ Schizotrypanumy Especie @ cruzi.

Las enfermedades producidas por protozoos del
géneroc Trypanosoma son exclusivas de los contirnentes
africant v Sud—ameriCano, Las tripanosomliaslis =fri1Canas
causadas por T, brucei. afectan humanos y algunos animales
domesticos., mientras las especies de JT. oruzil aftectan s¢lo
& humancs e areas de Americs Central y Sug-fAmerica, desde
el r:u Brande por el Norte hests el paraleloc 27 por el sur.
Em mste zona la enfermedac de Chagas es endemica. EL
parasitc =g mantiens en animales domesticos  {(gatos.

perros, conejos, cabras, etc.) vy salvales., QUE SI1rven Como




reservorics (roonosis). E1  hombre es parte importante en
este ciclo.

Se ha estimado que de I5,000,000 de habitantes
expuestos al riesgo, 12,000,000 estan infectados. La
enfermedad de Chagas es una enfermedad de &reas rurales,
donde las condiciones sociales favorecen la multiplicacion
de las especies de arirtpodes de la familia Reduviidae
gue actuan como vectores.

El Trypanosoma cruzi comprende, por  tanto, un
conjuntc de poblaciones de parasitos gue circula entre
hombres, vectores, reservorios salvalies y animales domeéesti-
cos. Estudios euperimentales con aislados de JT. cruzi de
varigs hospedantes muestran una gran variacidn intraespeci-
fica, la gue se manifiesta por diferencias en la morfolo-
gia de las formas sanguineas, virulencia, habilidad para
inducir lesiones,. susceptibilidad & los agentes guimiotera-
peuticos, cCconstitucion antigénica € infectividad a las
célulasz nospedadoras (2). AGR mas, al realizar una caracte-
rizacion de parameiros biclégicos, blaquimiccs, inmunogui -
micos, parasitoldgicos e histopatoldgicos ode estos alsla-
dos, =& han encontrado diferencias de hastas 10 veces en la
tass ge crecimiento de los parasitocs, diferencisa de haeste
40% en la cantidad de DNA total por parasito, vy sdlo ©

antigenos comunes de 3% ensayados (3). Todos estos datos

implican Que caracteristicas del parasitoc y del hospedante




modular el cursoc de la infeccién. Esto ha llevado &
intentar una caracterizacidn general de las cepas de T.

Con este objeto se han desarrollado métodos para la
iderntificacién de perfiles enzimaticos de tripanosomas y Se
harn disefado varios metodos de andlisis de DNA del kineto-
plasto, que permiten agrupar los parasitos de acuerdo a
rasgos comunes. Asi se han descrito poblaciones de T. cruzi
er términos de sus perfiles emzimaticos (zimodemas) 4,
y poblaciones clasificadas en funcion del niumero de
fragmentos de restriccidn obtenidos por digestion del DNA
del kinetoplasto con diferentes enzimas (esquizodemas) (35)
El DNA del kinetoplasto, aprosximadamente un 15% del DNA
total (6), corresponde en un 99% & minicirculos concatena-—
dos.

La interpretacidn genética de los cimodemas de S24
cepas de I. cruci sugiere gue este parasito tiene estructu-
ra diploide (7). Eszta sugerencia fue confirmads por Miles y
tol. (B) y FPettersson y col. (F). La estructura poblacional
ge T, cruzi parece ser multiclonmal y compleaa. Los datos
disponibles sugieren gue & variabilidad genstica del T.
cruzi refleja la evolucitn separada de multiples clones ya
gue, por definicidn, un clon es "el agregado de la progenie

producida asexualmente por un individuo” (7).

T. cruz: s& encuentra on 3 estados principeaeles de

10




diferenciacidn, considerando las formas en el vector y en
el hospedante mamifero. Los tripanosomas que Se encuentran
ern el estémago del vector (forms epimastigote), se multi-—
plican en el lumen antes de transformarse en tripomastigo-—
tes metaciclicos en la cloaca (forma no replicative & in—
fectiva). La tramsmisién ocurre a través de las deposicio-
res del wvector en el momento de alimentarse vy  resulta en
tripomastigotes circulantes en el hospedante humano. Estos
desaparecen rapidamente de la sangre y se encuentran prin-
cipalmente dentroc de macroéfagos donde forman amastigotes
intracelulares vy replicativos. Después de TNumeErosSas
divisiones dentro de las ce&lulas, se transforman en
tripomastigotes que son liberados a la sangre, diseminando
la infeccidén & otros tejidos. S6loc unos pocos tripomastigo-
tes se encuentran en la sangre Yy  S1rven Como reservorioc
para la trasmisitn por el vector (10).

Todos estos cambios de forma y  funcidn deben estar
relacionados con modificaciones en la expresion de ciertos

genes =n este parasito.

2.~ LCaracterizacion de la cromatina.

ta cromating es el complejo DNA-proteinas gus se en-

cuentra en el nuclec de todas las células eucearicticas. En

la mayoria de los casos sufre cambics estructurales




durante el ciele celular, variando desde Ccromosomas
altamernte compactados en metafase & estructuras mas laxas
presentes en el nacleo interfasico. §in embargo, aun
esta estructura laxa involucra una considerable compacta-
cidén del DNA rmuclear. Esta compactacidn se lleva & cabo por
una serie de niveles de plegamiento de la fibra de cromati-
na. Em un primer nivel de organizacion el DNA interaccionea
con las histonas para formar una estructura repetitiva; el
"muclecsoma" (11).

Ern el descubrimiento y caracterizacidn de estsa
estructura se& han empleado diferentes metodologias. En
primer lugar, estudios de difraccidn de rayos X mostraron
gue habia estructuras gue se repetian cada 10 nm & lo
largo de la fibra de cromatina (12,13).

Este hecho se confirmdé mediante ocbservacidn con mi-
croscopia electronica, detectandose cadenas de particulas
globulares (14}, For otrs parte, la digestidn de cromatina
conr nucleasas  enddgenas o nucleasa micrococal produce la
liberacion de fragmentos de DNE multiplos de un tamano uni-
dad de, aproximadamente, 200 pares de bases (10160
Eztos datos llevaron & proponer un modelo para el nucleoso-
ma, segun 2]l cual estaria formado por un octamerc de histo-
nas alrededor del cual se encontraria DNA de doble cadens

de un tamano aproximado de Z00 pares de bpases (110,

Sin embargo, hay variaciones en la longitud del DNA de la

-4




particula en las distintas especies, lo cual indica gue
debe tener una unidad estructural menor. En efecto. aumen-
tando la digestién con nucleasa micrococal se obtiene una
particula, el "cromatosoma” (17) con aproximadamente 166
pares de bases de DNA, asociadas a un octamerc de histonas.
Este comprende Z moléculas de cada uno de los cuatro tipos
de histonas; agquellas medianamente ricas en lisina, HzA vy
HzE, vy las ricas en arginina, Hs y Ha (11). EI1 DNA esta
organizado alrededor de este niaclec proteico en dos vueltas
de aproximadamente 166 pb, las cuales estan unidas por una
molécula de la histona H, en el punto de entrada y salida

del DNA (18,19). Se encuentra ademas un segmento de DNA
gue umne  un nucleosoma con otro y gue tambien contribuye en
parte al sitioc de unidn de la Hi. L& Hi, Hhistona may rica
ern lisina, afecta la estabilidad conformacional y térmica

gel DNA de los nucleosomas (200 asi como la& estabilidad

Conformacional el octamerc de histomas (21). La Hy
también juegs un rol esencial en el plegamientoc de ia
cadena de polinuclecsomas de 10 mm oen la fFibra sclenoidal

P

de cromatina de 30 nm de diamstro (22). El DNA internuclec—

oy

soma puede wvariar entre los diferentes tipos celulares
desde O hasts 80 pares de bases, siendo lo mé&s comun 35

pares de bDeses (I2,23,24). No esta claro el significado de

estas variaclones.,
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En sucariontes superiores se he definido a las histo-
rnas como proteinas de bajo peso molecular, con un contenido
de aminoacidos bé&sicos superior al Z0% . En general
carecen de triptéfanc y cisteina, excepto Hx que posee este
Gltimo aminoca&cido. Su tamafo varie entre 102 & 125 amino-
&dcidos escepto en la histona Hi: gue sobrepasa  los 200
amincacidos (257 .

A& partir de las secuencias aminocacidicas de las
proteinas HzA, HzE. Hx vy Ha del niclec nuclecsomal (25) se
ha observado dos caracteristicas comunes: en primer lugar,
ectas histonas presentan una distribucidn de amincacidos en
l1a cual does tercios de la molécula tiene una composicidn
correspondiente & una estructure globular, mientras gue
er ] extremo amino terminal se encuesntra un altoc contenido
de aminoacidos basicos.

La =segundea caracteristica general de las histonas del
rnucleo nuclecsomal. es el alto grado de conssrvacitn de la
SEeCUEnCclia, especlialmente en el caso de las histonas Hx vy
Ha. E& a&=: comc De Lange y col (2&) encontraron gue &l
comparar le histone Ha O arvejs con ls de timo de terners
gexictian sdic dos sustituciones ern 10D residuce.

Sim  embargo, no  todas las  histonas del nucleo
nuclecsomal son tan conservadas. El analisis des Z40
cecuencias aminoatcidicas de histonas v secuenciazs de

nucledtigdns de los genes de histonas de diferentes
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especies (27) revela que las histonas HzA v  HzBE no son
tan conservadas en secuencia como las Hx y Ha.

Ern contraste con esta distribucioen de carga observada
ern las histonas del "core", la histona H.: presenta tres do-
minios fundamentales. Las regiones aminoc y carboxilo termi-
rales son muy abundantes en aminoacidos acidicos y basicos
y presentan alte veriabilidad en estas secuencias (28). La
regidén central de la proteina es globular, rica en aminoa—
cidos hidrofébicos.

Los cambios evolutivos no son uniformemente distri-
buidos dentro de la secuencia de aminocdcidos de cada
histona. En H=fA., HzE y H, los dominios terminales ricos en
lisina y arginina muestran uns divergencia evolutiva mayor.
El dominic central de estas moléculas es mucho mas conser-
vado. Sin embargo los  datos disponibles para Hzs vy Ha
muestran une distribucion mucho  mas  wniforms de las
sustituciones de aminoacigos (270,

La heterogeneidad en la composicidén de las histonas
se refleia er la existencia de miltiples formas de las
histonas H.., H=fA, HzE ¥y Hx, las cuales ocifieren en su
ceCcuencie O aminoacidos y gue reciben los nombres de
variantes, subtipos o iscformas. La segunds es  la modifi-
cacidn postsintesics de estas proteinas tales como acetila-

cidén, metilacion, fosforilacidn, wubicuitinacidn y ADF-ri-

bosilacidn.
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El rol funcionmal de las distintas variantes no es
conocido, perc hay indicios que la variacion tendria
relacién con aspectos de la fisiclogia del gernoma. Esta
suposicidn se basa en la distinta capacidad de los subtipos
para compactar el DNA y la cromatina (29,30) y en los
cambios observados en la proporcién de los distintos
subtipos en células de distintocs tejidos (31,32), en
distintas etapas del desarrolloc (3Z3) y en distintas etapas
de diferenciacicn de los organismos  (34). Aun més, las
variantes de histonas han demostrado tener efecto en la
ecstructura de la cromatins, adan en el nivel mas basico, el
micleo muclecsomal. Asi, s ha observado cambios en los
rasgos estaticos vy dinamicos de su estructura en terminos
de sitips susceptibles & corte con DNasa I, asi Como &
fuerza i1tnica de desplazamiento v/ o demnaturacion té&rmica,

sugeriendo gue estas alteraciones estructuraeles tendrian
consecuencias fisiolégicas "inm vive" (Z0,29).

Ern ia mavoria de loe ocrganismos, los genes de histo-
nas estan presentes en copias multiples. Se ha demostrado
gue aun individuos productc de endocris pueden portar genes
gue codifican para diferentes variantes de la secuencia
primaria de une histons dada (IDa). Nusvamente se encuentrs
una situacidén no uniforme paras las diferentes histonas.
Mientras para Ha se ha informado sd6lo de dos variantes en

Tetrahymens (36, en el resto de las histonas del nuclec




nucleosomal las variantes son numerocsas, con HzA y HzB
mostrando la wvariabilidad mayor. Curiosamente, existe una
preservacioen de algunas variantes, a través de distintos
phyla. Este es otro argumentoc que sugiere que las variantes
podrian jugar un rol en la funcidn de la cromatina (30b).

Se han descrito subtipos o variantes de todas las
histonss., En variocs mamiferos, =& ha encontrado hasta 8
subtipos de My (27} v 3 © 4 subtipos de Hz/, HzB, y H=x
(ZB). Un nivel similar de wvariacidén s& encuentra en pollo
(29,40),. En espermatozolides de erizo de mar se ha encontra-
do & subtipos de Hy, B8 de HzA, © de HzE y T de H=x (41).
Adlgunos eucariontes inferiores (42,47,44) vy Drosophila
tienen menor namerco de subtipos (43). Se ha comprabada gue
durante el cursc de desarrollc tempranc en espermatozoides
de erizoc de mar {41.486), mamiferos (32,38,47) vy pollo
{29,407 pcurre sintesis e incorporacitn secuencial en la
cromating de diferentes subtipos de las  histonas M., Ha8,
HeFE vy Hx. Otroe camblos paerecen estar relacionados con la
diferenciacidén, comc, por ejempioc, los gque ocurven durante
la espermatogénesis de los mamiferos (48).

Otro enfogue he sido desarvollado por Grunstein vy
£l .4 guienes han estudiado la relacion estructura -
funcidén, realizando mutageénesis de los genes de histonas
"imovitro”, utilizamdo cepas de  levadura mutantes, v/o

transformando con plasmidos gue contiensn genes de histonas
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bajo control del promotor galactosa. Estos autores observan
el efecto producide por leos cambios de las histonas en la
segregacién cromosémica, replicacion y tranmscripcion (49).

LLama la atencien la gran heterogeneidad encontrada
en las variantes de histona Hi. For ejemplo, en eritrocitos
de aves, reptiles, anfibiocs vy peces,la histona H. es
reemplazada por otra clase de histona rica en lisina:
la Hs. Esta histona Hs de eritrocitos es un caso extremo en
gue hay diferencias de secuencias significativas en la
regien globular apolar. Mientras #iste uma homologia de
86% entre la Hs de pollc v la de ganso, existe una homolo-
gia de stloc 49% entre 1o Hs de ganso y la Hy, de timo (30).
For otra parte, se ha descrito gue la H,® en mamiferos,
constituiria una molécula con caracteristicas intermedias
erntre Hs v Hiy, ya gue tiene una region globular semejante &
He (70% de homologie en secuencial), mientras las regiones
terminales zerian similarses & Ha de timo (500,

Le proporcistn de las variantes de histonas Ha
cambia con el progresc de la diferenciacion en el desarro-
lig emprionaric de espermetozoldes de eriz de mar (S1).
e raton (37) y de pollo {(22). En mamiferocs se ha descrito
gue la tasa de sinteszis de diferentes variantes de H,
cambia dramaticamente cuandoc el estadoc funciconal del
crganiesms s altera en respuesta & hormonas (223). Lo mismo

courre en espermatogénesis (48,4%), en tejidos gue estan ©




no en divisidén (54,55) y en la diferenciacion terminal en
algunos sitemas (56,57).

Como se indict anteriormente, un segundo mecanismo de
generacidn de hetercgeneidad esta dado por las modificacio-
nes post-traduccionales de las histonas: acetilacidn, fos-
forilacidén, metilacidén, ADF-ribosilacidn y, en el casoc de
la histona Haf, la unién covalente a la proteins ubicuiti-
Méta

Se ha encontrado varios amincacidos modificados por
foeforilacién en las histonas: serina, Lreoning, lisina e
histidina {(35c), estando claroc que la mayoria de los
sitios fosforilados son serina y treonina. La +Ffosfori-
lacion de histonas H: ha sido asociada &l crecimiento vy
divisitn celulares {(58,59). Mas aun, le fosforilacidén de Ha
parece estar relacionada con el pasoc de las células por Ba,
S, condensacibn de cromatina y mitosis (60,61). El signifi-
cado biclégico de la +fosforilacidn de histonas H. depends
del subtipo involucrado y de la proximicad de los aminoaci-—
goz fozforilados & los  terminales —-COOH ¢ —NHz (80,4620 .
Mas aur, la fosforilaciden de mencs de un O.1%4 del total de
Hi puede ser suficiente para activar la transcripcion de
genes especificos (&2 .

La acetilacian s encuentra en los grupos amino ter-—
minales libres {(f-aminc) de los residueos de lisina. El gru-

poc acetiloc neutralize la carga positiva de la lisina,




disminuyendo la fuerza idnica entre los nuclecsomas de la
tibra de cromatina de 30 nm. Se ha propuestoc que la
hiperacetilacidn de las histonas HzE, Hx vy/oc Ha esta
implicada en la expresion geénica (63,64). Asi, SEBCUBRCLas
de DNA en transcripcidén aparecen asociadas a histonas
hiperacetiladas (63,65); estas regiones presentan sensibi-
lidad preferencial & digestidén con Dhassa (&6).. Mas aldn, la
aeetilacitn de histonss esta relacionads con la ubicecion
de histonas recientemente sirmtetizadas en la hebra de
DNA maciente durante la replicacitn del DNA (&7,468), en el
reemplazo de histonas por  otras proteinas especificas
gurante la diferenciacidén (&%,70). Actualmente =& propone
gue la acetilacidén no occurre al azar, sino cue ez altamente
ecspecifica. Sitiocs diferentes SErian acetilados para
favorecer determinadas funciones biologicas (71).

Las histonas pueden modificarse por ADF-ribosilacidn
tanto Yin vivo" como "in vitro" (72,73,.74). Las histonas
mas susceptibles & esta modificacion quimices son la Hy v ia
HzE. La ADF-ribose s& une al residuoc de acido glutamico en
posicion Z de l& HaEk (75), Ademés puede unirse a los resi-
guos de acido glutamico en posicidn 2. 14 v 1l y & 1la 1li-
sinm& en posicion 213 de la histona Hy, (7&¢,77:. Las otras
nistonas tambiern pueden ADFribosilarse. perc en menor gra-

do. 52 he propussto gue la ADF-ribosilacidn  de histonas

puede facilitar la tranmscripcidn de genes por relsjamiento
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de la cromatine en a&reas especificas (78).

La ubicuitina es un polipéptido peqQUERCc Que se en-
cuentra en el o al 204 de las histonas Haf, dando origen a
un complejo gue se denominag A-24 (uHz2A), o en el 2 al &%
de la histona HzE (uHzE) (79,80). La unidn ocurre entre la
glicina en posicidn 76 de la ubicuitina vy el grupo £-aming
de la lisina en posicidn 119 de la HzA (Bl), © en posicidn
120 de la HzEB (82). Aprodimadamernte el 10-20% de los
rnuc lecsomas contienen histonas modificadas por ubicuitina-
cidn. Se ha sugeridoc que la uHzA esta localizada preferen—
cialmente en nucleosomas de genes en activa tramscripocion
(8%3). La wubicuitimacién puede tambieén relaciconarse &
procesocs de degradecion selectiva de proteinas, dependien-
tes de ATF (B4).

Se ha detectado metilacidn de lisinmas ubicadas en las
posiciones ¥ y Z7 de Hz v 20 de Ha. También se ha visto
metilacidn de histidimas en las histones Hy v He en eritro-
citos de patr. le gue al parecer tendrisa lugar en las fases
5 ¥y Gz del ciclo celular. S8 he propuesto que la metilacidn
de las histocnas Juega un rol enr la meduracidn de la
cromatins recientemente sintetizade (Z5d).

Lo anteriormente expuesto, unido & estudios biocgui-
micos vy de microscopia electrénica, y & estudics de

digestitn con nucleasas, indican la presencls de nucleoso-—

mas o estruciuras parecldas & NUClEosomas &n la mayor:izs de




los genes activos en la transcrapcidn (85,86,87).

En 1976, Weintraub y Groudine (88) demostraron que el
gern para la globina de eritrocito de polloc presentaba una
mayor susceptibilidad & la digestidn por DNasa I, peroc no a
la nucleasa micrococal durante laa trascraipcidtn. Ests
resistencia sugeria que el gen de globina estabs empacado
ern particulas “como nucleocsocmas". Su sensibilidad & DNasa 1
indicaba gue estas particulas eran conformacionalments
diferentes al restoc de los nuclecosomas. Fosteriormente,
este mismc autor, encuentra que particulas supranuclecsoma—
les, obtenidas con digestidn con nucleasa micrococal se
resclvian en particulas gue contenian genes inactivos vy
particulas gue contenian genes activos. Ambos tipos de
particulas presentaban las histonaes del mdcleo nucleosomal
y la histona Hiy. L& diferencia significativa., entre estas

particulas., era el tipo de interaccidn de la H, con el

0

[ owr ]
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tempizaoo

r

Se ha tratado de establecer las bases estructuralecs
de sstas diferencies, estudiando las histonas alteradss ©
modificadas v/ la presencias de proteinas no histénicas en
el nuclecsoma. Dentro de estas ultimas, la fraccaion
detectads mas & menudo en nucleocsomas &ctivos corresponden
& las proteines de alta movilidad "HMGE"., entre leas cuasles

lag WMG 1 y Z, 14 v 17 han sido las mas estudiadas (900,

Investigaciones complementarias se estan realizando
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para determinar la influencia de modificeciones y cambios
estructurales en el DNA, entre los que se podrian citar: la
metilacidn del DNA, la influencisa de las conformaciones A,E
o 7 del DNA, el superenrrocllamientoc y la tensidén torsional
del DNAL. (BS5,87,35ed.

Los experimentos con nucleasas  indican gue los
nuc lecsomas de los genes actives poseen una conformacidn
alterada con respecto & los nuclecsomas  canonicos. La
prezencia de variantes de las histonas podria afectar
significativamente la estructura del nuclecsoma vy de la
cromatina. Aunque no se conoce la funcidn de estas
variantes, su conservacidn evolutive y sus cambiocs regula-—
dos de forma precisa durante sl ciclo celular o el desarro-
llo embriogénico, sugieren una significaciden funcional de
ssteas variantes.

Fesulta interesante el comentaric gue hace Varn Holde,

&l examinar las probables combinacionss de la

il

variantes de
histonas somaticas encontradas en reta; este avtor calcula
gue mabriz 2028 diferentes particulas nuclecsdmicas
posibles de obtenesr (2540,

Lo anteriormente expuesto sugiere gue el estudic
ge las histonas v SuUs variantes en 1. LCrusi podria dar

ideas acerca oe los mecanismos  bésicos  involucrados en

algunos aspectos de la regulacidon y de la proliferacon

celular y diferenciacicn de este parédsito.
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Caracteristicas de la cromatina en JT. cruszi.

Las estructuras nucleares de los tripanosomatidos son
difererntes de las de eucariontes superiores. La membrana
nuclear perciste durante la division celular, 8l huso mi-
crotubular se sitta dentro de la membrana nuclear (91,92) vy
lose cromosomas no han sido visualizedos por tecnicas
corrientes en celulas en divisidn (93). Ademds, s ha des-
crito estructuras llamadas placas mitdticas en nbdcleocs de
tripanosomatidos en division (94,9%). 8 ha propuestioc que
estas placas actian como cinetocoros, en base a su
composicidén, & SuU asociacidn & las fibras de cromatine v &
los microtubulos, (96), & la constancia de su  $Umeroc en
cada especie de tripancsométido, & la divisidon regular en
mitades y & su migracidn como hemiplacaes a los polos del
micleo (92.54.93).

El comtenido de DNA nmuclear en T cruzi  he sido
estimado en 0.2 pg (97). For otro lado. en 1978 ss sugivid
gue este DNA estarvia organizado en nucleosomas. ya  gue se
localizaron proteinas basicas en €l nmuclec de T, cruzi por
medic de microscopia elecirdnicea vy técnicas CciioQuimlicas.
fdemas estas proteinas no  estaban presentes en &l kineto-
plasto de epimastigote de JT. cruzi (28).

Se conoce poCo acerca de la estructura y organizacion

de los cromoscomas en tripancsomas. El analisis citogenético
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directo es dificil ya que los cromosomas no compactan en
ringan estado del cicle celular {(96). 8inmn embargo, por
electroforesis en gradiente de campo pulsado, se ha logrado
fraccionar por tamarfoc los cromosomas  de tripanosoméatidos
(93,99,100), Se postula que estos Ffragmentos de DNA
corresponderian & cromosomas intactos, demostrado por el
usc de pruebas especificas de teldmeros, combinado con la
reproducibilidad del patrdn de bandeo (92,.99,.1000. 641
examinar & cepas vy & clones de . Cruzi ce determind
su cariotipo molecular describiéndose al menos 19 diferen—
tes fragmentos de DNA, en el rango de Z00 pares & mas de
2000 pares de kilobases, vy pocos "minicromosomas” en el
rango de S0O-150 Kb, ern contraste con 1o encontrado en
la mayoria de los tripanosomas  africancs. Ademés se
encontre diferencias intra e intercepas en el carictipo
molecular v en la localizacidn de genec en los cromosomsas
(%7}, gue podrian estar relacionsdos con &l aitc grado de
heterocgeneidad fenotipice previamente descrita en este
pErasito.

FRecientemente se ha propuestoc gue 1a& cromstins de
T. gruzi estd organizads en nuclecsomas, como en otros
eucariotes {(101,102). Astolfi v col. (1013 examinaron la
estructure de la cromatina de JT. cruzi usando digestidn ex—

heustiva o© limitada con nucleasa micrococal. El andalisis

ge la digestion esxhaustive mostrabs mononuclecsomas con
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coeficientes de sedimentacidn 11 8§ y con 200 pares de ba—
sgs, iguales & los productos obtenidos por digestidn de
cromatina de higado de rata. Sin embargo, los productos de
digestidn limitada con nucleasa micrococal, analizados en
gradientes de sacarcsa, diferian en las dos especies. Asi,
mientras de la cromatina de higado de rata se cobtuvo hastsa
pentanuclecsomas, en la de T. cruzi no se observd piloos
definidos de oligonuclecsomas. Este hecho., sumado & gue
JT. cruzi presentd 4 histonas diferentes a las de higado de
rata, especilialmente 2 bandas de a&alta movilidad electro-
forética, v gue no se ha podido demostrar la presencia de
cromosomas como los encontrados  en eucariontes superiores,
llevd & plantear diferencias esenciales en la compactacion
del DNA de este parasito en niveles de organizacitn supe-—
riores y & sugerir  gue los  espacios internuclecsomales
ectarian organizados de diferentes formacs en protozoos v
metszoos 1101).,

For =su parte PRubic vy col. (102 demostraron la
nresencia de nucleocsomas por MICrosCcopis  electrdnice. la
exietencia de fragmentos monomericos y cligoméricos de DNA
v describieron 4 proteinas bésicas nucleares en T. Crusi.
Er mimgun caso se  detectd unse histons similar a las H, de
gucariontes superiores nl fragmentos discretos de DNA de

143 pares de bases despugs de digestion con nucleasa

micrococal. Em contraste com el material {cromatinas de
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eritrocito de pollieo) usado como control se encontrd Que la
preparacisn nuclear de J. cruzi era fisica y enzimdticamen—
te frédgil, y gque las proteinas ba&sicas mostraban diferente
movilidad electroforétics.

Hecker y Gander (103) también estudiaron gl patrén de
compactacidén de la cromatina vy el contenido de histonas en
T. cruzi y en T. brucei en comparacidn con higado de rata.
Se encontréd diterencias fundamentzles en la organizacidn
de las cromatina de tripanosocmas y rata. Asi, mientras
la cromatima de higado de rate se condenss en la Fibra
soclenpidal en 100 mM NaCl, la cromatina de T. cruzi muestra
menor grado de condensacitn y 1a cromatina de T. brucei no
condensa. En general, los nuclepsomas de tripancsomas
parecen estar menks  regularmente ordenados (105, La
fistona H. de higado de rata aumenta la compactacicn de la
cromatina de IT. cruzi pero no la de T. brucei. Al analizar
las histonazs de estaszs especies en geles denaturanies de
peliacrilamida (BDE) no aparece una histona semejante a la
histona H: de rata v las dem&s histonas tienen distinta
movilidad electroforética comparativamente. Estos resultas-
dos, podrian explicar las diferencias especie-gspecificas
en la organizacidgn estructural +Fina v en el patrdn de
compattacidn de las diferentes cromatinas.

En los trabajos citados es posible detectar diferern—

cias entre las histonas de I. cruri v las histonas usadacs




como patrdn. Estoc no parece ser tan sorprendente conside-
rando  que se ha encontrado diferencias significativas,
tarnto en nuamero como en movilidad electroforetice de
histonas en otros protistas, respecto a histonas de timo
vsadas como control. (42,42,44,104,105,106,107). Mas aun,
teniendo en cuenta que los tripancsomatidos se habrian
originedo en el Frecambrico, alrededor de 1400 millones de

ancs atras (108}, es razonable imaginar diferenciss en las
proteinas gue estabean apareciendc Ccomd Wun MECANISMD pars
oprganizar y compactar el DNA, por una parte y de asegurar,
por otra., una distribucidén de este DNA en las células
fijas. Mucho se ha insistido sobre la semejanze y Conser-—
vacion de las histonas entre plantas terrestres vy animales
{(10%),. 8in embargo, hay que considerar gue estos linajes
aparecieron sobre l& Tierra durante el Faleczoico. hace 00
millones de afos y gue, por consigulente, la divergencia
ertre ellos es mucho més cercana & el tiempo cgue la de los
tripancsomas respectoc & ambos. (1120, Aun mas, s hs
ocheervado que en los Frocarionies contemporaneos, tanto en
eubscterias comoc arguecbacteriss, existen ciertas prote:inas
"tipo histonas” que no sélo unen el DNA simo gue tambien lo
compactan (111,3112,113,114,118). A pesar de gue entre estas
proteinas bacterianas vy las histonas (o entre el nuclecide
y la estructura de cromatina) hay encrmes diferencias,

seria rezonable imaginar gues pare gue el nucleosoma S
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desarrollara, un conjunto de proteinas bésicas ha tenido
gue evolucionar Yy podria pensarse Que en los Protistas
encontramos uneé etapa de la historia del nucleosoma,
reflejada por la diversidad de estas proteinas (36,104,

105, 106, 107) .




FROFOSITO DE LA TESIS

El proptsito del presente trabajo es: Caracterizar
csistematicamente las histonas de T. cruzi en relacidn a

procesos de proliferacicn y diferenciacion de este organis-—

Mo .

Loe objetivos especificos son:

m
e

Detectar las diferentes histonas en 1. gruzis en
especial la presencia de la histona Ha.
t) Detectar la& presenciea de variantes de estas histonas
y posibles modificaciones post-traduccionales de ecstas
proteinas.

c) Comparar las histonas de JT. cruzi con las de otras

especies, utilizando estas Gltimas comoc patron.
d) Comparar las histonas en diferentes estados prolifera-

tivos y de diferenciacidén del parasito.
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B, MATERIALES Y METODOS

i,~ Frocederncia de los reactivos:

Loe siguientes reactivos se obtuviercn en Sigma
Chemical Company, ST. Louis, Moo @ Azul brillante de
Coomassie 6., glucosa, 2 mercapfaetannl, W, N —-metilen-
tis-acrilamida, Tris base, Urea, SD5, Amido Elack, fAcido
sspartico, Acido glutamico, Frolina, Tritén DF-1é6, Tritdn
X-100, TPCk, TLCK, FMSF, BRisulfito de sodio, N-gtylmaleimi~
da, Agarosa (tipo V), DEAE-celulosa (DE=52) ,

Los reactivos usados en la preparacidn de los medios
de cultivos se obtuvierocn en Difco, Detroit, Michigan, UshH
: Tryptose, Tryptone, Yeast extract, Liver infusicn broth.

fos siguierntes reactivos se obtuvieron e Merchk,
Darmetadt. Alemania: EDTA, K2HFOL., KEH:FOs. kLI, Mogll=,
NaCli, Blicercl, Azul de bromofencl, TEMED.

La fostatasa alcalina se ocbtuve de EBoehringer
Mannheim.

El suerc anticonejoc btiotinilado y €&l complejo
streptavidina-tioctina—peroxidasa se obtuvieron en Amersham,
Buckinghamshire England. El1 HRF color y  la acrilamidea se

obtuvieron en Bio Rad, Richmond, California, LSA.
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Z.- Cultivos Celulares.

~

2.fA.- S¢ utilirarocn cultivos de T. gruzi, cepa Tulahuen,
mantenidos en medic Diamond (116).

Medic Diamond: NaCl: 12,5 g: KHzFO.: 8,129 g EHFOaL: 8,120
gy Tryptose: 12,5 g; Tryptone: 12,5 g: Yeast extract: 12,0
g: agua destilada hasta 1000 ml. (pH: 7,2).

Este medic se distribuyé enn botellas de cultivos
de 80 ml, se tapt¢ con tapones de gomas y S€ esterilizd en
autoclave & 120°C durante 4% minutos, & una presidn de 20
libras.

A1 medic Diamond estéril se agregd hemina 3,5 uM,
cuerc fetal de bovino Z,5% V/V, antibidtico y epimastigotes

de Trypancsoma cruzi (cepa Tulahuén) a una concentracicn

de 2-5 millones por ml. Los cultivos se mantuvieron & 28°*C.
Recuentoc de Células: se realizdé en una camara de

Neubauer, diluyende las células en formalina &l 10%.
iLaz celulas se colectaron por  centrifugsciton  al

dia T 7

o

{fase expornencial de cultivo! o dia 14 (fase
ectacionarie de cultivo), se lavaron & veces en FBS y se
usaror inmedistamente. Ern algunos experimentos las células
se congelarorn & —-20°C. Una curva tipica de crecimiento se

presernta en el Apendice.

Z?.B.~ Alternativamente se utilizd el clon de T. cruzi DM

28c (117,116,119 el cual se mantuvo en Medio Lit. E=ste
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clon presenta la propiedad de cambiar desde la forma
epimastigotes a la forma tripomastigote "in vitro" al ser
cometido a estrés nutricional, manteniendo las caracteris-—
ticas morfolégicas y biolégiras correspondientes a gstas
formas.

Medio Lit: NaCl 4,0 g3 KO 0,4 g NMazHFO. B.,0 g3
gluceosa 2.0 gi Tryptosa 5,0 g3 Liver infusisén  broth 5,0 g3
Hemina 25,0 mg: Sueroc 100 mli Agua destilada & 1000 ml.
(pH: 7,2,

Se esterilizé a través de filtros de miliporo, bajo
presitén negativa. Antes o despues de Filtrar. &1 medioc s&
incubs por &0 minutos & 68°C para inactivar el suero vy
finalmente se agregd gentamicina a concentracion fFinal de
22 mg/ml.

Los cultivos se cambiaron de medio de cultiveo cada 7
dias. Para ewtraer las histonas de epimastigotes las
células s colectarcn & 1los 5 dias vy se lavaron 3 VEBLES &7
FRS.

Fara obhtener las formas tripomastigotes del parasito
se realizd el protocolo de diferenciacidn de epimastigotes
a tripomastigotes "in wvitro"', descritoc por Contreras vy
col.{117,.118). Para ésic se coolectaron epimastigotes de @
dias de crecimiento, se centrifugaron en forma esteril a
8,000 rpm  durante 15 minutos a 10°C. vy se resuspendi&ron

en medic TAU a wuna concentracidn de S » 10% cé&iulas/ml.




Medio TAU: NaCl 190 mMy EC] 17 mM; MgCls 2 mMy NaHCOx
0,035%: Tampon fosfato de Na B mM; FRojo de Fernol 10 mg/mls
Gentamicinag 22 mg/ml.

Lose epimastigotes se mantuvieron por . horazs &
28°C y luego se distribuyeron en medio de transformacion
gue corresponde al medio TAU més L-prolina 10 mM, L-aspar-
tico 2 mM, L-glutéamico SO mM y glucoss 10 mM, agregando 1 =
107 pardsitos/ml. Se dejaron a 28°C, durante 96 horas. Se
cosecharon por centrifugacidn a 9.000 rpm por 157.

Los tripomastigotes se separaron de los epimasti-
gotes mediante urme columna de DE-SZ celuleocsa (120),

cbteniéndose con una pureza de F9%.

3.- FPreparacitn de cromatina y cbtencion de histonas.
Ba&sicamante. se& usté el procedimientoc de Stein y col.
{121) con algunas modificaciones. Las celulas se homoge-
neizaron en sacarosa 0,25 Mp; EDTA 0,001 M, Callz 0,003 M
Tris—-HC1 0,010 M pH 7,4 y ©,5% saponina. 5 usc un homoge—
rneizador Fotter = Elveldehm, a 1.200 rpm por 2 minutos.
Luego se centrifugd & 3000 » g por 10 min. L& fracoibm
nuclesr s lave en el mismo amoritiguador pero sin Saponins.
Foeteriormente & homogeneizdé en Tritdn X-100 14 3
NaCl 0,1% M: EDTA 0,025 M; Tris-HCl 0,01 M pH 8, vy se
centrifugé 12000 g por 20 minutos. Esta suspensidon se lavo

T veces en Tris - HC1 ©,01 M pH 8. Todo este procedimiento
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ce realizd & 4°C.

Extraccioén de histonas: Se utilizé el procedimiento
de Fanyim and Chalkey (122). El sedimentc de cromatina =€
resuspendid en agua destilada, se llevd a Hz80,. 0,4 N (con
H=50a 3,6 N), y se dejé extrayendo durante la noche. Luego
se centrifugd a 3I0.900 g por 20 minutos vy el sobrenadante,
gue contenia las histonas, se dializé contra agua destila-
da. El dializado se liofilizé y guardd & 4°C. EI mismo pro-
cedimiento se utilizd para cobtener las histonas de timo de
ternera vy de higedo de rata.

Fara descartar la posible activacién de proteasas
por calcioc, en algunocs experimentos {indicado en el texto)
se empled Mgllze 0,005 M en ver de CaCl= 0,007 M.

Gtlternativamente se obtuvo histonas estrayendo la
cromatine con HCl1 ©,35 N y precipitéandolas con TCA y ace-
tona como describe Iweidler (38). AsimismD S reslizaron
experimentos para evaluar el factor tiempﬁ gurante la
extraccitn, realizénoose esta, ya sea por S min. © durante
toda ls noche.

Fare evitar oxidacién de residuos de amincacidos en
las preparaciones de histonas, se agregc tipdiglicel 1% en

todas las scluciones. Sinn embargo, noc  se observé diferen-

it

ciaz en el patrén de histonas obtenido con o sin este

agente.




4.— Inhibidores de Froteasas: Se utilizd los siguientes
inhibidores: FMSF ! o 2,2 mM; TLCE 0,5 mM o 1,9 mMs

TFCE 1 mM; N-etilm=leimida 1 mM y bisulfito de Sodic S0
mM. Se usaron s6los o combinados como se indica en los
experimentos particulares, incorporéandolos al Gltimo lavado
antes de romper las celulas y posteriormente & traves de
todo el proceso. En €l ceso de conservar celulas a -20°C,

los inhibidores se agregaron en el Gltimo lavado con FRE.

5.- Caracterizacidn de las histonas:

=.1.-5e analizét la presencia de triptéfanc por espectro-
fluorometria empleando el método de Brand y Withholt (123)
er un espectrofluorémetro Perkin — Elmer MPF-ZA. Se ust Cco-
mo patrén una preparacién de histonas de espermatozoldes de
erizc de mar vy soluciones patrén de triptdfanc vy tirocsina
10 mM.

=,Z2.—- 5e reslizt el anadlisis de am:inoacidos ge las histonas

totales de J. cruzi. Fara éstoc las histonas sE hidrolizaron

m

ern HC1 & N & 110°C por 22 horas, en la presencia de 4% de
scideo tioglicdélico, como describe Matsubara y Sasak: (1243,
Ezjo estas condicicrnes el traiptoefano no es degradado. Las

muesStrac se analirzaron en un analizador Beckman 120 C.

&.— Extraccitn de histonas Hay de T. cruzi y de timo de
ternera.

La preparacitn de cromatine se extrajo con Nall
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0,35 M, con PCA 5% ¢ con TCA GX. La mezcla = agite por
4% minutos a 0°C para promover la solubilizacidn de las
proteinas y la fraccion egluble se recobrd después de una
centrifugacion por 30 minutos & 12.000 x g.

Los extractos cee dializaron contra agua destilada
y sg liofilizaron. FPor ctro lado, los sedimentos remanentes
despugs de la extracicn se suspendieron en HaB0a 0.4 N v s&
extrajeron las histonas. Todas las muestras se analizaron
er geles de poliacrilamida Tritém DFlé-urea-acido en una
dimension.

La histona Hy se aislt de la cromatina por extraccidén
en FCA 0,75 M y precipitacidén diferencial en acetona adcida,
siguiendo el procedimiento de Sanders (1250, Fosteriormente
este precipitado se lavé tres veces en acetona y 88 sect ail
VaCio.

7.- Electroforesis en geles de poliacrilamida . Se usc tres
cistemas ds a&nalisls.

Farz geles en una dimension:

1) poliacrilamicga 15%, Uresa & M, &cido acetico 0,9 N,
Tritén DF-1& ©,38%, segun Alfageme y col. (12640,

2y poliacrilamida 15%, B8DS8 ©,1%, segian Laemml: {L27 ).
modificade por KEornberg (128).

) poliscrilamida 15%, urea 2,2 M , acido acetico 0,9 M

segln Fanyin y Chalkey (1Z2). En los sistemas 1 ¥y I sE
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realiz¢é una pre-corrida en  acido acético 0,9 N hasta
llegar a voltaje constante.

Fara la segunda dimensién se us6 una tira de gel
de la primera dimensidén (sistema 1) que se equilibrd en
Tris-HC1 0,06 M pH8, SDS 2%, BME ©%, glicerol 10% vy se
coloctd sobre el gel concentrador del cistema 2). Que luego
se selldé agregando 1% de agarcsa. La electroforesis se

vrealizo durante la noche, & temperatura ambiente, & 20 mA.

.- Fara determinar la concentracidén de histonas en la
muestra, se us¢ el método de Luck, descrito por Hrilics
{129}, usandc histonas de timo preparadas segun Materiales
y Métodos (121,122), come petron. Los geles s tiferon 4
Horas con Amido Black al 0,2% disueltoc en &cido acetico 10%
v metancl 45% segun IZweidler (130) y se destiferon en acido
aceético 5% v metanocl ZE%.

Liternativamente se emplet la tincien con Coomassie

Erillant Blue (5.250) descrita por Reisner y col. (1312,

51]

una concentracidn O,048% t(w/v) en FCA 2,54 {(w/v) final. Con
ecte colorante las bandas de proteinas  aparecen en 2 & o

mimnutos.

5, Estimacidn de los pesos moleculares de las histonas de
I. gruzi. Se utilizd la tecnica de Hamana vy Iwair (132) Ge-

les cilindricos de 0,5 om de diagmstro por 11 om de largo




conteniendo poliacrilamida  al 10%, 15% 6 20% . N-N methy-
lenbisacrilamida ©,66%, Urea 6,259 M y &cido acetico 0,9 M,
se pre-corrieron por 4 horas en &cido acético 0,7 M. Be
empled histornas de timo de ternera como patrdn. Los geles
ce tiferon comc describe Zweidler (130). Fara la ectimacidn
de los pesce moleculares se aplice el procedimiento de

Ferguson (133).

10.- Otros metodos de caracterizacidn de histonas.

10.1.- Immunodifusién: ©Se siguidé el procedimiento descrito
ern Hudson y Hay (1324). Se disclvié agarosa  al 1% en una
solucitn que contenia amortiguador fosfato de potasioc S mh
{pH 7,0), EDTA ¢,5 mM y azida scdica ©0,02%. Se prepararcn
placas para inmunodifusién agregando 2.5 ml de la agarosa
fundida scbre un portacbietoc. Una ver sclidificado el gel
se perforaron pocites de 15 ul, en disposicitn hexagonal,

er loe cuales se colocaron las muestras por analizar. Se

0

gejaron difundir antigenoc y antisuerc por 48 horaz & 4°C,
colocando la placs en una camara humeda. Los sueros armti H,
y anti histonas del ndclec nuclecsomal de sspermatczoldes
de erizo de mar se prepararcn en conelos en el laboratoric
de lz Dra. Maria Imschenestky, guien gentilmente dont estos
antisuercs.

10.2.- Immunoblotting: Se siguic el procedimiento descrito

por Towbin y Col. (135). EI gel de la segunds dimension
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(5DS) que contenia las histonas de T. cruzi fue lavado

brevemente ern agua destilada vy luego en Tris 0,025 M,

glycina 0,2 ™M {(pH: &, 7)) que contenia 5D ©,001% y metancl
20%. La transferencia & nitrocelulosa se realizd durante
toda la noche a 200 mA en el mismo amortiguador en una
camara para transferencia Bio Rad. Despues de transferir,
el filtro se saturé con TES: NaCl 0,5 M, Tris 0,02 M, pH:
7.5 gue contenia 5% de gelatina, por i hr. a 37°C. Foste-
riormente se laveé 5 veces con TES con Tween-2Z0 0,057 y se
incubs 1 hr. & temperatura ambiente en TBS que contenia
gelatina 1% con suerc de conejo anti H, de espermatozoide
de erizo de mar diluido 1:50. Luego se lave © veces (S minm.
cada vez), con TEBS ©,08% Tween 20 y se incubo 1 hr.e &
temperatura ambiente en TES, gelatina 1%, v suerc anticone-
jo bictinmilado, diluido 13200, Posteriormente el filtro se
lavé 5 veces como ©& describie  anteriormente y S€ incubo
i . & temperatura ambiente con TBS, 1% de gelatina vy =
compleio streptavidina—bioctina—perc:idasa diluide 1:400,
Er seguids &€ lavo © VeCes COmG S8 mENC1ONG y SE getectt el
complelo antigenc—anticuserpo incubsando & teEMpEraturs
ambierte por 15 min. con HRF color, un sustratoc cromogéenico
ge perowidasa. La reaccion  fue detenids lavando &1 filtro

con agua destilada (136).




11.- Foeforilacicon de histonas de T. cruzi.

Cultivos de T. cruzi de © dias y de 14 dias que contenian
4,57 % 10® células, se incubaron 33 horas & 2B°C con 3%e)
Ortofosfato de 58 uCi/ml, en un  velumen de 15 ml de medio
de cultive. Fosteriormente las células se colectaron vy
lavarcn en FES. Se agregd células sin marcar (carrier) vy
las histonas se extrajeron como =& describic en la seccion
anterior, en presencia de PMSF 2,2 mM y TLCE 1,5 mM.

Una alicucte correspondiente a la mitad de las histo-
rae obtenidas en cada casc se trate con fosfatasa alcalina.
Fara esto las muestras: 160 ugg de histonas totales prove-
niertes de ceélulas cosechadas el dia 5 de cultivo,
(17,180 c.p.m.), vy 160 ug de histonas totales provenientes
de ceélules cosechadas el dia 14 de cultivo, (9. 157 c.p.m.)
ce incubarcn con S unidades de fosfatesa alcalina bacte-
riana {(Boshringer Mannheim) por S0 minutos & Z7°C, &h
Trie—-HCI ©,010 M pH 8.0, MgClz 1 mM, ZInCl=z 1 mM, FMSF 1 mM
{1T7). La resccitn se detuvo colocando la sclucion & —70°C.
Freteriormente los resultades s& analizarcorn en geles de
poliacrilamida al 15%, Tritoen DFlo-urea-acido. Se timt con
Amido-Black segun Zweidler (130), se decolord, y se procesc
para autoradicgrafia; Fare esto. lps geles se sECaron EnD
ur secador de geles, en vacic y se expusieron a —70°C con
£ilm Eodak XR-5, gue postericrmente Se revelo segun proces

dimientos corrientes.
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C. RESULTADOS

1.~ Obtencién de cromatina y extraccién de las histonas de

i nosoma Cruzi.

Las preparaciones de cromatina se realizaron segun &l
procedimiento de Stein y col. (121) vy la extraccidn de las
histonas se realizt¢ segun Fanyim y col. (122)., como se
describe en Materiales y Metodos.

La figura 1 muestra histonas obtenidas de espermato-
soides de erizo de mar f(carril 1), de JT. cruszi obtenidas
ern prescncia de PMSF 2,2 mM y TLCE 1,5 mM (carril 2} o en
susencia de inhibidores de proteasas {(carril 3), fracciona-
das por electroforesis en un gel de poliacrilamida. En el
aridlisis de las histonas representadas en el carril £, se
observa seis bandas. Cinco de estas bandas presentan
movilidades en el rango de las histonaes de pepermetozoides
de erizoc de mar f(carril 1). L& sexta banda (f) de alta
movilidas (flecha) =e observa en la preparacicn de I.
cruzi. Esta banda se& resuelve en I cuando la electro-
foresis transcurre por mayor tiempo. E1 carril I muestra
iz ausencia de uns oe las bandss observadas en el carril
Z y es probable gue esta se degrade en ausencie de inhibi-

dores de enzimas protecliticas. Aportando a esta suposicion
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Figura 1l.-Electroforesis en geles de poliacrilamida de
historas purificadas. Las preparaciones de cromatine cE
realizaron segun el procedimiento de Stein y col. (121}
como =& describe en Materiales ¥y M&todos. La extraccitn de
ime histonas se realize segun Fanyim Yy eitsd. (1223, Las
muestras &€ analizaron por electroforesis  en gel de
poliacrilamida al 1% %, Triten DFié-urea—acido, descrito
por Alfageme y col. {176). La figure presents en el carvil
{: histcnes de espermatozoides Oe erizo de mar (S0 pgls
Carril Z: histonas de epimastigotes de 1. Cruzi, Cepa
Tulahuen (&5 ug). cobtenidas en presencia de Z,Z mM FMEF v
1,5 mM TLCK: carril 33 histonas de epimastigotes de T.
cruzi, cepa Tulahuen (65 #g) obtenidas en ausencla de
inhibidores de proteassas. Las histonas se timeron con ©.2%
amido Elack 10BE en a&cidoc acetico,. 45% metanol. La secuencia
de las hictonas & la izguierds de le Figura correspontde &
histonas de espermatozoides de eErizo de mar, usadas Como
gctancar. Cuya caracterizacion ¥y ordern de migracion
corresponde a las publicadas por Imschernetzhky v col. (138).
Lac histornas de T. Cruzi S& nominaron a,b,c,d,e y ¥ segun
su orden de migracidn desde el origen.
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ce observa una nueva banda de mas alta movilidad., Asi-
mismo, en general, las histonas disminuyen su intensidad,
indicando protedlisis parcial. For ctro  lado, en general
las bandas no presentan cambios en sus movilidades electro-
foreticas.

2.~ Etapas de purificacidén alternativas.

Se ha descrito que proteasas unidas a la cromatina y
proteasas citoplasmaticas  son fuenrte potencial de ervor
ernn la preparacidén de histonas de diferentes especies
biclégicas (139, 140). Este problema tiene importancia
especial en la cepa Tulahuen de J. cruzi que presenta un
contenido importante de proteasas (141, 142, 147). En
conseCuEntia, S8 realizaron una serie de experimentos
tendientes & conocer y minimizar posibles efectos de
proteclisie sobre las histonas de T. gruzie.

Z.1.- Freparacien de histonas en presencia oe diferentes
inhibidores de proteacsas.

La figura I, carril 1 muestra Hhistonas obtenidas de
I. cruzi en ausencia de inhibidores de proteasas, SEparadas
grn urn gel de poliacrilamida-Triton DFié—urea-acido. be
ohbserva un perfil parecido al de la figura 1. carril 2. EI
carril ¥ muestra el patrén caracteristico de las histonas

de T. cruzi cuando han sido cbternidas en presencia de FMEF
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Figura Z.-Electroforesis en geles de poliacrilamids de
histonas de epimastigotes de T, cruzi. extraidas en
presencie  Oe diztintcse inhibidores de proteasas. =)
preparacion de cromating se realizé segun el procedimiento
de Stein v col. (121) comc se describe en Materiales vy
Matodos., Le extraccien de  las histonas se realizdé segun

Famyim v col. (127). L& figurs presenta == muecstras
obtenidaes en las siguientes congdiciones: carril 1: sin
inhibidores: Carril 2: PMSF 2,2 mM mas TLOR 5 mM: carvil

T: TLCHE 1.5 mM; carril 4: PMSF Z,2 mMi carvi S: TRCE 1 mM:
carril &: N-ethylmaleimide @ mM y carril 7: oisulfito de
socdic 0,05 M. Se coloco &5 pg en todos los Casos anterio-
res. En el carril 8, se . presentan las proteinas totales
ertraidas de epimastigotes frescos en 0,4 N HzS50a, durante
T omir. (100 pwg). Las histonas se fraccionaron  en geles de
poliacrilamide &l 15%, Triten DFi&é-urea—&cido. Segun el
orden de migrscién desde el origen, 1&s histonas de 1.
cruzi se nominan a.b,c.d.e y £, como en figura 1.
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y TLCK. Todas estas proteinas estéan presentes en el
extracto acido obtenido directamente de epimastigotes vivos
(carril &), mostrando que los inhibidores de proteasas
utilizados, (FMSF v  TLCE) preservan las histonas de la
degradacidn. Mas aun, el TLCE a concentracién 1,5 mM
(carril ) parece ser suficientemente eficiente para
prezervar el patrdnm de histonas. Este inhibidor resulta
eficiente & concentraciones aun menores: 0,5 mM, {(datos no
mostrados).

Cuando se usa PMSF, TFCE (& concentraciones
menores), N-etilmaleimida o bisulfito de sodic (carriles
4,3.6 vy 7) se observa cambios en el patrén electroforético
de las historas de J. gruzi. Algunas veces las histonas
obtenidas en presencia de bisulfito de sodic presentan
dedgradacion marcada. Al respectoc se ha propusste gue el
bisulfito, uvutilizado usualmente como inhibidor de proteacas

durante la extraccirén de histonas de mamifercs. activaraia

slgunas proteasas er otros sistemas biclogicos (139).

PR

Z.d.- Ootencidan de histonas en presencie de Mg™™.

S5 ha descrito activacidn de proteasas en presencisa
de Ca™ (144,14%). Cornsiderando gue la ruptura de las célu-—
las se& realiza en un amortiguador gue lleva Ca*, en alagu-
nos experimentos se sustituyd éste por Mg**, La figura =

resents el andlisis electroforético de las histonass  de
jut




Figura Z.-Electroforesis en geles de poliacrilamide de
histones de T. cruzi extraidas en presencila de diferentes
cationes bivalentes. L& preparacidn de cromatine se realizd
segun el procedimiento de Stein vy col. (121} como ce
dezcribe en Materiales y Métodos, utilizando en l& obtern—
cicn de la muestre pregentada en el carril 1: MaClz 0,005 M
v &n la obiencion de ls musstre presentads ernoel carivil Z:
Calle 0,002 M La extraccion de histonas se realizo segun
Farnyim vy col. (122). Los geles =e cargaron corn 65 ug de
proteinas estimadsas segun el método oe  Luck, descritoc por
Hmilice (1293, Las histonas se fraccionaron en geles de
poliacrilamida al 18%, Tritdn DFlé—urea-acido.
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T. cruzi obtenidas en presencia de Mg** (carril 1) © Ca<+*
{(carril 2). No se observan diferencias en €l patrdén obte-

nido.

2.%.- Extraccidn de histonas en HCL 0,35 N.

Como procedimentoc alternativo se empled el protocolo
gescrito por Zweidler (38), en el que las histonas se
extraen en HCL 0,35 N, se precipitean con TCA Z0% vy por
ultimo, se lavan con acetona. Como control se extrajo
histonas de 1. cruzi en Hz50s 0,4 N.

La extraccion en HC1 0,35 N o en Hz504 0,4 N se
llevd & cabo por S minutos o durante la noche. La figura 4
presenta el andlisis electroforeético de las histonas obte-
nidas en las distintas condiciones mencionadas. EBasicamen-—
te se obtuvo el mismo patrdn cuandoc se emplied HCl (carriles
1y 2) o He50s (carriles Z y 4). Sin embargo, la extraccidn
ge le& histons [ parece ser menocs eficiente & tiempos cortos
en ambos acidos {(carriles 1 vy T},

-r

Ze= Caracterizacion d8 la preparacion de histonas.

Z.1.- fAnalisie de los espectros de emisidn y excita-
ci6m.

Como se mencione anteriormente, una de las caracte-

risticas de las histonas seria gue. en general son




Figura 4.-Electroforesis en geles de poliacrilamida de
histonas extraidas de cromatina de T. cruzi en distintas
condiciones. La extraccion de las histonas se reslizé segun
Iweeidler (38), carriles 1 v 2 o segun Fanyim y col. (1220,

carriles T y 4. Los tiempos de extraccion corresponden a: S
mir. carriles 1 v I o a tode la noche: carriles 2 v 4. Las
histonas sg fraccionaron en geles de poliacrilamida al 15%.

Triton DFlé-urea—acido descrito por Alfageme y col. (12&)




proteinas que carecen de triptdfanc. Fara examinar esta
situacidén en las histonas obternidas de T. cruzi se realizd
el espectro de excitacidn y de emisidn de las proteinas gue
aparecen en la figura 1, carril 2. Como control de protei-
nas gue carecen de triptéfano, se empled una soluciden de
histonas de espermatozoides de erizo de mar, en cantidades
equivalentes, ademas de una solucidn de triptéfanc 10 mM,
para asi conocer los maximos de ambos espectros. Analizando
el espectroc de e:xcitacidén de las muestras descritas (Fig.
Z) se observa gue las histonas de T. cruzi vy de espermato-
coides de erizo de mar presentan un maximo similar (288
nm), alejado del maximo encontrado para el triptdéfanc (308
nm) y muy cercanc &l encontrado para tirosina (290 nm),
también utilizada como control.

Ern el espectro de emisidn de las histonas de J. grusi
y de espermatozoides de erizo de mar S& ObDESEFvan méximos &
Z40 nmoy IE4 nm, respectivamente, Ambos eetan desplazados
respecto al maximo encontrado parsa triptéfanc (254 mm).

Estos resultados no permiten excluir la presencia de
triptofanc en le preparvacitn de proteinas.
T.d.~ Andliszis de la composicitn de aminoacidos.

Se he descrito rasgos caracteristicos en la composi-

cién de amincdcidos para las preparaciones de histonas de

varias especies (31). Fara analizar estos rasoos, vy tambien
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Figura S.-Espectros de excitacidn y de emisidn de histonas
de T. cruzi. Se realizarcon los espectrocse de muestras de
histornas de T. cCcruzi vy d esperma&to-oldes de erizo de mar
Er cantidaces eguivalentes {(img/ml). Ademds de utilizarse
tiistonas de espermatozcides e Erifc OF mar Como Control,

se utilizdé uma soclucidon de triptéranc 10 mM v de tirosinsa
10 mM.




para comprobar la ausencia de triptéfano, se& realizo el
andlisis de amino&cidos de la muestra presentada en la
figura 1, carril 2.

La composicidn de amincacidos de la preparacion
de histonas totales de JT. gruzi se presenta en la Tabla 1.
Se observd ausencia de triptéfanoc y un elevado contenido de
amincacidos bdsicos. El andlisis de estos resultados esta
de acuerdo con otros rasgos caracteristicos para histonas
de otros origenes. Asi, la suma de lisina, prolins, valina.
isgleucina y arginina da cuenta aproximadamente del S04 de
todos los aminoacidos en las histonas de varias especies
ecstudiadas (Z1). En la preparacidn de histonas de 1. cruzsi
se obtiene aproximadamente un S0% (estimandoc la prolina en
8%, este amincacido no se determind por razones exXperimen—
tales). Otros rasgos, como la relacion aminoacidos basicos/
amincaécidos acidos (1,82), el porcentajles de aminoacidos
apolares (27.,8%), de lisine (19,%%) o de arginins (84 tam-
bi1en estan de acuerdo con los aceptados para  las histonas

de diferentes origenes.

4.~ Fresencia de Hy, en J. cruzi.

4,1.- Usec de las propiedades de solubilidad pare identifi-

car la histona Hi.

Se ha descritc gue l& histona Hy se disocis de la
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TAELA 1

Composicidén de aminocécidos de histonas de T. cruzi.

Amilnodcido %

Lys 19,87
His 2512
Arg 7:97
fsp (=
Glu 2437
Thr 4,52
Ser 11,09
Fro N.D.
bly F.82
Ala F.14
Cys N.D.
Val 4,54
Met 0,57
Ile 2,54
Leu 6,82
Tyr 2,22
Fhe 1:96
Trp %

NMota: Las histonas se hidrolizaron en 6 M H Cl & 110°C por
22 horas, en presencla de Acido tioglicolico &l 4%, gue

preserva el Trp. (1220,
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cromatina con NaCl en el rango de 0,4 a 0,6 M (146,147).
For lo tanto, la histona Hy es pobremente extraida de la
cromatina con NaCl 0,35 M, mientras las proteinas conoci-
das como HMG (high mobility group) son, por definicidon,
solubles en esta concentracién de sal (148). Mas aan, tanto
la histona H; como las proteinas HMG son solubles en FCA ©
en TCA al 5% (125,149).

Comsiderando estos datos, la cromatina previamente
gextraida con NaCl 0,75 M, deberia carecer de HMG y
retener la histona Hi. For su parte, la cromatine previa—
mente extraida con FCA o TCA al S% deberia carecer tantoc de
Hi como de HMG. Estas propiedades de solubilidad diferen-
cial en NaCl 0,35 ™My en FPCA y TCA al T4 permiten separar
la histona HM: de las proteinas HMG.

La figura & muestra las histonas remanentes en  la
cromatina despues de la extraccien con NaCl ©,28 M {carril
2). PCA 5% f(carril T) o TCA G% (carril &4). Claramente,
la bamda + no es extraide con Nall O35 {carril 2} pero
=i 1o es en PCA 5% {carriles 2 y &) y en TCA ©% f(carvilez 4
y 7). Mas aun, l& bDande c es parcialmente extreaida de la
cromatina en FCA S4 (carril &) v en TCA %W (carvil 7). For
ic tamto, la bande f no presenta propiecades tipicas de laz
HME, mientras que las bandas © y § presentan propledades de
zpliubilidad caracteristicas de la histona ha. Estos resul-

tados se confirmarcr aplicando el método de Banders para le




Figura é.-Fropiedades de soclubilidad de las histonas de T.
cruzi. L& fFigura presente en el carvil o 1: fiistonas s 1.
cruzl control, obtenidas comc en figura 1 carril Z: carril
Z: histonas de JT. cruzi obtenidas de cromatina previamente
gxtrasda con Nall ©O,Z5 M: carril 2: histonas cbitenidas ge
cromatine previamente extra:zds con FCA S carvil 4@
fiistonas obtenidaz de cromatinse previamente extraida con
TCA % . Carviles S.6 v 7 son proteinas solubilizades, es
decir, presentes en extractos obtenidos de cromatina de T.
cruzi con NaCl ¢,35 M, con FCA 5% o TCA S% respectiva—
mente. Las histonas s fraccicnarcon en geles de poliscrile-
mida &1l 15%, Tritoern DFié&-urea-acioc, descrito por Alfageme
y col. (126},
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purificacidén de histona H: (125 & la cromatina de T.
cruzi. La histona Hi, soclubilizada en FCA 0,75 M (5%) junto
con las proteinas HMG, fué diferencialmente precipitada en
acetona acida, donde las HME permanecen solubles. Los
resultados  se muestran en la figura 7. Claramente, la
banda £ es precipitada en estas condiciones preferencial-
mente comn un alto grado de pureia.

Fesultados similares se obtuvieron al sclubilizar
preferencialmente las histonas totales de J1. cruzi en FCA
S%. En estas condiciones se espera que la Hy permanezca
soluble. Como contrel se realizd el mismo experimento con
histona totales de espermatozoides de erizo de mar vy Ccon
histonas totales de timo, obteniéndose en todos los casos
ur conjunto de histonas enriguecida en la fraccidn Ha

(Fig.8).

4.2, Uso de propiledades inmunolégicas pars identificar lea
ftistona  Ha.

Se ensaylt l& probable reaccidn cruzade entre nistonas
totales de 1. cruzi y un susro preparado contra histona H,
o contra histones del nuclec nuclecsomal. de espermatloioi-
des de erizo de mar.

£Ern la figura 94 {izguierda) se muestra gue las his-
tonas de ecspermatozoides de erizo de mar producen arcos de

precipitacictn, en todss  las dilucicnes probadas, con un
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Figura 8.-Electroforesis en geles de poliacrilamidas de
histonas enriguecidas en fraccioen H;, La figura presents en
el Carrii  1: histonas de timoc de ternmera (controll,
cbtenides segun se explica en Materiales v Métodos. La
sepcuencis de las histonas & la 1zguierce ge la Figura
corresponde & nistomss de timo cuyo orden de migracidn
corvresponde &l publicado por Franklinm yv Zweidler (150). Los
carriies Z, I v 4 corresponden & muestras de histonas
obternidas & partir de histonas totales de, carril
ftistonas de espermatozoidges de erizo de  mar: carril
histonas de T. cruzi: carril 4: histonas de timoc de
ternera, gue han sido reextrsidas con FOA 5% durante 10
miti. & 4°C, centrifugadas a 2.000 g. gurante 20 min. ¥y CUyo
sobrenadante he sido dializedo v licfilizaoo.

ootk
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antisuero preparado en conejos contra la histona H, de
espermatozoides de erizo de mar. De manera similar, las
histonas de T. cruzil muestran reaccidén cruzada con el mismo
antisuero hasta una dilucidn 1/146, figura 94 (derecha).

Urn resultado similar se obtuvo cuando las histonas
cbtenidas de espermatozocides de erizo de mar., figura 9E
{izguierda) o de 1. cruzi, (Fig. 9H, derechs), se proabaron
con un antisuerc preparado en conejos contra las histonas
del nucleoc nuclecsomal de espermatozoides de erizo de mar.

Fara identificar las proteinas responsables de esta
reaccidén cruzada,., las histonas se separaron  por electrofo-
resis en geles de poliacrilamida en dos dimensiones. Fara
esto, las muestras de histonas de T. cruzi se corriercn en
un gel de poliacrilamida &l 19%. Tritdnm DFlé-urea—&cido,
cbteniendose un patrén semejante al de la Figura 1, carril
£, como s& observa en la parte superior de la figura 11

1 traccions-—

i
L

{(primera cimensidnt. E1 gel con las histonas &
gss. =8 Ccocloce =schre un gel en condiciones denaturantes
(5D8}, comoc =& describe en Msteriales y Métodos vy se

rezlizeé una segunda electroforesis gue s presents en ls

nefirieron

m

figura 11. Las histonas asi Fraccionadas s tr
& papel de nitrocelulosa y sg  incubarocn  con €1 suerc
anti-histona H. de espermatozoide de erizo de mar. Foste-
raormente, el complejo antigenc-antisuerc =& reveld

utilizandc el sistema bictina streptavidina—bictina

60



peroxidasa como se describe en Materiales y Metodos.

La figura 10 muestra gue las bandas c© y ., la=z
mismas que presentaban propiedades de solubilidad corres-
pondientes a histonas Hi., son reconocidas por el sueroc an-
ti-histonas Hy de espermatozoide de erizo de mar. La banda
& presenta reaccién cruzada, Yy S& supone es una histona
del muclec nuclecsomsl. Resulta interesante comentar, que
£i bien la banda € presenta una resccidn muy clara, la
sehal se observa mas debil gue las senrnales corvespondientes
& las otras histonas (a y ©). Al respecto, cabe senalar gue
en las condiciones experimentales en gue se realizé la
transferencias de las histonas &l filtro de nitroceluloss
(descrito en Materiales y Métodos) s& ha encontrado gque las
histonas ricas en lisinas (particularmente Hs! presentan
urie transferencia i1neficiente (151). Ademas, la histona
correspondiente & la banda £, s encuentra Slempre en mencr

concentracion relative respecto & laz otras histonas.

=

.- Fresencie de varilantes de nistonas.

Ern los Ultimbs afocs s hea descrito variasntess de
histonas en diversas especies (2%, 20, I1, 23, 24, IZ&).
Fara esaminar la posible presencis de variantes de histonas

ern T. cruzi, las histonas de este paraésito se analizaron Bn

geles de poliacrilamids en dos dimensiones. En la figurs 11




Figura 10.-Electroforesis bidimensional e inmunoblotting de
las histonas de I. gcruzi. Las muestras de histonas de I.

cruri S8  corriercn en  primera  dimension en  un gel de
poliacrilamide &l 18%, Triten DFlé-ures-—acido, iesto se
oheEerva ern la parte superior de la figura 11). Fosterior-

mente este gel se coloco socbre un gel de poliacrilamide al
15% en condiciones denaturantes (8D5) segun Laemmli {(127)
{segunda dimensicrn), gue se muestra en la figura 11. Las
Fistonas se& transfirieron electroforéticamente a papel O
ritrocelulosa y se incubaron con el suerc de coneioc antil
histona H, de espermatozoides de erizo de mar. Los comple-
ijos antigenc—anticusrpoc se  detectaron por el sistems
bictina-estreptavidina-biotine—peroxidassa Ccomo Se describe
en Materiales vy Me&todos. aa. c v £ correspondsn a la
primera, tercera vy sexta banda del gel en primera dimen—
S10M.

62




Figura il.-Histonas de J. gruzi analizadas por electrofore-
sis er geles de poliacrilamids en dos dimensiones. Las
musstras de histonas de T, Crufl Sg COrriercn en primers
dimernsién en un gel de poliacrilamida al 18%. Triton
DFig—urea~-acido. como e observa en la parte supericr de ia
figura. Posteriormente este gel de colocd sobre un gel de
pmliacrilamida &1 15% en condiciones denaturantes (SDDD
segun Laemmli (1Z7) (segunds dimensidn). El gel s& fijt en
TCA 15%, metancl 45% v las histonas s tiferon con Amido-
Biack 0,6%.
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se observa que las bandas obtenidss en la primera dimen—
sién (Triténm DFlé-urea-écido) se resuselven en 2 © Mas
bandas en la segunda dimensidén, sugeriendo la presenciea de

variantes de las histonas en la cromatina de JT. cruzi. No

se ha determinado si la heterogeneidad ocbtenida corresponde
a modificaciones post-sintesis de las histonas o a diferen-

cias en la composicidn de amincacidos de tales proteinas.

&.~ Fosforilacidn de histonas de J. cruzi.

Se acepta gue la fosforilacion de histonas influye en
la estructura y funcién de la cromatina en eucariontes su-
periores (58,59). La figura 12 muestra la fosforilacidn de
las histomas de J. cruzi analizadas en geles de poliacrila-
mida Tritén DFlé-urea—acido. Las histonas marcadas con ®=F
y obternidas & partir de cultivos de & dias se& observan en
gl carril 1. Las histonas obtenidss despugs de 14 dias de
cultivo =& observan en el carril Z. La marce obzervads
puede corresponder a fosforilacion de aminocacidos ©
aDF-Fiboeilacidén. Las muestras del carril 2 vy 4 fueron
tratadas con fosfatasa alcalina vy la perdida de marcacion
debiera indicar la desfosforilacidn de fostoaminoacidos.
fAguellas bandas de histonas cuya radicactividad se mantiene
después del tratamiento con fosfatass alcalina, probable-

mente corresponden & marcaclion por ADF-ribosilacidn. Ademas

de observar varias proteinas de més alto peso molecular, se
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Figura 1Z.-Fosforilacien de las histonas de J. cruczi.
Epimastigotes de die S carriles 1 vy T (altea actividad
proliferativa) y de dia 14: carriles Z y 4 (baja actividad
proliferativa) se incubaron con acido ortofosforico =
comc S& describe en Materiales vy Métodos. Las histonas
marcadas con ®2F se analizaron en electroforesis en geles
ern poliacrilamide al 15% Traitdn DFlé-ures-acido: posterior-
mente &l gel se seco v sE realizd una autorradiograftia. En
loe carriles T vy &, lzs histonas s& trataron fosfatsss
slcelina segun =& especificea en Materisles y Metodos.
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cbh=ervarn tres bandas (a,d y ) que corresponderian &
histonas fosforiladas provenientes de celulas que sE
encuentran en fase exponencial o fase estacionaria. La
intensidad de todas las bandas es mayor en el material
obtenido a los 5 dias. For la percsistencia de la marca En
la banda f se podria concluir gque esta histona esta

GDF-ribosilada.

7.~ Anadlisis comparativo de histonas de J. cruzi, de esper-—
matoroides de erizo de mar, de higedo de rata y de timo de
ternera en tres sistemas de electroforesis.

Ur criteric utilizado por Rizzo y col. (104) para
caracterizar histonas de protistas es la comparacitn con
patrones electroforéticos de histonas de organismos
supericres en distintos sistemas electroforeticos. L&
figura 13 muestras los resultados de una electroforesis en
un gel poliacrilamids Tritén DFlé-ures-acido, de muestras
ge histonas ds T. gruzi fcarril 1), espermatozoldes de
erizo de mar tcarril 2V, higado de rata (carril I) vy timo
de ternera t(carril 4. Como ce describid anteriormente
(figura 1), © histonas oe J. gcriuzl estan presentes en el
rango de migracion de las histonas de eucariconies superio-
res. Una sexta histona de alta movilidad se observa
en la preparacion de . Cruzi, lz que se resuslve en dos

bandas. Estas histonas de rapids migracidn se identificaron
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Figura 1Z2.-Analisis comparativo de histonas en electrdfore-
£ls en geles de poliacrilamids 18%, Tritenm DFlé-~ures-acido.
Las prepareaciones de cromatina se realizaron segun el
procedimiento de Stein y col. (121) comoc se describe ern
Materiales vy Métodos. La extraccicn de las histonas se
realiz¢ segun Famyin y col. (1Z22). La figura muestra en el
carril 1: histonas de epimastigotes de J. cruzi (75 uwg),
carvril Z: histonas de espermatozcides de erizo de mar (60
#g?, carril I: histonas de higedo de rata (60 pg) vy carril
4: histomas de timo de ternera (65 pg). El orden migracitn
de las histonas de timo de ternera es: H=/, Hi, Hx, HzRE y
Ha .
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como histonas Ha, por purificacién empleando el método de
Sanders (123); por sus propiedades de solubilidad y por
sus caracteristicas inmunoldgicas. Con la posible excepcidn
ge la bands &, no se observan movilidades similares cuando
s compara las histonas de I. cruzi con las de espermato-
foides de erizo mar. higado de rata o timo de ternera.

La figura 14 muestra las histonas extraidas de 1.
cruzi fcarril 1), espermatozoides de erizo de mar {(carril
2}y higado de rata (carril 2) v timo de terrnera (carvil 4)
separadas por electroforesis en un gel de poliascrilamida-
-5D8, segun Laemmli (127). En la muestra obtenida de T.
cruzi f{carril 1) se observa dos bandas (indicadas por
flechas) de migracidn intermedia entre la histona H, y las
histonas del nucleoc nuclecsomal de timoc v de higado de
reta. Hay una tercera banda scbre tres bandes prominentec,
gue estdn localizadas & nivel de migrecidtn de la histonas
gel nucleos nuclecsomal de las histonas de timo e higado de
reata.

Cuando la histone Ha se extrae de la cromatina de T.
cruzil y de timo de ternera empleando £l méiodo de Sanders
(1250, se obtieme las I bandas esperadas de H, de timo {ca-—
Fril ), mientras se observan I bandas ern T. gruzi {carril
6). Dos de estas bandas comigran con las indicadss por fle-

chas en el carril 1, mientras la tercere banda esta locali-

]
i
0.
m

&l nivel de las histonas del core. Ninguna de estas
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Figura 14.-An&lisis comparativo de historas en electrofore-
€is en geles de poliacrilamide en condiciones denaturantecs
tB8DB). Las preparaciones de cromatine se realizaron sEQUn
el procedimientc de Stein y ceol. {121) comc se describe en
Materiales y Métodos. La extraccion de las historas se
realizd seguon Fanyim y col. (122). La figura muestra en el
carril 1i histonas de epimastigotes de J. cruzi (40 LG,
carril Z: histonas de espermatozoides de erizoc de mar (50
#gl). carril 3:r histonas de higado de rata (50 ug), carril
4: histoneas de timo de ternera (S0 wpg!. Carrii 5: histonas
Hi de timoc de ternera (10 po) y de epimastigotes de T.
cruzi: carril & (10 pg!) gue se extrajeron por l& técnica oe
canders. La electroforesis se reslize en un gel de acrila-
mida &l 13%, en condiciones denaturantes, en presencis de
©,1% 8Ds, segun Laemmly. E1 orden de migracion  para
histonas de timo es: Hi, Hx, H=B, Hzf y Ha.




posibles H: comigra con la histona H. de timo de ternera.

Sin embargn, las histonas extraidas en . cruzi por el
mismo metodo han sido identificadas como posibles Hie (Fig.

7).

La figura 15 muestra las histonas ocbtenidas de T,

cruri (carvil 1), espermatozoides de erizo de mar {(carvril
2}, higadeo de rata (carril 3) vy timo de ternera (carril 43,
fraccionadas por electroforesis en un gel de poliacrilamida
ureas—acido (122). hdNuevamente, se observan & bandas en la
muestra obtenida de . cruzi. Ninguna de ellas comigra con
H: o0 con Ha de las muestras obtenidas de eucariontes
superiores. La banda de rapida migracidn corresponde a la
obeervada en los geles Tritén DFlé-urea-dcido (banda f) vy
es  extraida por &l método de Sanders {carril &). En el
carril 5 se muestra la histona H: de timo de ternera,

usando el mismc procedimiento de purificacidn.

8,—- Estimacidn de los pesos moleculares de las histonas de

T. cruzi.

Fara estimar los pesos moleculares de las histonas ds
J. gruzi se utilizé el métcodo descrito por Hamana & Iwai
(134). Fara esto se vrealizaron electroforesis en geles a
distintas concentraciones de acrilamids conteniendo &cido

arético 0,9 M vy urea 6,25 M. Se utilizaron histonas de timo
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Figura 15.-An&lisis comparative de histonas en electrofore-
£1s en geles de poliacrilamids urea-&cido. Las preparacio-
nes de cromatina se realizaron segln el procedimiento de
Stein v col. (121) como se& describe en Materiales vy
Metodos. La extraccion de las histonas segun Fanyim vy col.
(122). Le figure muestra en el carril 1: histonas de
epimastigotes de JT. cruzi (6% ugl,y, carvril 2 histonas de
espermatozoices de erizo de mar (S0 pgl, carril 3: histonacs
de higedo de rets (50 wg), carril 4: historas de timo de
ternera (30 wpgli. carril S: histonas H. de timo de ternera
(14 pg) y de epimastigotes de J. cruzi:s carril & (10 Mg
qQue s& extrajeron por la teécnica de Sanders (125). La
electroforesis se realizé en un gel de acrilamida &l 15%,
2,3 M Urea 0,9 N acido acetico, segun Fanyim y col. (1275,
El orden de migracién para timo de ternera es: Hi, Hx, HzEH,
H;lﬁl Y Ha-
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de ternera como patrdén. Fosteriormente se graficd la movi-
lidad relativa de las histonas de timo (Rf) contra sus res-
pectivos pesos moleculares (133) y se extrapold el valor
correspondiente a las histonas de T. cruzi.

En la Tabla 2 se presenta la estimacidén de los pesos
moleculares de © histonas de T. cruzi. emn relacidmn a las
histonas de timc de ternera. No es posible estimar el pesc
molecular de la histona de rédpida migracidn debido a que no

puede compararse con lasg histonas de timo.

TABRLA 2

Estimacidén de los pesos moleculares de las histonas del
T. gruzd

Timoc de Irypanosoma cruzi
Ternersa Ern &cido-urea Eguivalencia Fosible
a Triten DF-1& equivalencia
S a timo.
Hy @ 21,000 Banda I 116,000 (b) N.D.
M & 10,52 Barmda II 14,900 () He
Haf: 14,002 Banda I1I:14,000 (a) Haf
HzE: 132,775 Banda IV 12,000 (d) H=E
Ha @ 11,28C° Banda V 10,700 (e Ha

Tapla Z: Se utilize el procedimientc descrito por Ferguson.
El pesc molecular de la bande f de leos geles Tritén, acido—
urea no pudco ser estimado por este procedimiento.
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Para establecer la equivalencia entre las bandas de
proteinas separadas en el sistema urea-a&cido vy las bandas
de histonas fraccionadas &n geles de Tritdn DFlé-urea-dcido
(a.bye,de,e,F)y, estas Ultimas se cortaron y se eluyeron.
Fosteriormente cada proteina se analizd en un gel urea-aci-
do. Estos resultados permiten realizar una asignacidn
tentativa a través de los pesos moleculares, de  las bandas
de proteinas encontradas en I. cruzi, a sus andlogas en
timo. Asi la banda & en gel tritdén DFlé~uresa-é&cido podria
corresponder a Hz0 de timoy la banda ¢t a la Hx de timo; la
banda d & HzE y la bandas e & Has de timo. Faltarian por
asignar la banda b, de peso molecular 14,000. For otra
parte no es posible conocer el peso molecular de la banda
f. 51 bié&n por este criterioc la banda ¢ podria corresponder
a una histona Hz, hay gue recordar que esta misma proteins
presenta solubilidad en FPCA vy TEA 54 v reatciona inmunold-
gicamente contra 21 suerc anti  H. fque tTienge reaccidn
Cruzada con proteinas  deil nmcler nmucleosomal). Esto
presenta el problema de gque estariamos frente & una histona
Hx atipica, gque también ha sido descrita en espermatozoides
de erizo de mar (13B); o bién en auvsencia de una H=. Es
interesante acotar gue mediante procedimientos de extrac-
cidgn preferencial de histonas de la cromatina en concentra—
ciones de NaCl crecientes (144,147), se esperaria gue lacs

histonas Hi, HzA y HzR se extrajecen de la cromatina en
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concentraciones de NaCl inferiores a las necesarias para

extraer las histonas Hs y Ha, Al realizar este experimentc
esta proteins {(banda c) no forma parte de la fraccion que
se extrae a concentraciones bajas de NaCl, figura 16. Ello
implicaria gue esté unida & la cromatina més fuertemente
que una Hi, sugiriendo, por leo tanto, gue la banda c fuese
urne Hxe atipica. fAsimismo &l estudiar la fosforilacidn de
lazs histonas, la bamda © no es fosforilada, mientras la
banda £ =i lo es (Fig. 12). Esto indicaria. gque estamos
frente & dos proteinas diferentes, de las cuales la banda F
corresponderia a una histona Hi que se fosforila y la banda
C una Hs atipica gue no se fosforila.

Otroc rasgo interesante de las histonas es el hecho de
que presentan metacromasia. As:, las propiledades de tincion
de las histones, tambien pueden aportar informacion acerca
de ellas (104). 5S¢ ha descritoc metacromasias especificas
para Hi &1 tefir con Coomassie Brilliant Blues RE-250. Unas
situacidn analogs ha =sido descrita por Zwsidler (1300,
despugs de destincion exhaustive de histonas de vertebrados
tefidas con Aminc Black. En este cCcasc HzfA v Ha aparescen
verdes, Hi y HaBE purpura v Ha de color intermedic. En nuss-
f{ras preEparacicnes, ambos tipos O metacromasias han 100
chservadas, siendo muy notoriaes y claras las de H;: de timo

y de la bance £ de JT. cruzi, Asi, s& ha cbservado la

metacromasia de H; vy HzE de timo, correspondiéndoss con la




Figura l&é.-Disociacidn selective de histones de la cromati-
ne de T. cruzi por NaCl.

Electroforesis en poliacrilamids 1S% Triton DFlbé—urea—aci-—
gdo. La figura muestrs en el carril 1@ histornas totales de
1: CFugi. {759 pgl). La preparacitn de cromatina se realizd
segun el procedimiento de Stein y col. (121). La extraccion
de las histonas se realizé segun Panyim y col. (1Z3).
Carril Z: histonas ocbtenidas de la fraccion scliuble de la
cromatina en Nall 0,8 M, previa extraccicn de la cromatins
con Nall OG.& M.y carriil Z:  histonas obtenidaez de la
fraccion soluble de la cromatina en Nall 0,6 M, sin previe
extraccion de Hi.
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banda £ y la banmda d de J. cruzi respectivamente.

9.~ Comparacien de las histonas en diferentes Tripanocsomé-
tidos.

Dadas las diferencias observadas &n las histonas ob-
tenidas en Chritidia fasciculzsta en el laboratoric del Dr.
J.J. Cazrulo., Argentina, vy las histonas de 1. c¢ruzi en
nuestro laboratoric, se programé un experimento conjunto,
utilizando diferentes generos cle tripanocsomdtidos vy
diferentes cepas de . cCcruzi. La figure 17 muestre las

histonas obtenidas de tres protozoos pertenecientes &

diferentes generos de Trypanosomatidos, (Chritidia fascicu-

lats Leishmania mexicana vy J. cruzi), analizadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida Tritdm DF16——
urea-arcido. Los carriles 1 vy 2 muestran hietonas de timo de
ternera y de espermatoczoides de erizoc de mar respectivamen-—

te. El carril I corvesponde & las histonas de L. mesicansa,

el carvril 4 g L. faciculats vy los carriles © & % & diferern-

tes cepas de JT. cru=zi {(Tulahueén, Tul ©, LE, Tul Z ¥
Fai—-72,
Er los tres genmeros estudiados se observan diferen-—

Cias & niivel de las histornas del nuc ieo nucleocsomal. En

et
m

todos hey presencia de bandas con alta migracicn electrofo-

réticae, las gue también precsentan diferenciacs apreciables.

Mas aln, existen diferencias claras entre las histonas de
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Figura {17.- Estudios comparativos de las histonas de
distintos gengrce de trypanosomatidos v de distintas CEDAR
de T. cruzi. Electroforesis en geles de poliacrilamidsa S
Triten DFlé-ures-&cido. Las Preparaciones de cromatina se
realizaron segun el procedimientoc de Stein y col. (1213
ComD se describe ern Materialec y meétodos. La evtracciorn de
las histonas s realizg segun Fanvim y col. (122). Se usa&ron
tomz controles, carril l:histonas de timo de ternera,
carril Zi histonas de espermatozoides de erizo de mar.

A continvacien se presentan, carril I: L. MEXICans&. Carril
L. fasciculata, carril S: JT. cruzi cepa Tulahuer, carril
l. gruzi cepa Tul €, carril 7: I. cruzi cepa LG, carril
I. gruzi cepa Tul 2 y carril 9: T. cruri Cepa Fai-72,

oy s
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los tres génercs de Trypanocsomatidos vy los eucariontes

superiores estudiados (carriles 1 v 2).

10.- Fresencia de variantes de histonas en distintos esta-
doz proliferativos y diferenciados de T. cruzi.

Como se dijo anteriormente., sg han descrito variantes
de histonas en muchas especies,. En este trabaio también se
cbhserva varlantes de histonas de JT. cruzi en geles hidimsn-
csionales y se describe una modificacidon post-traduccional
de ellas. A las variantes de histonas se les han asignado
propiedades funcionales, relacionandolas con estados espe-
cificos de proliferacidn y diferenciacidn celulares (28,29,
30, 3l &35, F4).

Fara examinar la primera posibilidad, se extrajo his-
tonas de cultivos de JT. gruzi de & dias {(fase exponencial
de crecimiento) vy de 14 dias (fase estacionaria de creci-—
miento). Las histonas obtenides se anelizaron en geles de
poliacrilamidsa Tritdn DFié~-urea—&cido. Como =& pueds
cheervar en le figura 18, mientras las histornas obtenidacs

=

el dia $ (carril 1) presentan el patrén convencicnal, las
cbtenidas el die 14 {(carvil Z)., muestran dos bDandas nuevas,
una bajo la benda c© y otra bajo la bands & {(flechas). En
estas condiciones, no esta claroc =1 estes bandas son

variantes especificas de este estado, o si corresponden a

un  producto de degradecidn producido por une  proteass
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Figura 18.-An&lisis comparativo de histonas de J. gruszi.
cena  Tulahuén. gen  distintos estados proliferativos. Las
preparaciones de Ccrom&tina S8 reéeallizarcon segun el procedi-
miento de Stein v col. (121 como se describe en Materiales
vy Metodos. Le extraccion de las histonas s realizt segun
Famyim v col. (122, La +igura muestra en el carril 1:
histonas extreaidas O cultivos de 1. cruz: en fass euponen—
cial de crecimiento (D diasi, carril Z: histonass extrasdas
ge cultivos en fase estacionsria de crecimisnto (14 dias).
Laz muestras s& anslizaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida &1 & il 0 Tritdn DFlé—urea-acicdo segln
fRitageme vy col. (1Z26).
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especifica de este estado, © &1 ellas corresponden a
variantes que son productc de un  proceso proteclitico
fisioldgicamente regulado y relacicnadoe con el metabolis-
mo de las histonas. Un proceso de este tipo ha sido
descrito para Hx y para histonas tipo H., del microntclec de
Tetrahymena (153,154, 155)

Fara examinar la presencia de variantes de histonas
relacionadas con la diferenciacidn celular, se extrajo las
histonas de T. gruzi del clon Dm 28c. Como se explicd en
Materiales y Metcdos, este clon presenta la propiedad de
diferenciarse en cultivos de laboratorio.

Uma vez purificados 1los tripomastigotes, {(forma no
replicativa e infectiva del parasito), se extrajo las
histonas y se compararon con las histonas obtenidas de
epimastigotes, {(forma replicativa y no infectiva del para-—
sitac)y tantoc de © como de 14 dias de cultivo., Los resulta-
dos se muestrar en le figure 19. Al comparar las histonas
de dia S de cultivo fcarril 1) con las histonss de dia 14
de cultivo {(carril Z) nuevamente s& observa el fenémenc
descritoc en la cepe Tulahuén: esto es. aparecen OOs NMUEVES
bandas de proteinas en el dia 14, bajoc la banda ¢ v bajo la
banda &, gus se indican con fFlechas.

1l analizar las bandas obtenidas de los tripomasti-

gotes se observd ausencia de la banda a {(dato no mostradod.
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Figura 19.-~Analisis comparativoc de histonas oe 1. Cruzi.
clon DM 28c en proliferacion.

Las preparacicnes de cromatina s&  realizaron  segun el
procedimientc de Stein v col. (1Z1) como se describe &n
Materiales vy Metodos., La extraccien de las histonas se
realizt segun Fanvim v col. (122),. La +igura muestre en el
carril 1 fistones extraidas de cultivos en fase exponen—
cisl de crecimientoe vy carril  Z:  histones extraidass ds
cultivos en fase ecstaciocnaris de crecimiento. Las muestras
s& gnalizaron por electroforesis  en el de poliacrilamids
&l 1T%, Tritern DFle-ures—acido.

La electroforesis s& resalictd en geles de poliacrilamide
Tritén, é&cido-urea.




Este experimento se repitid en la presencia de 4 inhibido-
res de proteasas. El resultado se muestra en la figura Z0.
Aparecen diferencias a nivel de la banda f. Esta proteina
presenta alto grado de heterogeneidad, una caracteristica
m&s que la semeja & las histonas Hl de eucariontes superio—

Fes.
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Figura 2ZC.-Andlisis de histonas de tripomastigotes del clon
DM Zgc. Le figurs muesira en el carril 1 las histonss de
tripomastigotes del col DM Z8Bc. La preparacitn de craomatina
eg  realize s=segun el procedimiento de Stewirno oy col. (1210
coms se describe en Materiales y Metodos. La estraccidn de
lag histonss se realize sesgun Fanyim oy col, (1220, Le
muestra se obtuvo en presencisa de PMSF 2,2 mM; TLCE 1.5 mM;
TRFCE 1 mM y N-ethylmaleimida 1 mM. L& muestra s ansliist en
geles de poliacrilamida &l 15%, Tritdén DFlé-urea-acido.
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D. DISCUSION

{as historas de J. gruzi fueron sistematicamente
caracterizadas mediante técnicas de espectrofluocrometria,
composicién de aminocacidos, electroforesis en geles de po-
liacrilamida en una vy dos dimensiones, extraccidn diferen—
cial con acido perclérico y &cido tricloroacético, reacti-
vidad cruzada con antisuerces y Western blot.

Se concluye que I. cruzi presenta 6 histonas princi-
pales,incluyendoc una Hi que presenta propiedades inmunolo-
gicas y de splubilidad similares a las de otras especies
(espermatozoides de erizo de mar, timo de ternera, higado
de rata) peroc con movilidad electroforética particular en
geliss de poliacrilamida.

Ern eete trabajo se describen ademas, 8 variantes de

=
a

fistonss el By wradg i exZ oy F:1) vy =& detects
fosforilacidn post-sintesics de tres histonas de T. Cruzi.
For otro lado., ha si1do posible identificar 1la
presencia de 2 wvariantes de histonas relacionadas con
proliferacion y £ con diferencliacion del pardsitc. Asimis-

mo. & Observa variantes de histonas en difereniles QENEros

de la familia Trypanosomatidae y en diferentes cepas o 1.

Crusl.




La presencia de variantes de histonas sugiere gue
ellas podrian participar en la regulacidn de la prolife-
racion celular y la diferenciacidn del pardsitc, como ha
sido postulado para eucariontes superiores.

For otro lado, en el estudio comparativo de las
histonas de T. cruzi con histonas de otras especies, usando
diferentes sistemas electreforeticos, s ophserve la
eristencia de algunas diferencias en las caracteristicas
de las histonas con respectp a los eucariontes superiores.

Los eucariontes se clasifican en cuatro grandes
divisiones: los Frotistas, los Hongos, las FPlantas vy los
fnimales. El orden de sucesidn de estos linajes eucaridti-
cos puede ser cuesticnado; sin embargo, se acepts general-
mente que los primeros eucariontes fueron més similares a
ciertos miembros de los Frotistas de hoy dia (156). No
obstante, en estozs Frotistas 1a diversidad citoldgica,
figiglogica, pioguimics ¥ gendtica exceds cualguier
supuesto. For ejemplo, €8  interesanie sehalar gentro de
este marco conceptual, el hecho gque en ciertos tripanc-—
somatidos la secuencia genica correspondiente a ciertos
producto: mitocondriales, estéd incompleta en el genoma
mitocondrial. A&si, el ERNA mensajeroc debe incorporar, en
ciertos casos, hasta un 504 de las bases durante el proceso
de transcripoion {(157.158). Fara iddentiticar este fendmeno

se introdujo el términc "ENA editing" (138) gue describe el
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proceso resultante de la adicidn de residucs de uridina no
codificados en el genoma.

Esta diversidad extrema en el procesa transcriptivo vy
ern el concepto de "gen" gue introduce este mecanismo, Se
encuentra igualmente en casi cualquier aspecto gue se
ectudie en los Frotistas. Froblemas tan interesantes como
las peculiares transformaciones fenotaipicas en diferentes
ambientes, los intricados v finos mecanismos de evasidn de
la respuesta i1nmune del huesped, la divisidén mitdéticas sin
condensacién de la& cromatina, la organizacidn de ribosomas
en base a numerocssas particulas de rENE de tamafos diversos,
la transcripcidn discontinua del mensaje genetico, la asig-
nacién de ciertos genes & fragmentos de DNA dernominados
"miniexones" (Z,91.158,18%), convierten & los tripanosomé-
tidos en uno de los centros de investigecion biocldgica.

Er esta tesis v en trabajos de otros investigadores
=& nha OEsCriic una diversidad en las histonas encontradas
err Frotistas (104,105, 106,107), 1o gue permite  sUuponer gue
slgunocs de estos Organismos  podrian representar formas de
transicicen entre los modos de compacitar &1 DNA gue tienen
los procaricntes vy los eucaricnies,

DSe he descrito vearics problemas en el sstudio de las
histonas de Frotistas, los gue incluyen dificultac en

aislar micleos, degradacicn proteclitica de estas proteinas

crompsomales vy migracidn electroforética diferente & las
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histornas de timo de ternera, hecho gue dificulta su iden-—
tificacidén. For estos problemas se ha sugerido sl uso de
diferentes criterios para la identificacidn de las histonas
de protistas (36,104,108,106,107).

La dificultad de cbtener nuclecs limpics e intactos
en protistas eucaridticos para la extraccidon de histonas
fue sefalada por Rizzo (104). Mientras en higado dé mamife-
roe se obtiene ndacleos con 70% (1&60) v F0% de recuperacion
{161), en eucariontes inferiores los rendimientos no SUpe-
ran el 20% (16Z). Aun mas, Rubio y col. (104) observaraon,
por microscopia tptica de contraste de fases, que 105 no-
cleocs purificados de I. cruzi erean particularmente fragi-
lez. Corn estos rendimientos beajos, las histonas no pusden
ser extraidas cuantitativamente. Esto,. unido &l bajo
conternido de DNA en el nuaclec de I. cruzi, gque se ha
estimado entre 0,28 pg (99) v 0,17 pg (163 nos llevd =
elegir la e:trvaccidon de hislonas & partiy de Cromatimng,
procedimiento ampliamente wtilizado en sucariontes superio-
res {121,122). Este metodo produce un rendimiento razonable
ge histornas de 1. cCrusi, con un peitrdn electroforetico
constante.

Otroc problema es l& degradacitn proteclitica de

las histomnas. Frevenir la proteclisis es un problema gene-

ral en el andlisizs de proteinas de cuslguler organismo. En
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el caso especifico de las histonas se han  descrito protea-—
sas citoplasmaticas y nucleares gue constituyen fuente
potencial de error en la preparacion te estaz proteinas
cromosomales en distintas especies (139,140). Egte problema
ez de especial importancia en la ceps Tulahuén de T. cruzi,
que contiense un active cenjunto de proteasas (141,142,143) .
5i bien neo existe una tecnica gue garantice 1a
eliminacidn de la protedli=zis durante la purificacidn de
proteinas, se han desarvollado con éxito diterentes estra—
tegias tendientes a minimizar este problema (144,14%5).

Entre los elementos gue podrian indicar protetlisis
ecstd la obtencidn de patrones eleciroforéticos diferentes
corn el mismo, © con distintos métodos de purificacidn.
Considerando este hecho, se empled diferentes métodos de
pbtencidn de las histonas de J. cruzi, obteniéndose siempre
el mismo patrdn electroforético.

Aszi mismo, una mansrs de enfrentar la proteslisic es
obtener la cromatina v extrasr las histonas & 4°C v en
tiempos reducidos. Al respecic, s&  obtuvieron patrones
electroforéticos similares utilizando tiempos cortos o lar—
gos de exiraccitn, siempre & baja tftemperatwra. En conse-—
cuencia se wutilizd romo protocolo la extraccidn de las
histonas durante tods la noche.

Otros indicadores de protedlisis gon la pobre re-

m

solucidn de bandas v alto fondo de tincidn 1o largo del
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carril, la&a pérdida de bandas de alto pesc molecular, la

discrepancia en las movilidades relativas aparentes de las

proteinas obtenidas en preparaciones crudas vy aguellas

obtenidas en preparacidén purificadas © la ausencia de

bardas especificas en la muestra cruda, la diferencia en
las movilidades relativas observadas para la misma proteina
purificadsa por procedimientos alternativos v la aparicidn
de handas nusvas.

Er general nuestros resultados estan acordes con los
criteriocs meEnclionados, puesto qQue se obtienen bandas
geftinidas v constantes empleando diferentes condiciones de
extraccitn de las histomnas de J. cruzi asi como distintas
t&cnicas de separacidn electroforética. Maéas aun, las bandas
extraidas de la cromatina estanm tambien presentes en
entractos &cidos del protozoo entero.

Urna de las formas mas eficientes para enfrentar el
problems de la protedtlisis es reducir la actividad de las
proteinasas empleando inhibidores especificos. Considerando

gue exleten diferentes proteasss en distintos organismos. €

incluso en diferentes tejidos de un miemsc  Corganisml, s
aconsejable conocer el tipo de enzimas protecliticas pre-—
csentes en el material de trabalo con el objeto de disenar
una estrategia racional y efectiva.

Laz proteasas s han clasificado en cusatro tipos

segun su mecanismo cetalitico: aspartico, cistein, serin vy




metalo proteinasas. Cada unoc de éstas es susceptible &
diferentes inhibidores. Entre los inhibidores estudiados se
ha descritoc que N-etilmaleida inactivaria cistein-proteina-
sas, mientras que TLCEK, TRCE y PMSF, entre otros, inacti-
varian tanto cistein como serin proteasas. Las metalo
proteinasas serian inhibidas por EDTA ¢ EGTA. Tambien se
harn descritoc calpain proteinasas, las cuales son activas
=tlo en presencia de caslcioc (144).

Ern la familia Trypanosomatidae se ha determinado di-
ferentes actividades protecliticas (141,142, En T. cruzi
la mayoria de ellas pueden clasificarse como cistein pro-
teinasas.

Reemplazands el idn calcic por el i6n magnesio en el
tampén empleado en la preparacidn de cromatina para la
gxtracidn de histonas, se& obtuvo patrones electroforeticos
identicos, resultsoo Que sugiere Que las calpain proteina-
was no acttuarian sobre  las histonas de 1. crufi en las
rondicicnes usadas para preparar el extracto (Fig.23). For
octre parte se empled diversos inhilibidores de proteassas,
soliose o combinados, presentes durante todo el procedimiento
de ocotencidn de cromatina  y extraccidn de histonas en
concentraciones ususlmente efectivas en otros sistemas. En
concordancia con lo descritc por Bongertz (142) y Cazzulo

{143%), encontramos gque el TLCK es el inhibidor m&s efecti-

vo, aun a bajass concentraciones (Fig.2).
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El bisulfito de sodio por su parte, no inhibe sino
mas biern aumenta la protedlisis, dando patrones con
diferente grado de degradacion en experimentos similares.
La presencia de protesszas gue degradan histonas en la
preparacién de cromatine y gue son activadas por bisulfito
de sodic fué previamente descrita en huevos no fertilizados
de erize de mar (179, Nuestros resultados fueron confir-
mados por J.J. Caz:zulo {comunicacion personsl) guien
demnstre gue la cistein proteiness principal de T. cruzl es
activada por bisulfito de sodic 90 mM en un grado similar &
la maéuwima activacidn de esta misma protessa Ccon Z-mercap-—
toetancl. A pesar que el patrén de histornas s mantiens
utilizandeo stlo TLCE, se selecciontd la combinecidn TLCE 1.8
mM— FMSF 1 mM para realizar las extracciones considerando
gue &1 PMEF es un inhibidor contra todas las serin protea-—
sas, ampliamente empleado en otros estudiocs realizados en
J. gruzi v gue también logra inhibivr las cistein proteina-
=as (1455,

La eochbservacion  (Fig.l) gue las historeas aisladas
de 7. cruzl presentan diferente movilidad electroforética
gr geles de poliecrilamida, respecic & las histonas de
szpermatozoiges 4 Erizo  de mar, emplesdas como controls
unido & la informacidn existente acerca de la diversidad

encontrads  en Frotistas (104,105,106) hatis nMECES&r1O

utilizar distinmtos criterics para caracterizar las histonas
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del J. cruzi. Esto habia sido sefalado previamente por
Rizzo, (104) vy Gorovsky (106) entre otros, al trabajar con
histonas de eucariontes inferiores. y por Alfageme y col.
{126) guienes encontraron gue las histonas de Drosophils
presentan patrones electroforeticos diferentes & las his-
tomas de timo de ternera. Mas  adn, Caplan (105 encontrd

gue en Ouytrichis, la histona Hy migraba mas rapido que 1a

Ha en geles urea—&cido. Los criterios propuestos por estos
autores (104,105,106) para caracterizar las histonas de or-
ganismos infericres son: espectro de absorcidin UV, compo-
sicién de amincdcidos, ausencia de triptéfanc, sclubilidad
diferencial en &cidos vy solventes orgdénicos,., reactividad
inmunoldgics cruzadsa con  anticuerpos contra histonas
patron, fraccionamiento electroforético ernn distintos
csistemas de geles de poliacrilamide (corn SDBE. © con
ures—acido acetico, © en presencia o diferentes detergen-
tes 0o ionicos), tinciones diferencisles ¥ estimacion de
pesos moleculares, entre oLros.

Ecstee criterios fueron utilizacos pare iz Ccaracteri-
zacidtn de histonas o J. Cruri.

Los ecpectros de emisldn y excitacidén de las histonas
ge T. griuci & compararon con aguellos de histonss de es-
permatozoides de erizoc de mar y de una soluclon ge triptda-

fanc 10 mM.Los resultados obtenidos no escluyeron la pre-

sencia O triptdéfanc; perc s: senslaron diferencias  en el




microambiente de los amincédcidos que emiten fluorescencia,
sugiriende gue las histonas de ambas especies eran diferen—
tes.La marcada diferencia en las movilidades electroforéti-
cas de ambas preparaciones en geles de poliacrilamida
Tritén—urea-dcido confirmd esta observacidtn. For otra
parte, €1 analisis de la composicidn de amincacidos de las
histonas -de espermatozuoides de erirsc de mar, Que SB USaron
coms control, difieren de las fracciones andlogas de otras
especies (138). Por su parte, el andlisis de la composicitn
global de aminodcidos de las proteinas basicas aisladas de
T. cruzi, presenta caracteristicas comunes con las descri-
tas para histonas en cotras especies. Esto se deduce al
comparar l& composicidn de amincacidos de las proteinas
basicas de JT. cruzi con las histonas timo de ternera (164).
(Se observea en la Tabla situada en el Apéndice).

Hra situacitn andloga se  presenta cuando se compara
la composicidén de aminoacidos de las histonas de T. cruzi
con aguellas descritas en obtros Frotistas (165,166,157,
1685 .

Al respecto Zweidler (54) describe gque la suma de
Lys. Arg, Fro, Val, Ilsu ¥ Leu corresponde aprodximadamente
&%l S0 de los amincacidos totales de histonss sraminadas de
distintos origenes. En la preparacidn de histonas de T,
cruzi, el +total para estos aminocacidos representa un

51.7%4, estimando la proline como un 8%, valor usualmente
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cbtenido para este aminodcido en preparaciones de histo-

mas). Dtra caracteristica, come la proporcidn aminoacidos
basicos/aminodcidos  Acidos, es 1,83, similar a1l 1,7
obtenido para las histonas de S. cerevisise (166}, 1.7 ce

0. luteus (167) y menores & 2,1 de Euglena gracilis (168) vy

1,96 de timo de ternera (164). El porcentaje de aminopdcidos
apolares es 27,.8%, 1 porcentsje de Lys es 19,94 y el de
arginine es 8% dando una proporcidén Lys/Arg 2,47, ma&s alta
que 1,7 encontrada para timo de ternera y més cercana a 2,2
encontrada para 0. luteus o E. gracilis (2,12. For lo
tanto las histonas de JT. cruzi podrian considerarse como
ricas en Lvys.

For otra parte la suma de Lys + Ala es igual al 294,
siendo ?8,5% en timo de ternpera y variande entre un 254-30%
ernn las histonas de todos los organismos descritos. La
ausencia de Trp es una caracteristica de todas las histonas
estudisdas, con algunas excepciones. En 2l andlisis de
aminoadcidos de la preparacién de histomas de I. gruzi se
demostrd la ausencia de iriptoéfanc, por cuanto la técnica
de hidrélisis empleada previens la destruccidn de este
aminoacido. (1243,

Todos estos rasgos estan en general de acuerdo con

aquellos aceptados para las histonas de distintas espe-

cies.




Caracterizacicn de histonas Hy de 1. cruzi.

Ur problema muy interesante en T. cruri es el compor-
tamiento particular de la cromatina durante su ciclo
celular. Como se describid anteriormente, durante la
divisitn del parédsito la cromatina no se condensa ni forma
cromosomas (91,92,9%,94). Esta observacidn, unida al hecho
gque no se encontrd una banda de prote:nas gue comigrara cgn
Hi de timo en un sistems de electroforesis en poliacrilami-
da SD5 (10Z,103) ¢ en acido-urea (101,102) llevo & cuestio-
nar la presencia de histona Hy en T. gruz: (101,102,107).,
No obstante, la presencia de una Hy; atipica también podria
explicar la mantencidén de la cromatina decondensada durante
la divisidn de T. Cruci.

Basandose en las propiedades de solubilidad descritas
para histonas Hi (125,146,148,14%) se disefd un experimento
gue =& describs ern la Fig.6. Las propiledades de solubilidad
de ls= pangas © v f en FCAR vy TOA urmiogo &1 hecho de no estar
presentes en el extracto de Nall 0,35 M nos  indicd gue
estariamos en presencia de nistonss Ha, Mas aun, wutilizando
ur metodo preparativo pare purificar  histonsa Hy des timo
de ternere (125, se obtuve la banda £ con gran rendimiento
v pureza i{Fig.7). Al wutilizar este mé&todo preEparativo se

wtraen de lea cromatinma, en la primera etapea, l& histone Ha
v las HME (proteinas de la c¢romatina, O a&alita movilidad

glectroforeétical). Fosteriormente la H, se zicsla de laz HME
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precipitandoc con acetona acida Yy centrifugando, de tel
forma gue la Hy se encuentre en el precipitado y las HMG en
el sobrenadante. Se ha descritoc que estas ultimas protes-
nas (HMG) se encuentran en una proporcitn aproximada de 54
con respecto & las histonas (86).

Los resultados obtenidos., confirmaron estos datos, ya
gue la Ha purificada de este conjunto es la proteina ma-—
yoritaria. A SU VED, las HME gue sSeE purifican con un
segundo tratamiento con acetona se encuentran en peguenisi-
mas cantidades, apareciendc contaminadas con distintas
proporciones de H, remanente. AUn mas, al analizar estas
proteinas con un antisuerc anti-HMG de timo de ternera, se
comprobd reaccién cruzads con dos HMG de T. gruzi, no dando
reaccién cruzada con la supuesta histona Hi (banda ) ni
con minguna otre histona de J. gruzi. (Moénica Morales,
comunicacidon personall.

Fe probable gue anteriormente no haye =i1do posible
detectar una proteine con propiedades de Ha oen T. cruzl
porque se empled como Gnico criteric la separacion electro-
foretica en geles de poliacrilamide con SDS. en el gque las
histonas no se separan claramente. For el contrvaric. en
geles Tritdén DFié-ures-acidoc se obtiene uwna excelente
resclucidn. Bajo estas condiciones electroforeticas, ia

movilidad de las histornes depends no sdlo de la cargs y
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tamafo de las moléculas, sino tambien del namevo y distri-
burién de los residuos hidrofébicos en el polipeptido, por
su propiedad de formar complejos micelares con &=l detergen—
te no idnico (130).
Ern cierta forma, la Hi es la Ffraccidsn de histonas
més interesante encontrada en euwcariontes. Cuandoc se compa-
tra las histornas de oraganismos diferentes, la H: muestra
pran variabilidad en lx movilidad electroforética respecto
a las otras histonas junto con diferencias cuantitativas y
un grado mayor de diversidad en la secuencia aminocacidicsa
{(25.,47)Y. Asi, empleando geles ge poliacrilamida con
Tritén—urea—acido. Alfageme vy col. (43) describieron la

histona H: de embriones de Droscphila Con una migracidn

1

antmala respecto a la H: de timo de ternera. Esta misma
M., analirzade en geles 5D5 presentaba nuevamente movilidad
glectroforética alterada.

Una zsituacidn similar describen bGorovsky y col. (189
respecto & la H: de Tetrahymenz, Caplan (105) respecto & la

H: de Oniirichia sp. v Rizzo respecto & la H, de QBlistho-

discus luteus (107). Sin embargo, estos autores hacen notar
gue aungue cSse encuentre variabilidad en is movilidad
glectroforeétice de la histona Hi,, de sspecie a especie, nay
que enfatizar gl sorprendente nimerc de propiedades
Figlito-qUImiCas, bioguimicsas & inmunpldégicas de esta

fraccidn que aparece comin en todos los organismos. LA
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mayoria. tal ver todos los organismos eucaridticos examina-
dos, contienen una fraccidén de histona Hy, gue a) es la
unica soluble en 5% FPCA o % TCA b)) es la mas rica en
lisina ¢) generalmente es la de mayor pesc molecular (una
excepcion es la Hy del anélido Flatyrmereis dumerilii (170).
d) en organismos tan diversos como mamiferos y ciliados,
esta g2 la unica histone gque s& disocia facilmente de la
cromatina con sales o &cidos y e) es altamente fosforilada.
Fesulta muy interesante el estudic de Gorovsky y col. sobre

la histoma Hi. del macrontcleo de Tetrahvmens thermophila,

la cual cumpliendn con los criterics antes mencionados,
carecia sin embargo del dominioc globular, Que es conservado
en &1 resto de las histonas Hy descritas. Este autor
sugiere que el dominc globular conservado de las histonas
Hi descritas en todas las otras ESpECLIEE JUgar:ia  un vol en
iaz estructuras de orden superior de la cromatine (171). Es
interesantse considerar agui que el macronuclec de Teltrabiy-
men&. &l igual gue el nacleo de JT. Cruzi. s& divide
gin condensacien de la cromatins.

Urtilizando otro criteric para identificar la histona

Hy s emples un antisueroc preparado en conejos contra Hy de

espermatozoides de erizo Mmatr, ochesrvanooses reaccion
cruzada cCon las histones de 1. Cruzi. transfiriendo
glectroforéticamente las histonas separadas en un gel en

dos dimensicnes 2 papel de nitroceluloss. & incubando con
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el antisuerc antes mencionado, S& observé reactividad
cruzada con tres proteinas, dos de las cuales (bandas c© vy
£) correspondian & las protesnas con caracteristicas de
swlubilidad en 9% TCA, T4 PFPCA vy de purificacicen con el
m&todo de Sanders, especifico para Hi. Une tercera proteina
{banda a) di¢ reaccion cruzada, correspondiendo may
probablemente & una histona del nucleco nucleosomal. gue
presenta reaccion cruzads con este antisuerc (M. Imsche-
netzki, comunicacion personall). Es  i1nteresante acotar gue
ia histona H, de espermatozcide de erizo de mar, gue sirvid
como antigeno en la produccidén del antisuero, usado en este
experimento, es una proteina muy bésica, rica en lisina vy

arginina (138).

Fresencia de variantes de histonas ern 1. cruzi.

Erm algunocs genes activos s& ha propuesto una altersa-—
cion en la conformacidn  de sus uclecsomas (B5,86.87.88),
ios gues €& han considerado como estructuras dindmicas, con
cambios revercsibles en su organizacien. El origen de ests
plasticidano es, entre oiros, la presencia de variantes
oe histonas diferentes en nuclecsomas activos & i1nactivos.
Estes modifilcacliones han sido involucradas en la regulaciosn
de diferentes funciones biclégicas: transcripcidn, creci-

miento, replicacidén y diferenclacidn celulares (60,610,658,

76.7%) .
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Se examind la presencia de variantes de histonas

en T. cruzi observdndose que las bandas de la& primera

dimensidn se resolvieron en deos o mas manchazs en la

szgunda dimensidén, sugeriendo la presencia de variantes

par& cada una de estas histonas. For el momentoc, no sabemos

si estas proteinas cromosomales son variantes no alelicas,

o modificaciones guimicas post-traduccionales de las his-

tonas del perdsito. Sin embargo, estos resuwliados son si-

milares a los encontrados en eucariontes supericores en los

gue se propone la presentia de variarntes en relacidn &

proliferacidn y diferenciacion celular. La caracterizacidn

de estas variantes y sus propiedades funcionales, especifi-

camente en lo gue respecta a proliferacidn y diferenciacisn

del pardsito, corresponden & un nuevo proyvecto iniciado en

funcidon de estos resultados.

ba fosforilacidn de las histonas s ha asociado a

diferentes procesos celulares. BEn células en divisidn, 1a

tostorilacidén de Hi y Hx afecta & una gran fraccidn de es—

tas histonas. 0Otro tipo de fosforilacidcn descrito para

histonas, es 1l fosforilacidn transiente de Hzf y Ha

durante v luego de su sintesice en células en divisidn. S5e

piensa que estaria relacionado con ! transporie de estas

histonas al niacleo desde el citoplasma v /o su ensanblaie

en la cromatina recién replicada. También hay fostorila-

cien de Haf gue no estd relacionada al crecimiento. La




fosforilacion de HzE es limitada, se ha descrito con bajos
niveles y ha sido poco estudiada.

En un estudio preliminar se examind la fosforilacidon
de las histonas de J. gruzi, en cultivos en activa proli-
feracidn (5 dias de cultivos) y en estado estacionario (14
dias de cultivo). Se observd gue tres histonas de T. cruzi
iphandas &, 0 vy ! son fostoriladas, tantoc si las células se
erncuentran en fase exponencial de crecimiento como cuando
estan en fase estacicnaria, &l mismo tiempo la histona
designada Hi. (banda ), podria estar ADF-ribosilada.

For otro lado. se ha descrito heterogenelidad tanto en
cargea, comoc en tamano de histonas Foly-ADF-ribosiladas,., gue
decrecen su movilidad en el sistema ures—acido, apareciendo
progresivamente wuna familia de bandas de proteinas. con
movilidades menores (77, 152): eésto podras explicar la
aparicion de las proteinas de mas alto pesc molecular en la
figurs. Esta heterogeneidact debiese desaparecer si las
fiistonas ADF-riposiladas son incubades en NAOH ©.1 N previo
& la electroforesis., va qgue el tratamisntoc nidroliza la
union entre la ADF-ribosa v la histona eficientemente (77).

La esxcelente resolucidén de las histonas ge T. cruzi,
cotenida en geles de poliacrilamide Triton—-urea—acido., en
una primers dimensién mostro claramente seis histonas en J.

crugi. Al comparar las movilidades electroforéticas de las

histonss del parésito con aguellas o ecspermatocicides de
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se obsetrwva-
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For otro lado, como producto de esta misma técnica,
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aparece &n la misma figura una proteina gue en geles 5D5

migra en el rango de pesos moleculares de las histonas

nuclecsomales. Es improbable que estas proteinas sean pro-

ductos de degradacidén de otras proteinas de mayor debido a

que en geles de poliacrilamida SD5  presenta uns migracidn

menotr & las histonas del mdclec nucleosomal.

En cuanto &l fracocicnamiento en geles de poliacrila-—

mida &cido-urea, loz resultados estan de acuerdo cen los

gescritos por Astolfi (101), quien tambieén observa las

bandas de &alta movilidad electroforética. Estas bandas,
extraidas de la cromatina del pardsito con FCAE O,70 M vy
precipitadas en acetona &cida, comigran con la banda €
ohservada en geles de puliécrilamida Tritén—urea—acido v
caracterizada comc histona H: por diferentes criterios
(108),. Una banda csimilar, en geles de poliacrilamids
acido-urea, de zlta movilidad electrofor&stica s ha

descrito en Oxvirichia (105). Esta bandza se resuslve en dos

y presenta una rcompeosicidén de smincdcidos propia de una
histona H:;. De esta manera, se puede concluivr gue en
I:. cruzi hay una histons con propiedades de solubilidad v

gleciroforeticas similares a la histona H: de Oxwirichia.

Considerando la alta conservatitn de las histonas; &
menttdo se ha dicho gue una determinada histona, preparada

de diferentes organismos tendris la misma movilidad en
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geles de poliacrilamida. Esta acseveracidn seria correcta
para algunas especies, peroc claramente hay diferencias en
la movilidad de la misma clase de histonas. como por
ejemplo Hi, cuando se prepara de embriones de Drosophilsa.
gde timo de ternera (126) o de QOxytrichise (105, Sin
embargo, tanto en T. cruzi como en Ozytricha esta varia-
cion de Hy ez edxitrema  cuando = estudia en geles de
poliacrilamide  &cido—urea., Mas 1nesperada es la falta de
conservacitn en Ha de JT. cruri, en relacién & lo chservado
en espermatozoides de erizo de mar, higado de rata y timo,
ello se deduce por comparacién de las movilidades electro-
foreticas de Ha en I sistemas de geles diferentes, cuyos
ranges varian levemente en geles SDE y mas notoriamente en
geles de Triten-urea—&cido y acido-urea (Figs. 12 vy 15). Al
respecto, se ha descrito una gran diferencia en la secuen-—
Cia de amincacidos de la Ha de Jetrahymens en relacitén a
ioeE sucar:ontes superiores. Este diferencila alcanztaria & wn
£Z% de sustitucitn de amincacldos con respecto a la histona
Ha de timc (3&,1068). For otro lado., en  levadura se ha
gescritoc un 7.8% de sustituciones de amincacidos en la

ristone Ha, &1 cCcompararsels corn la histons Hae de timo

(174).
Estos resultados en tres sistemss de geles diferentes
dejarn pocas dudas acerce de las diferencias claras en gl

patrdn de migracion electroforéticeo de laz histonas de T.

Crusi cohni respectic & otras BSpECiIEes.




fAsi también, el calculo de los pesos moleculares de
las histonas de JT. c¢ruzi. inferidos de sus movilidades en
geles &acido uwrea, muestran, en términocs numericos las
diferencias previamente observadas en las mobilidades
electroforéticos, en Ccomparacion con  las histonas de
timo de ternera.

Fubio v col. {10Z)  informa el peso molecuiar de 4
bandas de histonas de T. cruzi, las cuales migran en geles
SDE en  la misma region que las histonas del ndcleo rnucleo—
comal de higeado de reate vy de eritrocitoc de pollo. Sobre esa
bace, &1 sugiere gue este grupo contiemne las histonas Ha,
Hx, H=A y HzE cuyos pesos moleculares serian: 14,100 vy
12,900, 1Z2.700 v 11,600 respectivamente. Ademas sugiere gue
dos bandas de migracidn rapide en geles de poliacrila-
mitda-urea-acido, Que €1 considera contaminantes, tendrian

ern geles con 305 pescs moleculares de aproximadamente 2O

%

y Z1  ¥Das., Cusndo =se compsran  los valores dsaos por estos
zutores con los presentados en este trabsjoc se obssrvan
gdiferencias, pese & encontrarse dentro de un Fango CEroanc.
Esto podria explicarse por la técnice usads para inferir
lps PM de las histonas en ambos cascs {(geles 5DE en Rubio vy
col.; geles acido-—ures en este trabaioc). Se he descritoc gue
el sistems de geles con SDE nmo proceds en cesn de las

hizstonas, yeé Que la carga nets positiva de las nistonas

puede afectar le movilidad electroforsticse (122, En este
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trabajo se utilizd el método descrite por Hamana e Iwail
(132), guienes indican que sdlo la electroforesis en geles
con wea mwestra una relacidn lineal entre pesos molecula—
res conocidos de histonas., vy sk coeficiente de retardo,
aportando asi una curva patrdn para estimar pesos molecu-—
lares desconocidos. Esta ténica ha sido ampliamente
utilizada para calcular P.PM. de histonas.

& pesar de que la técnice utilizada por Rubio v col.

1102, pusds ser cuestionada, resulta interesante ls
cheservacidn de gue existirian dos proteinas de alta
migracion en geles &cido—urea con pesbs moleculares

superiores a las de las histonas del nucleo nuclecsomal.

Tomando en consideracidn los datos presentados se su-~
giere gue las histonas de T. cruzi son proteinas cromosémi-
caz conservadas mas respecto a su Tuncidén que a su probakle
secuencia aminocacidica {trabsjo en reslizaciond, lo gus
también ocurriria en otros protozoos (104, 105, 166,107,
Fareceria posible seguir un patrén evolutivo de proteinas
b&sicas gue interactdan con =21 DNA, gue comienza con las
"oroteinas parecidas & histonas” e los procariontes
(311,312,113, 114,115}, pasando & ifravées de la diversidad
encontrada en protorooe y haciéndose mds estable en la
secuencia aminoacidica en los sucariontes superiores.

Otro de ilos aspecios estudiados en este trabaio co-

rrespondisd al estudico de las histonas en relacidn a ls
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proliferacion vy la diferenciacidn celulares de este
pardsito, esperando conocer mejor  uno  de  10S MECANIEMOS
moleculares involucrados ernn la regulacidén del ciclo
bivldgico del T. cruzi.

El andlisis electroforetico unidimensiconal en geles
de PAf, de histonas provenientes de cultivos en fase
estacicnaria, tantoc de ceps Tulahuen, como de clon DM Z8c,
mostrd la aparicidn de Z muevas bandas de histonas (Figs.
18 vy 1%). Estas dos rnuevas bandas de proteinas podrian
corresponder a variantes especificeas de celulas guiescentes
(173), o bién a protedlis estado especifica (176) o podrian
corresponder a variantes, producto del metabolismo de las
histonas, comoc ha sido descrito para histonas Hx v H, ds
Tetrahymena. en que existe un evento protecliticeo fisiclo-
gicamente regulado (153,154,155).

For otra parte, al anmalizar las haistonas obtenidas en
gl estacoc infectivo vy no replicativo del parasito, &1
tripomasztigote, se cotuvo dos diferentes resultados. En dos
experimentos en las condicionss usuales de extraccicon se
obtuve le ausencis de  la& bands &. Este resultado sugiere
la presencia de proieasas estedo especifico. Que estarian
actuando durante la extraccidn vy gue no serian absoclutamen-

te inhibidos por los inhibidores utilizados. Al respecto,

s ha descritoc un aumento de protedlisis en la cromatine de




celulas quiesscentes vy en ce&lulas terminalmente diferencia—
das (175,176). Se ha sugeridoc gque por medic de este
mecanismo de guiebre de los enlaces peptidicos dentro de
la moleécula, seria posible el reemplazo de una proteina por
otra, permitiendo en el caso de las histones la reorganiza-
cidén del nuclecsoma durante la reprogramacidn celular re-
versible, o bién, en la diferenciacidn terminal. Es intere-
sante adems&s  hacer notar que se  ha descrito unae proteasa
sspecitica de HzA en algunos sistemas (177) vy gue en
nuestro Caso, la banda a. gue desaparece en el Tripano-
mastigote, ha sido asignada como He& por diferentes crite-
riocs (FM, metacromasia,. hidrofobicidad).

Estas observaciones crearon la necesidad de esxtraer
las histonas con un cornjunto de 4 inhibidores, tratando de
sxturar los sistemas protecliticos  gue podraan  estar
actuande en estos esteados especaificos. Mientras el patrdn
de histonss obtenicoc & partir de material ogs I diss de
cultivo © Gl material obtenido de 14 cdiss de cultivos de
ambDas  CEDEE no SUFric modificaciones., tme situscion
diferernte ze presentd al amalizar las histonsas obienidas en
=] estadc infectivoe v no replicativo del parasito, el
tripomastigote. En este caso aparecit la bands & vy oun

conjunto de proteinas en regidén de la banda . Comoc se

e discutido anteriormente estas corresponderian & Histonas

ios




Hi, Es& esta proteina la gue presenta mayocr grado de
heterogeneidad en todos los casos descritos, siendo tambaen
la proteina més cuestionada en cuando & sus probables
furciones (22,29,47,54,178).

Como anteriormente se menciont, una de las funciones
de la histona H, seria la de unir nuclecosomas advyacentes v
asi jugar un rol en la formacion de  la estructure de la
cromatina, tantc &l nivel de la particula nuclecsoémica
misma v en la formacidn de estructuras de orden superior de
la fibra de cromatina. For otro  lado algunos variantes de
Hy s& acumulan preferencialmente en celulas guiescentes o©
diferenciadas, rempleazando los subtipos de H, sintetizados
inicialmente (2Z2,37). Aun mas, la H:, s ha visto como parte
de un mecanismo  represor  general, Que asegurea de forma
fuerte vy estable la represion de  la Xpresion genica
(179,180 . fAdemas de servir Como un represor general &
fragmentos relativamente largos de cromatina., la Hy sstaria
involucrads en controlar la actividad transcripoional de
genes 1ndividuales, 1178,17%9,180), Con estos antecedentes
no resultsa sorprengente encontrar  la mayor heterogeneidad

ern el patrin oge histonas de tripomastigotes,. respecto & las

ot
m
n

e epimastigotes antes analizados, justamente, en
proteinss gescritass en este trabaljo como Hay existiendo una

idgice muy directs en cuanto & la posible participacion de

esta prote:ina v la regulacidn de la expresion genica de una
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forme diferenciads del parésito.

Urna situacidén andloga sucede cuando se comparan las
Fistonas en diferentes trypanosamatidos, donde s observan
diferencias & nivel de las histonas nuclecsomales en los
tres genercs estudiados entre 1 y tamuien respecto a otros
sucariontes. Asimismo ecstas diferencias se manifiestan en
ia zone de proteinas de alta movilidad gue s ha caracteri-
rado como Ha en T. gruzi, icepa Tulahuen) y en Crithidia

fasciculatea (173). For otro lado es en esta zons donds

aparecen las diferencias mds notorias entre las distintas
cepas de J. cruzi. Estos estudics abren la posibilidsd de
utilizar el andlisis de las histonas para une tipificacién
& nivel de geénero vy posiblemente de especies vy cepas. Esta
poeibilidad se encuentra en estudic.

Loz resultados obtenidos en este trabslc corvrespondeEn

& un mivel de analisis del problema. éste es. la caracteri-

E 5 )

fetitn del producto de los genes O histonas.
Histdricamente los genes de histonas de erizo de mar
fueron las primeras secuencias codificantes de proteinas

aicladas y clonadas. Dado el altoc grado de conservacion de

la =secuencis de laz histocnas e diferentes EespeErles,

m

stosgenes clonados  fueron usados en la identificacior vy

isilamients de la mayorisa de logs genes de eucariontes

e

superiores identificados en este momento (181).

For su  parte los BN mensajerocs de histonss  son
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inuslales entre los RENA mensajerocs eucaridticos. Con la
exception de los expresados en levadura, Jetrahymens vy
Aencopus, los KNS mensajeros de histonas no contienen la
secuencia de poli-A encontrada en el extremo 3° de la
mayoria de los RNA mensajeros eucariocticos.

For su parte, los genes de histonas tambien difieren
oe la mayoria de los genes eucaricticos. Con la exwcepcion
de un gen de histona para Hx descrito por Engel (182) ., los
RNA mensajercs de histonas son codificados en el genoms pOr
secuentlias nucleoctidicas contiguas.

Ern cuanto & la ubicacidén y numero de los genes para
fhistonas, =& ha encontrado una gran diversidad, siendo
gsta, una de las familias gé&nicas estudiadas gue presenta
mayor variedad (183).

El estudic de los genes de histonss como un sistems
modelo para estudiar regulacidn, s& basa, en el alto rumero
de copires O sstiocs genes, los altos miveles de RhNA mensaje-
ros v le regulacion fine de los nivelez tento de la sinte-
=iz como ge la degradacidn de los RENA mensajeros.

Fespectc al numerc de genes de histonas en vertesbra-
tos, &s relativamente balioc, Xenopus presenta 20 & 56 Copies
de genss ge histonas. En pollo, &1 numsrc de  genes de
higtonas reiterados es cerca de 10 veces por  genoma
haploide: en raton 10 & 20 veces:; en humanc 20 & 40 veres.

ra histonas

Em 2l caso de los invertebrados, los genes p

i




eon reiterados, 300 a 1000 veces, por ejemplo, en diferen-
tes especies de evizo de mar vy en los pocog eucariontes
inferiores estudiados el nuamerc de genes es pegueno (184).

Una mayor complejidad en la estructura de los genes
de histonas, es introducida por la existencia de un namero
de variantes de proteinas cuyas secuencias son no alélicas
Yy gue son producto de genes independientes (38,150,41,184).
Variaz de esstas proteinas son edpresadas en la misma célula
bajo control independiente (41,150,184,185). La estructura
de esos genecs debe diferir de uno a otro vy estd en estudico
la elucidacidén de las estructuras vy regulacidn de los
diferentes genes.

Ertre los genes para histonas en esucariontes inferioc-
res se han estudiado los de levadura (174}, erizo de

mar {41), Drosophila (1850, Artemis (186), JTetrahymena

(187 v Bivionyvechia mytilus (188). Entre los sucariontecs

intermedios, s& h& estudiado, Fenopus 1840 v entre los
slucsriontes superiores han sidoc ampliamente estudiados los
gengs g histonzs de pollo (182), ratdn (38} y humano
(187,170},

El aislamientc de los genes de histonas de  los
gucCariontes inferiores no ha sido facil. Asa, por ejemplo,
en levadura. los estudics iniciados por Hereford v col. en
gue busto  los genes para Hap v HzE en una gencteca de

levadura, hibridizendo con genses de histonas de erizo de




mar, determing el aislamientoc de numeroseos recombinantes
que eran faleos positivos y gue no contenian secuencias de
genes de histonas. Fosteriormente estos genes se identifi-
caron mediante la seleccidn de tres pléasmidos, por traduc-
cidn "in vitro" de lose RNA @ mensajeros poli-A  de pegueno
pesc molecular (174). Los productos de traduccion se
cepararon en delese de poliacrilamida en  dos dimensio-
nez. De este mansre =g selecciont los plésmidos gue codifi-
caban para las histonas Haa y HoE.

Le busgueda de los genes para histonas Hzs y Ha
presentd problemas similares al tratar de aislar los genes
con sondas heterdlogas de erizo de mar o de Drosophila. El
problems  se abordé uweando un procedimiento de doble
"screening” (174).

For su parte, estudics de genes y expresion de genes
de histonas en Jetrabymensa. s& estan realizando usando como
sondas  ios genese clonados de levaduras (187). S nha

encontrado sem con esTos. ern cuantoc & sU EEeCUEnCla

m
L
it
=
ri
il

codificadora (80N para Hal y los RNA mensajerocs tambien
gstarian polisdenilados (1875,

For otra parte, la regulacién de la expresitn de los
gernes de histonas occurvirisa & wvariocs niveles (184,185 .
Lo RNA menssjercs v la sintesis de nistonss a menudo
aparecen coordinadas durante el ciclo celulsyr, probablie-

mente debido & regulacidn & nivel transcripcional (190).
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Sin embargo, también se han descrito situaciones en gue la
sintesis no estaria coordinada {184). También pcurre
regulacitn de la& expresidn génica de histonas en el
desarrollo, tante cuantitativa como cualitativa (variantes
especificas) (36,41). Al parecet, no gristiria un mecanismo
anico de control gue regule las modulaciones ontogeneticas
cuantitativas vy cualitativas de la expresion de los genes
de histonas (184).

Durante la reslizacion de esta Tesis, S8 reallzaron
ectudios tendierntes a la caracterizacidn de los genes vy
tranecritos de histonas de T. cruzi. con sondas heterdlo-
gas, correspondientes & los genes Hi, Hs y He de celulas
Hela, para gQue, una ver clonados, fuesen usados para
ectablecer las relaciones entre la expresicn de estos
genes vy 1os distintos estados proliferstivos vy diferenciz—
dos del pardsito. Sin embargo, la complicacidn introducida
g el sistema por 1 hecho de encontrarss con histonas gue
poseen diferencias con respecto & las histonas de euca-
riontes suneriores, geEnerd complicaciones eusperimsntales,
1o gues determinaria gue los resultados ocbtenidos con las
sondas  heterdlogas revistiesen sélo un cieric grado de
aprodimacidén al problema. Atn asi, una informacion rescata—
hie de 1los experimertos realizados, corresponderis a la
identificacidn por medic de un MNorthern blot ( con una

sefal dékil), de un emsajerc para Ho de . cruzi, més




peguefdc gue €l mensajerc para Ha de células Hela. Esto
estaria de acuerdo con los datos presentados en este
trabajo, en gue la histona Ha de T. cruzi presente un peso
molecular menor gue la histona Ha de timo de ternera (Tabla
I1Y.

Urn  nuevo enfogue, cuyc trabajo experimental se
erncuentra en inicioc, corresponde & l& secuenclacion de los
extremos terminales de las histonas de 1. cruzil detectadas
er nuestros andlisis. Con estos datos podran construirse
pligo- nucledtidos gque podran ser usados como "Frimers”
para poder obtener los genes de histonas de 1. gruszil por
FCR  (Folymerase Chain Reaction Amplification of DNA)
{191,192) y asi., una vez realizads la clonacidon "in vitro”,
secuenciar los genes y utilizarlos como sondas  para
examinar su expresion tanto en proliferacicen comoc en
diferenciacidn,

For otro laoco, estos oligonuclecstidos podran sev
utilizados .para buscar los genes  de  histonas  en una
genctecs de 1. cruzi, gue =& encuentrs en usoc en el Labora-
toric de Biclogia Molecular del Dr. Carlos Frasch, en
Campomar . Argentins.

Sin embargo. los datos existentes acerca de los genes
de histonas estudiados, apuntan & gque el sscusnciamiento de
eetos genes, a partir de DNA total o de DNA aislado con

sondas, tiene limitaciones, por el hecho de que, & mENUCD,

s



los genes existen en coplas miltiples, no idénticas, y no
todas estas copias pueden ser transcritas. Un gen tomado &l
azar de una gerncoteca, puede representar una variante minima
o aun un pseudogen silente, mas que el producto celular
mayor. Esto implica, gue la deteccion de un gen de histona
fisiplégicamente significativo. involucra la identificacidn
de su producto génice, 1o gque puede llevarse & cabo por
medic de un Western Blot del producto genico {proteina) de
la genocteca de expresion, ROr medic de antisuercs espeCi-

ficos.
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Tabla comparativa de composicidén de aminoacidos de
T. cruzi y timo de ternera.

Aminodsido JT. gruzi, Timo de ternera %
Lys 17.87 14,9
His 212 e
Arg T27 8.9
(a3 6. 36 4.9
Glu 5.97 .4
Thr 4,93 G o
Ser 11,09 !
Fro N.D, 4.8
Gly 282 8.7
Bla 7.14 13,
Cys N.D. Trazas
Val 4,54 6.2
Met 0.57 0.9
Ile 2.54 4.4
Leu 6.82 7 A 3
Tyr 2,22 2.3
Fre 1.96 1.7
T!’{J O 0

X (164)
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H 1 Histone and Histone Variants in Trypanosoma cruzi

G. CECILIA TORO' and NORBEL GALANTI®

Department of Cell Biology and Genetics. School of Medicine. Universiry of Chile.
Casilla 70061, Santiago 7. Chile

Trvpanosoma cruzi chromatin is not condensed in chromosomes during mitosis. In
previous studies a characterisuc H1 was not found in SDS or in acid-urea-PAGE.
Consequently, it was proposed that the particular behavior of T. cruzi chromatin in
dividing cells was due to the absence of an H | histone. In the present work. histones from
this parasite were systematically characterized by spectrofluorometric analysis. amino acid
composition. PAGE in one and in two dimensions. differential extraction with PCA and
TCA. immunological cross-reactivity with antisera. and immunoblotting. We conclude that
T. cruzi contains all five histones. H | presenting solubility and immunological properties
similar to those in other species. but with a particular electrophoretic mobility in Triton
—PAGE. Thus an explanation other than the absence of H1 should be offered in order to
understand the behavior of T. cruzi chromatin duning mitosis. Moreover. histone vaniants
were described by two-dimensional PAGE. The presence of histone variants suggests that
they may parucipate in the regulation of cell proliferation and differentiation of this
parasite, as it has been postulated for higher eukaryotes. @ 1988 Academc Press. Inc.

Trypanosoma cruzi. the protozoan which causes American trypanosomiasis or
Chagas disease, is probably one of the most intriguing and complex systems of
eukaryotic cell differentiation. During the life-cycle of this organism there are
three phenotypes: amastigote (intracellular and replicative form in the host),
epimastigote (extracellular and replicative form in the vector). and trypomasti-
gote (extracellular, nonreplicative and infective form). Changes in cellular forms
under different environmental conditions should be the result of adaptative
activation or repression of the parasite metabolic routes. which in turn should
depend on modification in gene expression. In this regard histones represent a
target by which both chromatin structure or function and gene-directed metabolic
activities may be altered.

On the other hand. mitosis in T. cruzi occurs without disruption of the nuclear
envelope. microtubules being assembled into the nucleus. Interestingly. con-
densed chromatin is dispersed at the beginning of division and remains in this
state during mitosis, except for 10 dense plagues formed at the nucleolar periph-
erv [1-3). This pattern of chromatin condensation also points to the presence of
histones and/or other nuclear proteins with special characteristics in this parasite.

Astolfi er al. [4] and Rubio er ai. [S] have described that T. cruzi chromatin is
organized in nucleosomes, as in other eukaryotes. These authors also described.
on the bases of polyacryiamide gel electrophoresis (PAGE) in acid-urea or in

1 Recipient of Research Training Grant 840024 from UNDP/Worid Bank’'WHO.
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sodium dodecyl sulfate (SDS). the presence of three to five proteins which
presented electrophoretic mobilities similar to rat liver or chicken erythrocyte
histones. though there was no strict correspondence among the different bands.
These authors. as well as Hecker and Gander [6]. failed to demonstrate an
electrophoretic band that could possibly be histone H 1. However. Astolfi et al.
[4] and Rubio er al. [5] described a putative H 1 as two fast-migrating bands with
molecular weights of approximately 20.000 and 21.000 Da. These bands were also
described in Oxyiricha as H 1 histones [7]. As stated by Hecker and Gander [6].
these results remain speculative. Clearly. a better charactenization of T. cruzi
histones is necessary in order to understand their possible role in cell differenti-
ation as well as in cell division.

In this report we describe the systematic characterization of 7. cruzi histones
by spectrofluorometric analysis. amino acid composition. polvacrylamide gel
electrophoresis in the presence of a detergent. differential extraction with acids.
two-dimensional polvacryvlamide gel electrophoresis. immunological cross-reac-
tivity with antisera raised against histones extracted from sea urchin sperm cells.
and immunoblotting using the same antisera. We conclude that 7. cruzi contains
all five histones, H 1 having antigenic determinants shared with the histone H | of
sea urchin sperm cells. We also show the presence of histone variants in the
chromatin of this parasite.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture. T. cruzi strain Tulahuen was grown in 80 ml of Diamond medium [8] supplemented
with 2.5% fetal calf serum at 27°C. The cells were collected by centrifugation at the end of the
exponental growing phase (7 days) and washed three times with phosphate-buffered saline (PBS).

Preparation of chromatin and extraction of histones. Basically, the procedure of Stein er al. [9] was
used for the preparation of chromatin.

Histones were extracted overnight in 0.4 N H,SO,, following Panvim and Chalkey [10]. Protease
inhibitors Phenvlmethvisulfony] fluoride (PMSF, 0.001 M) and tosyl-L-lysine chloromethy! ketone
(TLCK. 0.0005 M) were added 1o all solutions. All operations were carmied out at 4°C.

Characterization of histones. The presence of tryptophane was analysed by spectrofluorometry
according to Brand and Withholt [11] in a MPF-2A Perkin-Elmer spectrofluorometer. A well-
characterized histone preparation from sea urchin sperm cells was used as standard as well as 0.01 M
solutions of trvptophane or tyrosine.

For the amino acid analvsis. histones were hvdroiyzed in 6 N HC! at 110°C for 22 h. in the presence
of 4% tioglvcolic acid. as described by Matsubara and Sasaki [12]. Under these conditions. trypio-
phane is not degraded. Samples were analvzed in a Beckman 120C amino acid analyzer.
Spackman er al. [13].

Ge! elecirophoresis. PAGE at low pH was performed at room temperature by the nomionic
detergent method of Alfageme er al. [14], The gels were prerun in 0.9 M acetic acid for4 h. andin | M
cvsteamine in 0.9 M aceuc acid for | h to scavenge free radicals [14]. To determine histone
concentration in the sampies. the method of Luck as described by Hnilica [15] was used.

Electrophoresis was carmed out overmight at 10 mA. The geis were stained with 0.2% amido black
10B [16]. Alternativelv. Coomassie blue R-250 was used as described [17].

For the second dimension. a strip of gel from the first dimension was equilibrated 1n 0.06 M
Tns—HCl. pH B. at 20°C. 2% SDS. 5% j-mercaptoethanol. 109 glycerol and seaied on a 5%
poivacrylamide gel in 0.1% SDS with 1 % agarose [18]. This stacking gel was over a 15% polyacryl-
amide gel in 0.1 % SDS. as described by Laemmli [19]. Electrophoresis was carried out overnight at
room temperature and at 20 mA. The gel was stained with 0.6% amido black 1n 7% acetic acid.

Extraction of H | histone from T. cruzi chromann. Chromatin preparations were extracied with 0.35
M NaCl. 5% perchloric acid (PCA,. or 5% trichloroacetic acid (TCA). After centrifugation. extracts
were dialvsed against distilled water and lvophilized. On the other hand. sediments remaining after
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Fig. 1. Polyacrylamide gel electrophoresis of histones extracted from sea urchin sperm cells (lane
I and from T. cruzi epimastigotes, with (lane 2) or without (lane 3) protease inhibitors. The gel
contained 15% acrylamide-0.38% Triton DF 16-6.0 M urea in acetic acid and it was prerunin 1 M
cysteamine to scavenge free radicals. Histones were stained with 0.2% amide black 10B acetic
acid-45 % methanol. Sequence of histones from top to bottom at the left of the figure corresponds to
sea urchin sperm cells histones, used as standard. T. cruzi histones were labeled a, b, ¢, d, e, and
from top to bottom of the gel.

extraction were suspended in 0.4 N H,S0, and histones were extracted as indicated. All samples were
analysed by PAGE in one dimension.

Furthermore, histone H | was isolated from chromatin by extraction in 0.75 M PCA and differential
precipitation in acid-acetone, following the procedure of Sanders [20].

Immunodiffusion tests. Double diffusion tests were carried out as described by QOuchterlony [21].
Antisera prepared in rabbits against H 1 or against core sea urchin sperm cell histones were kindly
supplied by Dr. Maria Imschenetzki. Diffusion was for 48 h at 4°C.

Immunoblotting. Immunoblotting was carried out essentially following Towbin er al. [22]. T. cruzi
histones were separated by two-dimensional gel electrophoresis and transferred electrophoretically to
nitrocellulose paper. The filter was blocked with 3 % gelatin and probed with a rabbit antiserum raised
against H 1 histone from sea urchin sperm celis. Detection of the antigen—antibody complexes was
achieved using the biotin-streptoavidin system.

RESULTS
Characterization of T. cruzi Histones

Excitation spectra of T. cruzi and of sea urchin sperm cell histones were similar
(288 nm), away from the maximum found for tryptophane (308 nm) and very near
of that of tyrosine (290 nm). On the other hand. emission spectra of these
preparations presented different maxima (324 nm for sea urchin sperm cell
histones and 340 nm for T. cruzi histones) (not shown). These differences in the
maximum of emission spectra between both preparations may indicate differ-
ences in the microenvironment in which the fluorescent residues are located. This
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TABLE 1

Amino acid composition of Trypanosoma cruzi histones

Amino acid %
Lvs 19.87
His 2112
Arg 7.97
Asp 6.36
Giu 9.97
Thr 4.93
Ser 11.09
Pro 2
Gly 9.82
Ala 9.14
Cys 7
Val 4.54
Met 0.57
Ile 2.54
Leu 6.82
Tvr 222
Phe 1.96
Trp 0

Nore. Histones were hydrolyzed in 6 N HCI at 110°C for 22 h. in the presence of 4% tioglycolic
acid. Samples were analyzed in a Beckman 120 C amino acid analyzer.

result suggests that sea urchin sperm cell histones are different from 7. cruzi
histones.

Amino acid analysis of 7. cruzi histone preparations showed absence of trypto-
phane as well as other features characteristics of histones of other origins (Table
1). Thus, the addition of lysine. proline. valine. isoleucine, and arginine should
account for about 50 % of the amino acidic residues in all histone species [23]. In
the T. cruzi histone preparation. a figure of 51.75% is obtained (proline is not
read under the experimental conditions used and is estimated as 10%). All other
features, as basic/acidic ratio (1.83), percentage of apolar amino acids (27.8 %),
and of lysine (19.9 %) or arginine (8 %). strictly agree with those accepted for all
histone species (Table 1).

Figure 1 shows a polvacrylamide gel electrophoresis of histones obtained from
sea urchin sperm cells (lane 7) or from T. cruzi. with (lane 2) or without protease
inhibitors (lane 3). Five histones are evident in 7. cruzi (lane 2) with mobilities
both similar and different to those of histones from sea urchin sperm cells (lane
I). A sixth histone of high mobility is observed in the T. cruzi preparation (f.
arrow), which in gels run at a higher intensity. is resolved in two bands (not
shown). Lane 3 shows that the second band of lane 2 is degraded in the absence
of proteolytic enzyme inhibitors. while the other bands do not present major
changes in their electrophoretic mobilities. As expected from the spectrofluoro-
metric analysis. the electrophoretic pattern obtained when these two histones
preparations are compared by gel electrophoresis is different (Fig. 2. lanes / and
2).
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Fig. 2. Solubility properties of T. cruzi H1 histone. All samples were analvzed by PAGE as
described under Fig. 1. Lane /. T. cruzi histones: lanes 2, 3. and 4. 7. cruzi hislones obtained from
chromatin which was previously extracted with 0.35 M NaCl. with 5% PCA. or with 5% TCA.
respectively. Lanes 5. 6. and 7. histones present in extracts obtained from T. ¢ruzi chromatin with
0.35 M NaCl. with 5% PCA. or with $% TCA. respectively. Lane 8. T. cruzi H 1 histones purified bv
the method of Sanders [20].

Use of Solubility Properties to Identifv H1 Histone

It has been described that histone H 1 is dissociated from chromatin by NaCl in
the range of 0.4 to 0.6 M [24, 25]. Thus, histone H 1 is poorly extracted with 0.35
M NaCl while high mobility group chromosomal proteins (HMG) are soluble at
this salt concentration [26, 27]. Furthermore. both H 1 histone and HMG proteins
are soluble in 5% PCA orin 5% TCA [28. 30]. Considering these data. chromatin
extracted with 0.35 M NaCl should be devoid of HMG proteins while still
retaining most of the H 1 histones. These solubility properties permit the separa-
tion of H | histone from HMG proteins.

Figure 2 shows histones remaining in chromatin after extraction with 0.35 M
NaCl (lane 2). 5% PCA (lane 3). or 5% TCA (lane 4). Clearly. band f is not
extracted by (.35 M NaCl while it is fullv soluble in 5% PCA or in 5% TCA.
Moreover. band ¢ is extracted from the chromatin in 5% PCA (lane 6 and in 5%
TCA (lane 7). Therefore. bands ¢ and f present solubility properties characteristic
of an H 1 histone.

These results were confirmed by applving the method of Sanders for the
preparation of histone H 1 to the T. cruzi chromatin. By this technique. histone
H I is solubilized in PCA and differentially precipitated in acid-acetone from the
HMG proteins that remain soluble. Results are shown in Fig. 2 (lane &). Clearly.
band f is preferentially extracted with a high vield and purity.

Use of Immunological Properties to Identifv H] Histone

To further explore this problem. we have investigated whether there is cross-
reactivity between T. cruzi histones and antisera prepared against H | or against
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Fig. 3. (A) Immunodiffusion test of an antiserum prepared by the injection into rabbits of H1i
histone purified from sea urchin sperm cells. against histones from sea urchin sperm cells (left) and
histones from T. cruzi (right). (B} Immunodiffusion test of an antiserum prepared by the injection into
rabbits of core histones from sea urchin sperm cells. against histones from sea urchin sperm cells (left)
and histones from T. cruzi (nght).

core histones from sea urchin sperm cells. In Fig. 3A (left) it is shown that
histones from sea urchin sperm cells give precipitation lines at all dilutions tested.
with an antiserum prepared against H 1 from sea urchin sperm cells. Similarly. T.
cru=i histones show cross-reactivity with the same antiserum when diluted to 1/16
(Fig. 3A. right). The same results were obtained when histones prepared from sea
urchin sperm cells (Fig. 3 B, left) or from T. cruzi (Fig. 3 B. right) were tested with
an antiserum prepared against core histones from sea urchin sperm cells.

In order to define the proteins responsible for this cross-reactivity. histones
were separated by two-dimensional gel electrophoresis. transferred to nitrocellu-
lose paper. and challenged against an antiserum to H 1. Figure 4 shows that bands

Fig. 4. Two-dimensional polvacrylamide gel electrophoresis and immunobiotung of H 1 histones
from T. cruzi. Conditions for gel electrophoresis were as described under Fig. 5. Histones were
transferred electrophoretically to nitrocellulose paper and probed with a rabbit antiserum against sea
urchin sperm cell H 1 histone. The antigen-antibody compiexes were detected bv the biotin-streplo-
avidin svstem. a. ¢. and f correspond to the first. third. and sixth band of Fig. 1. lane 2. respecuively.
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Fig. 5. T. cruzi histones analyzed by two-dimensional polvacrvlamide gel electrophoresis. A strip
of gel from the first dimension, as described under Fig. 1. lane 2, was put on a 15% polyvacryi-
amide—0.1% SDS. following Laemmli [19]. The ge! was fixed in 15% TCA-45% methanol and
histones were stained with 0.6 % amido biack.

¢ and f, the same which were assigned as HI histones from their solubility
properties (Fig. 2), are recognized by the antiserum against H 1 histone. Band a
also gives cross-reactivity, and is supposed to be a core histone. This protein
cross-reacts with the antiserum used in these experiments (M. Imschenetzki,
unpublished results).

Presence of Histone Variants in T. cruzi

In the last few years. variants of histones were described in several species.
Functional properties have been assigned to these histone variants, specifically in
cell proliferation and differentiation [31-35].

Figure S shows a two-dimensional gel electrophoresis of the T. cruzi histone
preparation. Clearly. bands from the first dimension (Fig. 1. lane 2) are resolved
in two or more spots. indicating the presence of variants for each of these
histones. ’

DISCUSSION

The difficuity in obtaining clean intact nuclei in eukaryotic protists for histone
extraction was reviewed by Rizzo [35]. Yield is usually low. histones cannot be
quantitatively extracted and variable gel patterns result. Thus. a two-step proce-
dure widely used for chromatin extraction in higher eukaryotes was applied. This
procedure is highly repetitive and produce a good vield of T. cruzi histones.

During the whole procedure. care must be taken to prevent contamination with
cvtoplasmic or chromatin-bound proteases. As it is known. histones are very
sensitive to proteolyvtic enzymes. especially H1 [36-38]. Different proteases
inhibitors were tested. as for example 0.001-0.002 M PMSF. 0.0005-0.001 M
TLCK. 0.0005-0.001 M TPCK. and 0.001 M N-ethylmaleimide. Though the
majority of these protease inhibitors protected the T. cru-i histones. a mixture of
0.001 M PMSF and 0.0005 M TLCK was shown to be more effective.

One of the most intriguing problems in T. cruzi is the particular behavior of its
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chromatin. The lack. or the presence. of a noncharacteristic H 1 may explain the
maintenance of decondensed chromatin during mitosis. Previous failure in detect-
ing H1 in this parasite was probably a consequence of using SDS-PAGE or
acid-urea-PAGE. These gels do not clearly resolve the different histone bands.
On the contrary, when Triton is added to the gel as it was in the present report, a
good resolution is achieved.

The solubility properties of bands ¢ and fin PCA and in TCA. leave little doubt
of both being H 1 histones. Moreover by using a preparative method for H1
histone [20], band f is obtained with great vield and purity.

Finallv. the cross-reactivity observed between our T. cruzi histone preparation
and an antiserum prepared in rabbits against H 1 of sea urchin sperm cells. clearly
points to the presence of H1 in T. cruzi chromatin. Interestingly enough, those
proteins which present solubility properties that are characteristic to H 1 histones
(bands ¢ and f) are recognized by an antiserum raised against purified H 1 histone.

Considering that our results point out to the existence of H 1 histone in T. cruzi,
arguments other than the absence of this chromosomal protein should be looked
at to explain the peculiar behavior of chromatin during cell division in this
protozoan.

On the other hand. bi-dimensional gel electrophoresis shows the presence of
histone variants in T. cruzi. At present, we are not able to show whether these
protein species are nonallelic variants, or post-translational modifications of more
conservative histones. However, our results are consistent with similar mechan-
isms for chromatin organization and function in 7. cruzi, as in higher eukaryotes.

In conclusion, (1) we have systematically characterized T. cruzi histones from
epimastigote form: (2) the presence of chromosomal proteins with characteristics
that correspond to H 1 histones in other species has been demonstrated: and (3)
we have also shown the presence of variants in T. cruzi histones. These results
suggest again that these chromosomal proteins share their most important charac-
teristics with those of other eukarvotes. Moreover, it is now possible to propose
that histone variants may participate in the regulation of cell proliferation and
differentiation of T. cruzi. as it has been postulated for higher eukaryotes.
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Special Programme for Research and Traiming in Tropical Diseases. by Grants 1088 and 209 from
FONDECYT. Chile. and by Grant B 2365 DIB. Universidad de Chile. We thank Dr. Manza Imschen-
etzki for providing the anusera against H 1 and core histones as well as histones from sea urchin
sperm cells. Dr. Eduardo Silva for his assistance for the aminoacid analvsis. and Mrs. Natacha
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SUMMARY .

Histones extracted from T. cruzi chromatin were analyzed in three elec-
trophoretic systems.

Our results show that a basic protein with some properties similar to
those of histone Hl from higher eukaryotes is present in T. cruzi. However this
protein presents different electrophoretic mobilities than Hl histone from higher
eukaryotes in all three electrophoretic systems tested.

Considering the marked differences observed in the electrophoretic mo-
bilities of T. cruzi histones as compared with those from higher eukaryotes, it
is proposed that histones are conservative proteins primarily with regard to
their function.

INTRODUCTION

The presence of histones in Trypanosoma cruzi was reported by Astolfi
et al. (1) and Rubio et al. (2). Moreover, it was evident that chromatin was
organized in nucleosomes 1n this parasite, as in higher eukaryotes (1-3).
However, several fundamental problems remained unsolved, such as a systematic
characterization of the full set of T.cruzi histones, particularly the presence
of HI histone and histone variants and @ comparison of T. cruzi histones with
those of higher eukaryotes. These are relevant problems since & clear understand-
ing of the organization of chromatin in this protozoan may contribute to explain
the mechanism of its unusual condensation—decondensation during its life cycle.

Recently, a more detailed characterization of T.cruz: histones as well
as the identification of Hl and histone variants was reported by us (4). In this
paper we present information on some other properties of T. cruzi histones, spe-
cifically regarding their stability during acid extraction and to intrinsic pro—
teases. Moreover, additional evidence for the presence and characteristics of Hl
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histones in this parasite 1s presented. Finally, considering the marked differen—
ces observed in the electrophoretic mobilities of T. cruzi histones in different
gel systems as compared with those from higher eukaryotes, we propose that these
chromosomal proteins are conservative priparily with regard to their function:

that 1s, nucleosome organization.

MATERIAL AND METHODS.

Cell Cultures : T. cruzi epimastigotes strain Tulahuen were grown in
Diamond medium (5) supplemented with 2.5% fetal calf serum at 28" C. Cells were
routinely harvested by centrifugation at day 7 of culture, washed three times in
phosphate buffered saline (PBS) and used immediately. In some experiments, cells
maintained at —20°C for 15 days, were used.

Preparation of chromatin : Basically, the procedure of Stein et al. (6)
was used. with some modifications. Cells were homogenized in 0.25M sucrose: 1 mM
EDTA: 3 mM CaCl?: O0.01M Tris HCl pH 7.4 at 20°C and 0.5% saponine. using a
Potter-Elvejehm homogeneizer, at 1.200 rpm for 3 min.  After centrifugation at
3000 xg for 10 min.. nuclel were washed 1n the same buffer but without saponine
and further homogenized in 1% Triton X-100; 0.15 M NaCl; 0.025 M EDTA: 0.01 M
Tris HC] pH 8 at 20°C. This suspension was centrifuged at 12000 xg for 20 minutes
and the sediment was washed three times in 0.01 M Tris HCl pH 8 at 20°C. This
procedure was performed at 4°C. To discard the possible activation of proteases
by calcium, in some experiments 5 mM MgCl- was used instead of 3 mM CaCl:. No
differences were observed in the electrophoretic pattern of T. cruzi histones
when this modified protocol was used. The following inhibitors of proteases were
used: 2.2 mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF): 1.5 mM tosyl-lysine chlorome—
thyl ketone (TLCK): 1 mM tosylamide-2-phenylethylchloromethy] ketone (TPCK); 1 mM
N-ethylmaleimide, and 0.05 M sodium bisulfite. PMSF and TLCK were used alone and
combined. The inhibitors were added after the last wash (before cell disruption)
and maintained thoughout the whole procedure.

Extraction of histones: The procedure of Panyim and Chalkey (7) which
uses (0.4 N H2504, or the technique described by Zweidler (8) that extracts histo—
nes 1n 0.35 N HC1. were applied. Extraction of histones from chromatin was for 5
minutes, or overnight. Analysis of extraction conditions showed that both HCl and
H2504 are appropriate for complete release of all histones, however the longer
extraction proved to be more effective. Conseguently. histones from T.cruzi as
well as those from other sources were extracted overmight in 0.4 N H2S504. To
avoid oxidation of amino acid residues in histone preparations. 1% of thiodagly-
on] was used in all the solutions during the whole procedure. However., as no
differences were observed between preparations obtained with or without the anti-
oxidant . the thiodiglycol was not used further.

Extraction of Hl histone. The technique of Sarders (9) was used. Chro—
matin was extracted in 0.75 M perchloric acid (PCA) and Hl was differentially
precipitated in acid-acetone. from the high mobility group chromosomal proteins
that remained soluble in the extract.

Gel electrophoresis: The following electrophoretic systems were used :
1) a 15% polyacrylamide—6M urea—0.9N acetic acid—0.38% Triton DFL-1€. as indica-
ted by Alfageme et al (10): 2) a 15% polyacrylamide gel in 0.1% SDS. as descri-
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bed by Laemmliy (11) and modified by Kormberg (12); and 3) a 15% polyacrylamide-
2.5 M urea—0.9 M acetic acid gel. following Panyim and Chalkey (7). Systems 1 and
3 required pre-electrophoresis in 0.9 N acetic acid up to constant voltage. Sixty
ug of total histones per slot for system 1 and 50 ug for systems 2 arnd 3 were
used. To determine histone concentration in the samples, the method of Luck as
described by Hnilica (13) was used. Gels were stained with 0.2% amido black 10 B,
as indicated by Zweidler (14).

Estimation of T. cruza histones molecular weights : The technique of
Hamana and Iwal was used (15). Cylindric gels (0.5 x 11 cm) contaiming 10, 15 or
20% polyacrylamide-0.66% N-N-methylene-bisacrylamide-6.25 M wea—-0.9 M acetic
acid were prepared and pre—electrophoresis performed for 4 hrs in 0.9 M acetic
acid. Histones frow calf thymus were used as stardards. The gels were stained as
described by Zweidler (14). For the estimation of T. cruzi histones molecular
weights, the procedure of Ferguson was applied (16).

RESULTS.
Effect of different protease inhibitors on histore extraction. Fig. 1A shows the

result of electrophoresis in a Triton—acid-wrea system of histones obtained from
T. cruzi (lane 1), see urchin sperm cells (lane 2), rat liver (lane 3) and calf
thymus (lane 4). As described before (4), five histones are present in T. cruzi
in the range of migration of higher eukaryote histones. A sixth histone of high
mobility is observed in the T. cruzi preparation. which resolves 1n two bands.
These fast migrating bands were identified as Hl histones by extraction in 0.75 M
PCA and differential precipitation in acid-acetone, as well as by their immunolco—
gical properties (4). With the possible exception of band a. n¢ similar mobili-
ties are evident between T. cruzi histones compared to sea urchin. rat liver or
calf thymus histones.

Fig. 1E lane 1. shows migration of T. cruzi histones extracted from
chromatin without the use of protease inhibitors . Band b is faintly visible or
absent. and a new band appears below band c¢. Sometimes diffuse bands typical of

degradative processes are located between bands ¢ and £. In lane Z. the charac-

teristic pattern of I. cruzi histones is shown (4). All of these bands are
present in the acid extract from whole epimastigotes (lane 8), showing that the
protease inhibitors used (PMSF and TLCK) preserve the histones from degradation.
Moreover, TLCK alone at 1.5 mM (lane 3) and up to a concentration of 0.5 mM seems
tc be efficient enough to preserve a neat pattern.

Wnen PMSF, TPCK, N—ethylmaleymide or sodium bisulfite were used (lanes
4, 5, 6 and 7. respectively), a change of the electrophoretic pattern was obser-
ved which 1s especially evident with TPCK. Sometimes, histones obtained in the
presence of sodium bisulfite are very much degraded (not shown). An activation of
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Figquwe 1A (left): Triton-acid-urea—gel of histones extracted from T. cruzi
epimastigotes (lane 1), sea urchin sperm cells (lane 2), rat liver (lane 3) and
calf thymus (lane 4). Electrophoresis was performed on a 15% acrylamyde—6.0 M
urea—0.9 M acetic acid—0.38% Triton DFL16 gel. Order of migration for calf
thymus: H2A, Hi, H3, H2Band H4. a . b, ¢c. d. ¢ and £f: T. cruzi histones.

Fiqure 1B (right): Chromatin was obtained and histones were extracted under the
presence of the following protease inhibitors: Lane 1: No inhibitors; lane 2: 2.2
oM PMSF plus 1.5 mM TLCK: lane 3: 1.5 mM TLCK; lane 4: 2.2 mM PMSF; lane 5: 1 mM
TPCK: lane 6: 1 mM N—ethylmaleimide: and lane 7: 0.05 M Sodium bisulphite. In
lane B, total proteins extracted from live epimastigotes 1n 0.4 N H.50. for 3
min. Histones were fractionated as indicated under Fig. 1A.

proteases by this chemical rather than their inhibition was already reported
(17). Considering these results, 2.2 mM PMSF plus 1.5 mM TLCK were further used.

Fi1g. 2 shows the electrophoretic pattern of histones extracted from T.
cruzi (lane 1). sea urchin sperm cells (lane 2), rat liver (lane 3) and calf
thymus {(lane 4) as separated by the SDS-PAGE system. Several bands are seen 1in
the T. cruz: preparation, along the range of migration of higher eukaryote
histones. The two slow migrating proteins (double arrows] are below rat liver or
calf thymus Hl. There is a third faint band (arrow—head) Just above three promi-
nent bands (stars). These last three bands are located at the level of migration
of the core histones from either rat liver or calf thymus.

When either calf thymus or T. cruzi chromatin were extracted with 0.-75
M PCA. and histones Hl were differentially precipitated from the extract with
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Figure 2: SDS-PAGE of histones extracted from T. cruzi epimastigotes (lare 1),
sea wchin sperm cells (lane 2), rat liver (lane 3) and calf thymus (lane 4). H1
histone from calf thymus (lane 5) and from T. cruzi epimastigotes (lane 6) were
extracted by the Sanders technigue. A 15% polyacrylamide gel in 0.1% 5DS was
used. Order of migration for calf thymus: Hl, H3, H2B, H2A and H4.

acid-acetone (9). the two expected bands for Hl were obtained from calf thymus
(lane 5) while two bands were observed in T. cruzi (lane €). One of these bands
co-migrates with one of those indicated by double arrows in lare 1, while the
second band 1s located at the level of core histones. Sometimes the upper band is
resolved 1nto two. Neither of these putative T. cruzi Hl histones co-migrated
with calf thymus H1. However T. cruzi histones which were extracted with 0.75 M
PCA were 1dentified as Hl (4).

Fig. 3 shows the histones obtained from I. cruzi (lane 1), sea wurchin
sperm ceils (lane 2), rat liver (lane 3) and calf thymus (lane 4). as fractiona-
ted by electrophoresis in acid-urea gels (7). Again, six bands are seen in T.

cruzi. None of these bands co-migrate with either Hl or H4 from higher eukaryc-
tes. The appearance of a very fast migrating band (V1) 1s interesting. This band
1s rescived into two when a longer time of electrophoresis 1s used. When T.
cruzi chromatin was extracted using the Sanders technigue (9). this fast migra-
ting band was present in the PCA extract and 1t was precipitated with acid-aceto-
ne. thus presenting solubility characteristics proper of an Hi histone {lane 6}.
In lane 5. calf thymus Hl obtained by using the same procedwe 1s shown for

CoOmparison.
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Figure 3: Acid-urea-PAGE of histones extracted from I. cruzi epimastigotes (lane
1). sea wrchin sperm cells (lane 2). rat liver (lane 3) and calf thymus (lane 4).
Hi histone from calf thymus (lane S5) and from T. cruzi epimastigotes (lane 6)
were purified by PCA extraction and differential precipitation in acid-acetone. A
15% polyacrylamide-2.5 M urea- 0.9 N acetic acid gel was used. Order of migration
for calf thymus: H1, H3, H2B, H2A and H4.

In Table 1. the estimation of molecular weights in 5 out of 6 bands of
T. cruzi histones fractionated in acid—urea gels 1s shown. Bands are numbered
corsidering their mobilities, (see Fig. 3). The molecular weight of band VI
cannot be estimated by this procedwre, considering that it 1s out of the mobility
range of calf thymus histones used as standards. To assign the molecular weights
to the histones fractionated in Triton—acid-urea gels, histones bands a. b, c. d.
ard e were cut out. eluted and each of them run separately 1in acid-ures geis.
using calf thymus histones as standards.

DISCUSSION

Cytoplasmic or chromatin—bound proteases are potential sources of error
in the preparation of histones from any biological species (17-18). This problem
is of special importance in the strain Tulahuen of T. cruzi which contains an
active pool of proteases (19-23).

In this work, a battery of protease 1nhibitors was tested, beirg
yemarkable the effectiveness of TLCK. This result is in agreement with Bongertz
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Table 1 : Estimation of T. cruzi histones molecular weights.

Calf thymus Trypanosoma cruzi

in acid urea equivalence
to Tritén DFL-16

H. : 21,000 band I : 16,000 (b)
H= : 15,324 band II : 14,900 (c)
H-A : 14,002 band III: 14,000 (a)
H=B : 13.775 band IV : 12,000 (d)
Ha : 11,282 band V : 10,700 (e)

Histones molecular weights are expressed in daltons.

Table 1: Calf thymus and T. cruzi epimastigote histones were separated in 10%,

-

15% and in 20% polyacrylamide-0.66% N-N-methylenebisacrylamide—6.25 M urea- 0.9 M
acetic acid. T. cruzi histones molecular weights were estimated by the procedure
of Ferguson (15). Bands 2. b. ¢, d. and e from the Triton DFL16-urea-acid gel
were eluted and re-run in an acid-urea gel., using total T. cruzi histones as a
reference. Considering the high mobility of band VI on acid-urea gels and of band
f on Triton DFL16-acid—urea gels (which 1s the same protein, not shown), its
molecular weight cannot be estimated.

(19). On the other hand, sodium bisulfite does not inhibit but rather enhanced
proteclysis. The presence of histone degrading proteases in chromatin prepara-
tions which are activated by bisulfite were previously described in sea urchin
sperm cells (17).

In a high resolution electrophoretic system, six histones which were

extracted from T. cruzi chromatin are clearly seen (Fig. 1A. lane 1 and ref. 4).
With the possible exception of band a, no identical mobilities are evident

between T. cruzi histones and either sea urchin, rat liver or calf thymus
histones.

Our results in the SDS-PAGE system are in accordance with those of
Rubio et al. (2). and of Hecker et al. (3). except for the two upper bands
present in our preparation (see Fig. 2. double arrows). This discrepance may be
due to the fact that these authors did not use the protease inhibitor TLCK.
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One. o both upper bands are extracted with 0.75 M PCA and precipitated from
this extract in acid-acetone, suggesting that they may correspond to T. cruzi H1
histones. This is supported by findings of Rizzo, who described similar bands in

SDS-PAGE in  Peridinium foliaceum (24). Moreover, histone bands of intermediate

mobility between H1 and core histones from calf thymus were found in Clamydomona
reinhardii and in Peridinium balticum (24). In this last binucleate dinoflage -

llate, these histone bands present a violet rather than the usual blue color with
Coomassie Brilliant Blue. and they are soluble in 0.75 M PCA (25). These two
characteristics are proper of Hl histones (25). Both properties, melhaclvomasia
arnd solubility in 0.75 M PCA, were previously found in a couple of basic proteins
which presented cross-reactivity with an antiserum prepared in rabbits against
sea wchin histone H1  (4). Finally, in Chritidia fasciculats bands with similar

mobility to those indicated with double arrows in Fig. 2 were soluble 1in 0.75 M
PCA and precented an amino acid composition characteristic of an Hl histone (V.
Dushak and J.J. Cazzulo, personal communication) .

Or: the other hand, our results in acid-urea gels fully agree with those
of Astolphi et al (1). These authors also shows the presence of a hagh wobilihy
hard which can be resolved into two when a longer electrophoresis time 15 used.
I, our hands. this high mobility band presents the same solubility properties as
H1 from calf thymus (see Fig. 3) and is the same protein which was described as
bard f in T. cruzi, in npomr—ionic detergent gels and characterized as Hl (4). When
this band 1s eluted from the Triton gels and run in acid—urea gels, 1t presents
an Rf which corresponds to the high mobility band VI (Fig. 3. lare 6). A simila
bard of high mobility was also described in Oxytricha (26). Surprisingly enough.
this band also resolves into two and presents an amino acid composition proper of
an Hl histone. Consequently, in I. cruzi there is a histone with solubility and
electrophoretic properties similar to the one described for Hl histone 1n Oxytra-
cha

Our results with three different gel systems give little doubts on the
clear difference in the pattern of electrophoretic migration of T. cruzi histones
with regard to other species. The comparison of the molecular weights of T.
cruz) and calf thymus histones confirms, in numerical terms, these differences.
This result 1is not fully unexpected. Thus. histones extracted from protuzoa show
a different pattern than the one of calf thymus, when analyzed in SDS—gels (24).
ir some cases 6, or even 8 histones have been described in Peridinium ard 1In
Clamidomona (24). some of them presenting very different patterns of migration
as compared to calf thymus. Clearly enough, the 1dea of high conservation cannot
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be maintained with regard to electrophoretic mobility and it should be focused to
other properties.

Taking all these data in consideration, we propose that T.cruzi
histones are conservative chromosomal proteins with regard to their function more
than with regard to their amino acidic sequence as is commonly argued. This
proposal 1s not only 1n agreement with T. cruzi but 1t also seems to fit in with
other protozoa.
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