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Resumen

La enfermedad de Chagas es una parasitosis que afecta a diferentes mamiferos, incluido el hombre. El
agente etiolégico de la enfermedad es un protozoario flagelado conocido como Trypanosoma cruzi, que tiene
un ciclo de vida complejo involucrando a la vinchuca como insecto vector. El parasito tiene la propiedad de
llevar a cabo la variabilidad antigénica, por lo cual elude el sistema inmunitario del huésped.

La lucha contra la enfermedad implica comprender el conocimiento del metabolismo del parasito para
inhibir diferencialmente su desarrollo. Un camino posible es el disefio de drogas que interfieran con la via de
transduccion de sefiales inhibiendo la actividad de enzimas claves para el desarrollo del parasito sin dafiar
las células del hospedador. En este trabajo se intento clonar el gen correspondiente a la subunidad catalitica
de la proteina kinasa dependiente de AMP_de T. cruzi, mediante el disefio de primers en regiones conser-
vadas de secuencias ya identificadas de PKAs de distintos organismos taxonémicamente cercanos al
mismo.

Si bien el o los genes para la PKA de T. cruzi no han podido ser identificados, la secuenciacion del
producto de PCR indica que es un fragmento que se expresa en epimastigotes y cuyo destino final es
membrana plasmatica.

Introduccioén

En el norte de Brasil, en 1909 Carlos Chagas descubri6 en la sangre periférica de ciertos monos nume-
rosos protozoarios desconocidos, que identifico con el nombre de Trypanosoma cruzi en homenaje a Osval-
do Cruz, el entonces director del Instituto Meguinhos de Rio de Janeiro. También identific6 al Triatoma
infestans como el insecto transmisor y luego al Panstrogylus geniculatus, de tamafio un poco mayor que
vivia en las cuevas de los armadillos. Estudios posteriores revelaron la existencia de por lo menos 31
especies diferentes de insectos pertenecientes a la familia Triatomideos parasitados por tripanosomas.

Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana
gue es una parasitosis producida por la infeccidén de Triatomideos y de diferentes mamiferos. Afecta alrede-
dor de 18 millones de personas, de las cuales 3 millones desarrollan severas complicaciones, causando
45000 muertes al afio y constituyendo uno de los principales problemas de salud publica en diversos paises
latinoamericanos.

La infeccidn puede ser adquirida o congénita implicando la transmisién del parasito de la madre al feto.
La infeccion adquirida produce cardiopatias crénicas, desérdenes neuroldgicos y lesiones digestivas que
incluyen la formaciéon de un megacolon, un megaeso6fago y agrandamiento de otros érganos huecos. En
cambio, el paso de T. cruzi al feto durante la gestacion produce en el nifio prematurez, aumento de tamafio
del higado y del bazo y un compromiso variable del sistema nervioso central y del miocardio.

Los tripanosomas son parasitos protozoarios flagelados pertenecientes al orden kinetoplastida, que se
caracterizan por poseer una Unica mitocondria llamada quinetoplasto que contiene ADN y se encuentra
ubicada cerca de la base del flagelo (Fig. 1). T. cruzi pertenece al género Trypanosoma (Cuadro 1), donde
estan comprendidos parasitos que cuentan, en alguno de sus estadios de desarrollo, con la forma de
tripomastigote. El género se divide en Salivaria comprendiendo tripanosomas patégenos que se multiplican
bajo la forma de tripomastigotes en el mamifero, completan su desarrollo en las glandulas salivales del
vector y son inoculados por transmision anterior, y Stercoraria, agrupandose especies no patégenas con
excepcién de T. cruzi que se multiplican bajo la forma de amastigotes en el mamifero, completan su desa-
rrollo en el intestino posterior del insecto y son inoculados por sus heces mediante estacion o transmision
posterior.
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Fig. 1: Estructurainterna de un epimastigote
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Tipo Protozoa
Subtipo Sarcomastigophora
Clase Zoomastigophora
Subclase Mastigophora
Orden Kinetoplastida
Suborden Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género + Leishmania Leishmania (subgénero)
Leishmania major
Leishmania mexicana
+ Trypanosoma Schizotrypanum (subgénero)
Trypanosoma cruzi
Trypanosoon (subgénero)
Trypanosoma brucei
Nannosonas (subgénero)
Trypanosoma congolense
+ Crithidia Crithidia fasciculata

En sus diversos huéspedes y en medios de cultivo, presenta tres aspectos morfolégicos fundamentales:

¥ Tripomastigote: de aspecto fusiforme, de 20 um de longitud, tiene un citoplasma granuloso y un nicleo
central vesiculoso. Posee un quinetoplasto subterminal posterior al nicleo que es una mitocondria modi-
ficada, del cual emerge una membrana ondulante que recorre al parasito, en cuyo borde libre lleva un
flagelo. Se lo encuentra en la sangre de mamiferos y en el intestino posterior de los triatomas. Si bien no
se multiplica, constituye la forma infectiva circulante para los mamiferos y vectores (Fig.2 a).

¥ Epimastigote: también de aspecto fusiforme y de 20 um de longitud. Presenta un quinetoplasto localiza-
do por delante del nicleo, con una corta membrana ondulante y un flagelo libre. Es la forma replicativa no
infectiva dentro del intestino del triatoma y predominante en los medios de cultivo (Fig. 1y 2 b)

¥ Amastigote: presenta un aspecto redondeado de 2 um de didmetro, en el cual se distingue el nucleo y el
quinetoplasto. Carece de flagelo y es la forma replicativa no infectiva del parasito dentro de las células del
huésped (Fig. 2 ¢)
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FIG 2: a) Tripomastigote, b) Epimastigote, c) Amastigote
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Diversos estudios demuestran la existencia de formas intermedias de T. cruzi, como por ejemplo, epi-
mastigotes en la diferenciacion de amastigotes a tripomastigotes dentro del citoplasma de las células
infectadas del huésped (Almeida, et al, 1999). También se clasificaron mas de 18 formas diferentes dentro
del vector. (Kollien & Schaub, 2000).

Los triatomas son hematéfagos y comprenden casi un centenar de especies, la mayor parte de las
cuales posee habitat silvestre. Las de méas importancia sanitaria son aquellas que se han habituado a
colonizar la vivienda humana. Algunas especies se han transformado en estrictamente domiciliarias como
ser Triatoma infestans ya que habita en las vigas y grietas de las paredes de barro de chozas y ranchos,
convirtiéndolo en el insecto vector de mayor importancia en lo que se refiere a la transmision de la enferme-
dad de Chagas.

Su morfologia es caracteristica con un aspecto similar al de las grandes chinches vegetales, de forma
alargada y con un abdomen ancho y generalmente aplanado. Presenta una cabeza alargada, cilindrica o
conica, y una trompa picadora emergiendo del extremo anterior. Este 6rgano picador estd compuesto por
tres segmentos, estd doblado bajo la cabeza durante el reposo y se extiende hacia delante cuando el
insecto pica. Presenta ojos compuestos, grandes, redondeados y salientes y un par de antenas largas,
finas y formadas por cuatro segmentos. El torax es firme, duro y bien queratinizado, en el que se distinguen
un segmento anterior (pronoto) de forma trapezoide y uno posterior (escutelo) de aspecto triangular. Del
térax nacen dos pares de alas bien desarrolladas que cubren todo el abdomen, y tienen manchas caracte-
risticas de gran importancia taxonémica (Fig. 3). Son principalmente nocturnos o al menos pican cuando
hay oscuridad.

FIG. 3; Triatomainfestans

El insecto vector sano se infecta al ingerir sangre de un mamifero infectado que contiene Trypanosoma
cruzi bajo la forma de tripomastigotes sanguineos (Fig 4). En el lumen del intestino medio del insecto, los
parasitos se multiplican activamente por fision binaria bajo la forma de epimastigotes y luego de quince a
treinta dias se desarrollan los tripomastigotes metaciclicos infectivos en el intestino posterior del triatoma.
El insecto es de estacion posterior, por lo cual, cuando pica a un mamifero sano, rota y defeca, emitiendo
deyecciones que contienen numerosos tripomastigotes metaciclicos infectivos, que favorecidos por el ras-
cado, atraviesan la piel por el sitio de la picadura o a través de las mucosas.
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FIG 4: Ciclo evolutivo y mecanismos de transmision de Trypanosoma cruz

Los tripomastigotes metaciclicos son capaces de parasitar un amplio rango de células nucleadas del
huésped. La infeccion se lleva a cabo por medio de un mecanismo Unico, en el cual los microtibulos del
citoesqueleto actian atrayendo lisosomas hacia el lugar en el que el parasito se peg6 a la membrana. Estos
lisosomas se fusionan con la membrana plasmatica, primero formando una unién con los parasitos y luego
un compartimiento celular que les permite la entrada. La acidificacién de la vacuola que resulta de la fusion
lisosomal, activa la secrecion de una molécula del parasito que le facilita la salida. De esta manera, los
tripomastigotes escapan de la vacuola y se diferencian en amastigotes, los cuales se replican por fisién
binaria y forman pseudoquistes. A mayor densidad, hacen estallar la célula liberandose parasitos a la
circulacion bajo la forma de tripomastigotes que se diseminan por todo el organismo (Tyler & Engman,
2001). Estos tripomastigotes penetran nuevas células, se transforman en amastigotes para reproducirse y
al romper las células vuelven a liberarse a la circulacion bajo la forma de tripomastigotes, repitiendo muchas
veces el ciclo.

El ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi se completa cuando un triatoma sano pica al individuo infectado
llevandose consigo tripomastigotes circulantes.

En un triatoma infectado se encuentran tripomastigotes en el intestino anterior y posterior y la forma de
epimastigotes (replicativa) en el intestino medio. En el mamifero la infecciébn es sanguinea y tisular, con
tripomastigotes circulantes y amastigotes replicativos intracelulares. (Libro de la Vida, 1973; Atias & Negh-
me, 1991).

Genoma de Trypanosoma cruzi

El genoma de T. cruzi tiene un tamafio 5 veces mayor al de Escherichia coli oscilando entre 300 kbp y 2
Mbp y una organizacion muy poco usual. Si bien no se asegura el nimero de cromosomas, diversos
experimentos se acercan a la idea de que cuenta con:
¥ un ndmero variable de moléculas de ADN de diferentes tamafios, donde los cromosomas homélogos

pueden variar hasta en un 20 % de su tamafio, debido a la presencia de elementos que se repiten en

forma variable; y
¥ minicromosomas de menor tamafio.

Diversos estudios revelaron que el cariotipo de T. cruzi parece variar entre diferentes cepas y entre
diferentes clones de la misma cepa, ya que se observan diferencias en el tamafio y nimero de cromosomas
y cambio de la ploidia de uno o0 mas cromosomas (Macedo & Pena, 1998)

Los genes de T. cruzi se agrupan en repeticiones continuas o en tindem, separadas entre si por peque-
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flas regiones intergénicas. Se ha encontrado poca cantidad de promotores, lo que es acorde con una
distribucién en tAndem de los genes que codifican para proteinas y con la transcripcion policistrénica.

En contraste con el genoma de eucariotas superiores, en estos parasitos la cromatina no se condensa,
se conserva la membrana nuclear durante la division celular y no se presenta consenso de poliadenilacion
en el extremo 3'.

La transcripcidn policistronica requiere que los transcriptos primarios inmaduros sean procesados a
transcriptos maduros mediante el clivado y adicién de un grupo 7-metil-guanosina (Cap) en el extremo 5" y
una cola de poliadeninas en el extremo 3" a efectos de proteger los ARN_ de la degradacion. En los
tripanosomaétidos, la adicién del Cap ocurre por un mecanismo denominado trans splicing. Este proceso es
llevado a cabo mediante una maquinaria muy similar a la involucrada en el cis splicing en otros eucariontes,
con la ausencia de los ARN, nucleares Ul y U5. En el extremo 5 del transcripto inmaduro, se agrega un
oligorribonucleétido conocido como Spliced leader o miniexén que proviene del procesamiento de un ARN
donante.

Aunqgue el ADN gendmico usualmente se mantiente inalterado durante el desarrollo somético, en euca-
riotas inferiores se observan rearreglos de ADN, que consisten en secuencias que son movidas dentro del
genoma, modificadas, amplificadas o incluso perdidas, como un evento natural. En el caso de T. brucei,
este mecanismo de rearreglo de su ADN se utiliza para expresar nuevos antigenos de superficie. Ademas de
los cambios morfoldgicos, durante su ciclo de vida se observan también cambios bioguimicos, dentro de los
cuales el mas significativo es el de la glicoproteina variable de superficie (VSG), el mayor componente de la
superficie de la cubierta del parasito. La proteina VSG se encuentra unida a membrana plasmatica por
medio de un anclaje de glucosilfosfatidilinositol (GPI) y pueden ser liberadas de la célula en forma soluble,
en respuesta a sefiales que activen una fosfolipasa de la membrana plasmaética. (Alberts, 1996 ). La envolu-
tura cubre la membrana plasmética y consiste en una monocapa de 5 a 10 x 108 moléculas de una sola
especie de VSG, la cual es la Unica estructura antigénica expuesta en la superficie. Un tripanosoma expre-
sa solo una especie de VSG por vez y su habilidad de cambiar la expresion de un VSG por otro es respon-
sable de su supervivencia a través del ciclo biolégico vector — mamifero. Cuando el tripomastigote entra en el
intestino del vector pierde la cubierta de VSG y cuando se diferencia en tripomastigote metaciclico adquiere
nuevamente la cubierta de VSG. Una vez que el mamifero fue infectado, y el tripanosoma se replica bajo la
forma de amastigote, la progenie continua expresando el VSG metaciclico durante una semana. Luego se
sintetiza una nueva especie de VSG y los cambios siguientes se producen cada una o dos semanas.

Como resultado, el antigeno presentado al sistema inmune del mamifero esta en constante cambio. Este
proceso es llamado variabilidad antigénica. La respuesta inmune del organismo siempre se encuentra de-
morada con respecto a los cambios de los antigenos de superficie, por lo tanto, los tripanosomas eluden la
vigilancia inmunoldgica y se perpetdan indefinidamente. (Lewin, 2000).

Transduccion de sefiales via AMP,

El AMP_ regula numerosas funciones bioldgicas: se observd que los cambios en los niveles del mismo
parecen estar asociados con los eventos que disparan la diferenciacion de T. cruzi. En Trypanosoma brucei
in vitro, se observan dos picos de actividad de adenilil ciclasa; uno de 6 a 10 horas después de iniciada la
diferenciacion e inmediatamente después de la pérdida de VSG y antes de la primera replicacion. El segun-
do pico tiene lugar antes de que las células comiencen a proliferar (Naula & Seebeck, 2000).

Los componentes basicos del camino de transduccion de sefiales via AMP_ hasta ahora descriptos en
eucariontes superiores son: un receptor con 7 dominios transmembrana acoplado a una proteina adenilil
ciclasa a través de la subunidad catalitica de una proteina G trimérica estimulante, y una proteina con
actividad de kinasa dependiente de AMP, con la habilidad de fosforilar residuos de serina o treonina ubica-
dos en una gran variedad de enzimas y de factores de transcripcion.

Cuando un ligando se une a un receptor acoplado a proteina G (GPCR), la subunidad ? de la proteina G
trimérica se disocia del complejo ? - ?y activa a la adenilil ciclasa que es la responsable de la produccion de
AMP_ a partir del ATP en presencia de Mg. La proteina kinasa dependiente de AMP_ (PKA) se encuentra
inhibida por dos subunidades regulatorias (Fig. 5) que luego, por union al AMP, se disocian de las dos
subunidades cataliticas dando lugar a una cascada de reacciones de fosforilacién en residuos de serina 'y
treonina de proteinas especificas (Fig. 6).

En algunos tipos de células, un incremento en los niveles de AMP_ activa la transcripcion de determina-
dos genes: la region reguladora del gen que debe expresarse tiene una corta secuencia de ADN denominada
CRE (de cyclic AMP Response Element). Esta secuencia es reconocida por una proteina especifica regula-
dora de genes CREB (de CRE binding). Cuando CREB es fosforilada por la PKA activa la transcripcion de
ciertos genes.

La necesidad de la via de transduccion de sefiales via AMP, para la diferenciacion de las diversas formas
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FIG. 5 Mecanismo deinhibicién de las subunidades regulatorias de la PKA.

de T. cruzi ha sido evide ) ) Jiclasa por un péptido
derivado de la globina de pollo, extraido del intestino del triatoma y que promueve la metaciclogénesis
(Flawia, 1997).

Si bien el o los genes para las subunidades catalitica y regulatoria de PKA no han sido encontrados en
T. cruzi, hay trabajos que demuestran que la holoenzima esta formada por un tetrdmero con la estructura
R,C, con una tamafio de 200 kDa. (Ochatt, et al, 1993).

Por otro lado, no se encuentra un 100% de homologia en la via de transduccién de sefiales a través del
AMP_ con la descripta en eucariontes superiores y se describen kinasas con caracteristicas particulares,
como es el caso de la PKB, que corresponde a un nuevo grupo de kinasas de serina — treonina, en las
cuales el dominio catalitico muestra similitud con los dominios correspondientes a las proteinas kinasas A
y C (Pascuccelli, et al, 1999).

i
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FIG. 6: Cascada de fosforilaciones resutante de la PKA

Debido a la importancia bioquimica de la cascada de tosforilaciones que se lleva a cabo via AMP_ en lo
referente a la diferenciacion de los diversos aspectos morfoldgicos de T. cruzi, ésta es una de las vias
metabdlicas claves para inhibir el desarrollo del paréasito, ya que estudiando las caracteristicas de las
enzimas pueden encontrarse cinéticas diferenciales con las enzimas del hospedador.
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Materiales y Métodos

Extraccion y cuantificacion de ADN de Trypanosoma cruzi cepa Tulahuen II: 5 x 108 epimastigo-
tes crecidos en medio LIT fueron centrifugados a 2500 rpm durante 5 minutos y resuspendidos en solucion
TES. Se realiz6 una incubacién con 100 pg / ml de proteinasa K durante 2 horas a 37 °C. Se agregaron 20
ml de PIC y se centrifugd la muestra a 10000 rpm durante 10 minutos en rotor Sorval SS34. Se rescato la
fase acuosa superior y fue incubada con RNAsa pancreatica 40 pug / ml durante 5 minutos a 90 °C. Se repitio
el procedimiento con un nuevo agregado de PIC para eliminar las RNAsas y restos de proteinas de la
extraccion anterior. Luego se agregd un volumen de cloroformo para extraer los restos de fenol. Se rescaté
nuevamente la fase acuosa. El ADN fue precipitado con el agregado de 2 % voliumenes de EtOH 100% y un
10% del volumen de Acetato de Potasio 3M pH=5.2. Se incubd durante 20 minutos a —70 °C. Luego se
centrifugé a 10000 rpm (SS34) durante 10 minutos a 4 °C. Por volcado se eliminé el sobrenadante y el
precipitado fue lavado con EtOH 70% y centrifugado a 10000 rpm (SS34) durante 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se eliminé por volcado y el precipitado fue secado en estufa a 37 °C durante 20 minutos. Una
vez seco, el ADN fue resuspendido en solucién TE 0.1x e incubado a 50 °C durante 10 minutos. Se realiz6
un gel de agarosa 1% para observar la calidad del ADN y se realiz6 la cuantificacion mediante espectrofoto-
metria por Ao,y A .

Medio LIT (para 1 litro): 5 g de liver infusion, 5 g de triptosa, 68 ml de NaCl 1M, 5.3 ml de KCI 1M, 22 ml

de HPO,Na, 1My 10 ml de glucosa 20%. Se autoclavé y se agregd 1 ml de Hemina, se filtré y se agrego

Estreptomicina / Penicilina 100x y 10% de suero fetal bovino.

Solucién TES: 10 mM Tris — HCI pH=8, 100 mM EDTA, 1% SDS y H,O para llevar a volumen.

PIC: fenol, cloroformo y alcohol isoamilico en relacion 25 : 24 : 1.

Acetato de Potasio 3M pH=5.2 (para 100 ml): 60 ml de AcOK 5M, 28.5 ml de HO y llevar a pH con

aproximadamente 11.5 ml de 4cido acético Glacial.

Solucion TE: Tris — HCI 10 mM pH=8 y 1 mM EDTA.

Disefio de Primers: Diferentes secuencias aminoacidicas de PKAs conocidas y de organismos, en lo
posible, taxondmicamente cercanos a T. cruzi fueron alineadas utilizando el programa Clustal W. Los pri-
mers fueron disefiados en base a secuencias conservadas de Euglena gracillis, Plasmodium falciparum,

ClustalW Multiple Sequence Alignment Results
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m1 YIQVIDFGFAKRVKG RTWTLCGTPEYIAPE IILSKGYNKAVDWWA LGVLITFMAAGYPPF FADOPIQIYIKIVSG KVRFPSHFSSDLKDL 269
fa FIKMIDFGFAKIVET RTYTLCGTPEYIAPE iLINVGHGKARDWWT LGIFIYEILVGCEPE YANEPLLIYQKILEG TIYFPKFLDNNCKHL 260

271 285 286 300 201 315 316 330 331 345 346 360
W Multiple Sequence Alignment Results Page 2 of 3
3 4
le TKGLLSLDPTKRLGN LONGTERERREKYFR EVIWNUMLSKKIPA? I2VROHKEGDTHYFD KYPDSPLNPLRTLTP AQODCFANFCNGQYT 330
eu TKGLLTTDHTKRLGT LKRGVTEERKHKAFY GVIRDMLLARKIPAP TPVKVTTPGDSRYFD RYPESKEDKSQPLIP AQQELFKGEGPYST- 336
mu IRNLLQVDLTKRFGN LKNGVNBOBNRKAFA TTOWIATYQRKVEAD FIPKFKGPGDTSNTD DYEE-EZIR-—--VS INEKCGKEFTEF-—- 351
fa MKKLLSHDLTKRYGN LKKGACKMERHPUFS NTDMVNLLNKNVEVP YKPKYKNLFDSSNFE RVCEDLTIADK--IT NENDRFYDW--——-- 342

FIG. 7: Alineamiento de PKAs mediante e programa Clustal W de distintas especies: Léishmania major, Euglena gracillis,
Mus musculusy Plasmodium falciparum, seindican el primer par de primers (1y 3) y e segundo par (2 4).

16



Tesinas Subclonado e identificacién de una secuencia expresada en epimastigotes de Trypanosoma cruzi

Leishmania major y Mus musculus (Fig. 7).

Para el disefio fue necesario consultar el “Usaje de Codones” de T. cruzi y de acuerdo a esto se degene-
raron los primers. En los extremos 5” se agregaron sitios de restriccion y los extremos 3” se mantuvieron sin
ningun grado de degeneracion. Se construyeron dos pares de primers.

- Forward1:5 CA GGATCC ATT/C AACCACCCG/ICTT ¥

Reversel: 5" AT GAATTC C/AAC CAC GTT CCA G/ATC 3

Forward2: 5" AA GGATCC GAG/A TAT GTG GTT GG 3

Reverse2: 5" GC GAATTC G/ATG GTT C/TTT G/AAT G/ATC 3

Se indican en negritas los sitios de restriccion para la enzima BamH1 y subrayados los de EcoR1. Los
analisis de las temperaturas de melting y las posibilidades de formacion de estructuras secundarias para
cada oligonucleétido fueron tenidas en cuenta para el disefio. Los mismos primers fueron encargados a
Cornell University (pares 3 y 4) pero solo con sitios ECOR1 para todos los extremos 5°. Una vez recibidos,
todos los primers fueron cuantificados mediante espectrofotometria por A,

PCR: Se llev6 a cabo con Unico paso inicial de 5 minutos a 95 °C, 35 ciclos compuestos por 1 minuto a
95 °C para permitir la desnaturalizacién, 1 minuto a 55 °C, para permitir el annealing, 1 % minuto a 72 °C
para la elongacién y una Unica etapa final de 10 minutos a 72 °C para que la polimerasa termine de sintetizar
los extremos de los productos incompletos.

Se llevé a cabo un control negativo con un par de primers al azar sin ADN gendémico y dos controles
positivos: uno con el templado extraido de T. cruziy con primers disefiados para la enzima nitrico sintasa,
y otro con un par de primers al azar y ADN genémico proveniente de una extraccion diferente.

La reaccion se llevé a cabo con 10 mM dNTP, 50 pmoles de cada uno de los primers, 1 ug del ADN
genomico, con 2,5y 1,5 mM de Cl,Mg segun corresponda y 0.025 U por reaccion de Taqg polimerasa.

Para el caso de los pares de primers 3y 4, se realizé una PCR en condiciones de alta astringencia con
una temperatura de annealing de 57 °C para reducir la cantidad de bandas que se observaron como producto
no especifico.

Subclonado en pGEM —t easy: Como producto Unico de PCR, se subcloné el fragmento de 700 bp
provenientes de la utilizacion de los primers correspondientes al par 2 y otro de aproximadamente 2000 bp
provenientes del primer par de primers. Para la ligacion se respeto la relacion plasmido : insertoen1:2y
se llevo a cabo con 5 pl de buffer T, ligasa, 0.5 pl de pGEM — t easy, 0.5 pl del producto de PCR, 0.5 pl de
T, ligasa y HO para un volumen final de 10 pl. La incubacion fue de 1 hora 20 minutos a temperatura
ambiente.

Preparacion de bacterias competentes: En LB agar se plaquearon bacterias DH5? 2irectamente del
stock de glicerol de manera de obtener colonias aisladas. Se las incubé toda la noche sin ampicilina. Una
colonia aislada fue repicada en 7 ml de medio LB liquido; la incubacion fue de 1 %2 hora a 37 °C con agitacion
hasta una D.O. = 0.3. Se agregaron 5 ml del cultivo a 100 ml de medio LB liquido y se incubé hasta una
D.O. = 0.48. Se dejo enfriar el cultivo en agua hielo durante 10 minutos y luego se centrifug6 a 3000 rpm
(H400) durante 5 minutos a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y el tubo se invirti6 sobre una servilleta para
eliminar el medio restante. El precipitado fue resuspendido en frio en 40 ml de Tfbl pre enfriado evitando la
formacion de grumos de bacterias y se las dejé en agua hielo durante 5 minutos. La muestra fue centrifuga-
da a 3000 rpm (H400) durante 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante fue descartado y el precipitado resuspen-
dido en frio en 4 ml de Tfb2 pre enfriado. Las bacterias fueron dejadas durante 15 minutos en hielo y luego
fueron alicuotadas en 50 pl dentro de eppendorfs estériles y conservadas a —70 °C.

Medio LB liquido (para 1 litro): 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl. Se

autoclavo.

LB — agar: al medio LB liquido se le agreg6 2% agar. Se autoclavé.

Tfbl: 30 mM AcOK, 100 mM KCI o RbCl,, 10 mM CacCl,, 50 mM MnCl, y 15% glicerol. Se esterilizé por

filtracion.

Tib2: 10 mM MOPS, 75 mM CacCl,, 10 mM KCIl o RbCl, y 15% glicerol. Se llevo a pH = 6,5 con KOH. Se

esterilizé por filtracién.

Transformacién de bacterias DH5?: 106 bacterias competentes fueron incubadas con 20 — 100 ng de
plasmido ligado durante 15 minutos en hielo y luego 5 minutos a 37 °C. Se agreg6 1 ml de medio LB liquido
para que se recuperen y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Las bacterias fueron centrifugadas a 5000
rpm en microcentrifuga durante 5 minutos, resuspendidas en 100 pl de medio LB y plaqueadas en LB — agar
2% — ampicilina con 50 pl de IPTG 0.1M y 30 ul de X — Gal 2%. Fueron incubadas toda la noche en estufa
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a 37 °C.

Minipreparacion del plasmido: Se seleccionaron 10 colonias blancas que llevan el inserto, se repica-
ron en 3 ml de medio LB liquido con ampicilina y fueron incubadas mas de 16 horas a 37 °C con agitacion.
Las muestras fueron centrifugadas a 3500 (H400) durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante, cada
precipitado fue resuspendido en 150 pl de Solucién 1y se agregaron 300 ul de Solucién 2. Luego se agité por
inversion y se colocaron las muestras en hielo durante 5 minutos. Se agregaron 225 pl de Solucion 3 fria, se
agitaron las muestras y se las colocdé nuevamente en hielo por 5 minutos. Luego, fueron centrifugadas a
10000 rpm en microcentrifuga durante 5 minutos y los sobrenadantes fueron transferidos a eppendorfs
limpios. Después del agregado de RNAsa pancreética a una concentracion final de 40 ug / ml se dejaron
incubando durante 30 minutos a 37 °C. Se agreg6 un volumen de PIC y se centrifugaron las muestras a
10000 rpm durante 5 minutos. La fase organica fue descartada y la acuosa superior colocada en un tubo
limpio. Se agregaron 2 % volimenes de EtOH 100% frio, se dejaron a —20 °C durante 20 minutos. Se
centrifugaron los tubos a 10000 rpm en microcentrifuga durante 10 minutos para que precipite el ADN vy el
sobrenadante fue descartado con pipeta Pasteur. El pellet fue lavado con EtOH 70%, centrifugado a 10000
rpm durante 5 minutos y secado en estufa a 37 °C. El ADN plasmidico fue resuspendido en 40 ul de TE 1x.

Se realizaron digestiones para observar el tamafio del inserto. 8 pl de la minipreparacién con EcoR1 5 U/
tubo y buffer EcoR1 10x y fueron incubados durante 2 horas a 37 °C. El producto de la digestion se visualizd
en un gel de Agarosa 1% con 1 pl de EtBr (10 pg/pl). Como buffer de corrida se utilizé TAE 1x. Para el
fragmento de 2000 también se realizé una digestién con Notl durante 16 horas.

Solucién 1: 25mM Tris — HCI pH=8, 10mM EDTA pH=8 y 50 mM glucosa. Se autoclavo.

Solucién 2: 0.2N NaOH y 1% SDS. Se prepar6 en el momento.

Solucion 3: 60 ml de AcOK 5M, 11.5 ml de acido acético Glacial 100% y 28.5 ml de H,O.

TAE 50x (para 1 litro): 242 g de Tris Base, 57.1 ml de &cido acético Glacial y 100 ml de EDTA 0.5M pH=8.

Secuenciacién manual: Se llevé a cabo la secuenciacion de la minipreparacién de la colonia nimero
3 mediante el método de Sanger.

Debido a que pGEM —t easy cuenta con la secuencia promotora del fago T, (fig. 11), la marcacion fue
realizada en extremo 5" del primer T,, mediante la enzima Polinucleotido kinasa PNK). La reaccion fue
realizada con 10 pmoles del primer T,, 10 pmoles de ATP-23?P (6000 Ci / mmol), buffer de T, 10x, PNK de
T,5—-10 U/ pl y HO para un volumen final de 10 pl. La incubacion se llevo a cabo a 37 °C durante 30
minutos. Luego, se calentaron las muestras a 90 °C durante 2 minutos para inactivar la PNK.

Se utilizé un kit de secuenciacion de Promega llamado Fentomol. Se rotularon 4 tubos con A, G, C, Ty
se colocaron en cada uno respectivamente, una mezcla de los dideoxinucledtidos (dideoxiterminadores) y
los dNTPs. Se preparé una solucién madre con 100 ng de templado (minipreparacion de la colonia nUmero
3), buffer de secuenciacion 5x, 1,5 pmoles del primer T, marcado, H,O hasta un volumen final de 16 pl y se
agreg6 1 ul de Taqg polimerasa (5 U / pl). Se agregaron 4 ul de la solucion madre a cada uno de los tubos
rotulados con A, G, Cy T. Se realizé una PCR para secuenciacion comenzando con 2 minutos a 95 °C, 30
ciclos de 30 segundos a 95 °C para la desnaturalizacion, 30 segundos de annealing a 42 °C y 1 minuto a 70
°C para la elongacion. La reaccién finalizé con el agregado de 3 ul de Stop Solution.

Los oligonucle6tidos obtenidos como producto de la reaccion anterior fueron resueltos en un gel desna-
turalizante de poliacrilamida al 8%. Como buffer de corrida se utilizé TBE 1x. Se realizaron dos descargas
de 3 pl del material. En ambos casos el orden de siembra fue A, C, Gy T. El gel fue secado durante 1 ¥z hora
y se realizd una autorradiografia durante 24 horas a —70 °C.

Gel de poliacrilamida 8%: Urea 7 M, 38% acrilamida / 2% bisacrilamida, TBE 10x y HO para llevar a
volumen. Para la gelificacion se agregaron 0.1% TEMED y 0.1% de persulfato de amonio.

Buffer TBE 10x: 54g de Tris base, 27.5 g de &cido Borico y 20 ml EDTA 0.5 M pH=8.

Secuenciacion automatica (Cornell University): Se envié a Cornell el precipitado bacteriano (con el
inserto de 700 pb) con una D.Og, = 1,5 — 2, y se indicO el uso del primer de T, para llevar a cabo la
secuenciacion. También se enviaron las minipreparaciones del plasmido resuspendidas en HO con una
cantidad de masa indicada de 100 ng / pl.

También se envid un precipitado bacteriano que contiene el fragmento de 2000.

Andlisis de secuencias. Los fragmentos secuenciados fueron introducidos en una base de datos de
quinetoplastidos de WU — blast que alinea la secuencia introducida con las de la base brindando un puntaje
maximo o score en aquellas secuencias en las que el alineamiento tiende a ser perfecto. También junto al
resultado aparece un valor P que representa la probabilidad de que esa secuencia esté alineada al azar. Por
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lo tanto, los mejores resultados tendran un valor de P minimo y un score maximo. Para la prediccién de
estructura secundaria se utilizaron los programas PSORT, SMART (Simple Modular Architecture Resarch
Tools), Predict Protein, PROSITE, entre otros. También fueron de gran utilidad los programas de Expasy.

Marcacion del producto de PCR de 700: El producto de PCR de 700 bp fue utilizado como sonda para
el screening de una library, para el Southern y Northern Blot. La marcacion se llevé a cabo por el método de
Random Priming para lograr una alta actividad especifica. El kit utilizado fue de New England Biolabs. 25 ng
del templado fueron disueltos en H,O libre de nucleasas para luego, completar un volumen final de 50 pl. La
muestra fue desnaturalizada en agua hirviendo durante 5 minutos. Luego se la dej6é en hielo por otros 5
minutos. Se agregaron el buffer de marcacion que contiene los octanucleétidos al azar, la mezcla de dATP,
dGTP y dTTP, 50 uCi de dCTP-?-*2P y 5 U del fragmento Klenow de la enzima DNA polimerasa. Se incub6
durante 1 hora a 37 °C y la reaccién finalizd con el agregado de 0.2 M EDTA pH=8.

La sonda fue purificada de los dCTP radiactivos no incorporados por medio de un kit de purificacién de
QUIAGEN que consiste en el agregado de 250 pl de buffer PB. Todas las centrifugaciones se llevaron a cabo
en microcentrifuga. Los 300 pl totales fueron transferidos a una columna de cromatografia provista por el Kit,
que consiste en una resina en la que se adhiere el ADN y solo se eluye con el buffer de elucién. Se
centrifug6é a 6000 rpm durante 1 minuto y el eluyente fue descartado como corresponde para las muestras
radiactivas. La columna fue lavada con buffer PE (80% EtOH) dos veces y centrifugada a méaxima velocidad.
El eluyente fue nuevamente descartado. Se agregaron dos veces 100 ul del buffer de Eluciéon EB, se centri-
fug6 a maxima velocidad y se midieron las cpm correspondientes con un contador portétil (Geiger), dando un
resultado de 3,5 K en la escala 100x.

La sonda fue desnaturalizada a 95 — 100 °C durante 5 minutos y se la dejé en hielo por otros 5 minutos
antes de cualquier experimento de hibridacion.

Screening de una Biblioteca Gendmica de T. cruzi construida en el fago ? fix: El fago recombi-
nante fue gentilmente cedido por el laboratorio del Dr. Mariano Levin. Alrededor de 30000 ufp fueron scree-
neadas por placa para evitar la superposicion. El genoma se representd 4 — 5 veces para tener una probabi-
lidad del 99% de encontrar el gen. El célculo realizado fue el siguiente: N=In (1 —p)/In (1 —x/Yy), siendo
N el nimero de playas, p la probabilidad deseada de encontrar un gen, x el tamafio promedio del inserto de
la library y y el tamafio del genoma. Para esta library el tamafio del inserto es de 13 kbp y el tamafio total del
genoma de 8,7 x 107 bp. Se obtuvo como resultado una cantidad total de 30820 playas de lisis para obtener
representado 4 — 5 veces el genoma o sea una placa de Petri grande. El screening se realiz6 por triplicado:
se prepararon 3 placas de Petri grandes.

Se utilizé un cultivo de bacterias XL1 blue competentes para fagos crecidas hasta una D. O. ,,de 0.5 en
3 ml de medio LB liquido con 10 mM MgSO, y 0.2% maltosa. Las bacterias fueron precipitadas por centri-
fugacién a 5000 rpm (H400) durante 5 minutos y resuspendidas en 3 ml de solucién SM.

Para el screening primario, la infeccion fue llevada a cabo con 600 ul de bacterias y 30 ul de una dilucién
1 en 100 de manera de colocar 150 ufp. La mezcla fue incubada 10 minutos a temperatura ambiente y 20
minutos a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se agregaron 7 ml de Top Agarosa a 45 — 48 °C con
10 mM MgSO,, se agito vigorosamente en vortex y se volco sobre cada una de las 3 placas con medio LB
—agar 2% a 37 °C. Fueron incubadas en estufa hasta que aparecieron las playas de lisis (aproximadamente
5 horas) y luego, dejadas O. N. en heladera a 4°C. La transferencia fue llevada a cabo con membranas de
NEN™ Life Science Products, apoyando las mismas sobre la Top Agarosa durante 3 minutos en un ambien-
te estéril. Para una posterior orientacion, fueron marcadas de manera asimétrica con una aguja, pinchando
Top Agarosa y membrana. Una vez retiradas, fueron secadas 10 minutos invertidas sobre Whatman para
optimizar las condiciones de la transferencia. Luego, las membranas invertidas fueron apoyadas sobre
Whatman embebidos en Solucién desnaturalizante durante 7 minutos, luego en solucién neutralizante 3
minutos y finalmente 3 minutos en SSC 2x. Invertidas sobre un Whatman fueron secadas al aire durante 10
minutos y unidas irreversiblemente a la membrana de nylon con luz U. V.

La prehibridacion fue llevada a cabo con 10 ml en cada botella de hibridacion de soluciéon Church durante
3 horas a 55 °C. Como sonda, se utilizé el producto de PCR de 700 bp. La marcacién se realizdé con dCTP
radiactivo y se purific6 como anteriormente se menciona. Una vez finalizada la prehibridacion, 100 pul de la
sonda marcada se agregaron a los 10 ml de solucién de Church de cada botella. La hibridacion del screening
primario fue llevada a cabo en horno de hibridacién durante 16 horas a 55 °C. Para evitar el annealing no
especifico, las membranas fueron lavadas dos veces con 10 ml de solucién SSC 2x / 0.1% SDS, dos veces
con solucién SSC 0.2x/ SDS 0.1% y en funcion de la marca remanente, una o dos veces en condiciones de
alta astringencia con SSC 0.1x / 0.1% SDS. Las membranas fueron autorradiografiadas durante 2 — 4 dias
a—70°C.
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Los clones positivos fueron ubicados en las placas de Petri. Los tacos de agarosa fueron levantados con
un sacabocado de plastico descartable y colocados en un eppendorf con 500 ul de solucién SM en condi-
ciones de esterilidad. 20 ul de cloroformo fueron agregados a cada eppendorf y luego se vortexed. Los tacos
de agarosa fueron dejados en heladera a 4 °C durante 16 horas y luego centrifugados a 5000 rpm en
microcentrifuga durante 5 minutos. Se rescatd el sobrenadante y se realizaron diluciones 1 en 100 para
colocar hasta 100 ufp por placa chica.

El screening secundario y los subsiguientes fueron realizados en placas de Petri chicas en condiciones
similares. La infeccidn se llevé a cabo con 150 pl de bacterias XL1 blue provenientes de un cultivo fresco de
3 ml de LB liquido con 10 mM MgSO, y 0.2% maltosa. La cantidad de Top Agarosa en este tipo de scree-
nings fue reducida a 3 ml. La transferencia se llevd a cabo en iguales condiciones que para las placas
grandes del screening primario. A partir del screening secundario, la prehibridacién, la hibridacién y los
lavados se realizaron a 60 °C. Se continud con los screenings hasta que todas las playas de lisis dieron
clones positivos.

MgSO,: Se prepar6 1M y se autoclavo.

Maltosa: Se prepard 20% vy se filtro.

Solucién SM: 50 mM Tris — HCI pH=7.5, 100 mM NaCl y 10 mM MgSO,. Se autoclavo.

Top Agarosa: 50 ml de LB y 0.3 g de Agarosa. Se autoclavd. En el momento de utilizarla se agregé 10

mM de MgSO,,.

Solucion desnaturalizante: 0.5N NaOH — 1.5 M NacCl.

Solucién neutralizante: 0.5 M Tris — HCI pH=7.5.

SSC 20x: 3M NaCl y 0.3M Citrato de Sodio pH=7.

Solucién de Prehibridacion Church: 0,26 M Buffer fosfato de sodio pH=7, 1 mM EDTA, 1% BSA Yy 7%

SDS.

Amplificacién de dos clones positivos de la library de ? fix: De los screenings cuaternarios se
seleccionaron dos clones positivos. Los tacos de agarosa fueron extraidos de las placas de Petri como
anteriormente se menciona, y colocados en 500 ml de SM con 20 pl de cloroformo. Se los dejé durante 16
horas a 4 °C y fueron centrifugados para rescatar el sobrenadante que contiene los fagos. 600 pl de un
cultivo crecido durante toda la noche a 37 °C de XL1 blue en LB — 10 mM MgSO, — 0.2% maltosa, fueron
infectados con 150 pul de fago de cada uno de los clones, incubando 10 minutos a temperatura ambiente para
permitir que el virus se adsorba a la bacteria y 20 minutos a 37 °C. Luego, se agregaron 70 pl de MgSO, 10
mM y 7 ml de Top Agarosa a 48 °C. Se agitd vigorosamente y se volco sobre una placa de Petri grande con
LB —agar 2%. Las placas se incubaron durante 16 horas a 37 °C hasta ver confluencia de las playas de lisis.
Una vez finalizada la incubacion, se agregaron 5 ml de SM a cada una de las placas para rescatar el fago de
la Top agarosa, y se las dejo 15 horas a 4 °C. El SM se recuperé de cada una de las placas. Las muestras
se centrifugaron a 3000 rpm en microcentrifuga durante 5 minutos y el sobrenadante fue transferido a un
eppendorf limpio. Se agregaron 500 ul de cloroformo y se mezclé por inversién. La biblioteca parcial fue
guardada a 4 °C. Si bien no se tituld, la cantidad de fago esperada fue de 10 ufp / ml.

Purificacién y extraccion de ADN del bacteri6fago ? fix: 107 ufp de los fagos anteriormente amplifi-
cados fueron incubados con 10° bacterias XL1 blue provenientes de un cultivo fresco en LB con 10 mM
MgSO, y 0.2% maltosa que fueron precipitadas y resuspendidas en SM. La incubacion se realiz6 durante 10
minutos a temperatura ambiente y 20 minutos a 37 °C. La muestra total fue agregada a 250 ml de LB —-10
mM MgSO, — 0.2% maltosa. La incubacion se llevo a cabo a 37 °C con agitacion durante 8 horas. Luego se
agregaron 10 ml de cloroformo y se dejo 15 minutos a 37 °C con agitacion. A cada muestra se agregaron 60
ml de NaCl 5 M y se dejaron 15 minutos a temperatura ambiente. Las muestras fueron centrifugadas 10
minutos a 6000 rpm a 4 °C en rotor GS3. El sobrenadante fue rescatado y se agregaron 60 g de polietilen-
glicol MW = 8000 (PEG 8000). Se dejaron las muestras a 4 °C durante 16 horas y luego centrifugadas a
6000 rpm (GS3) durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se elimind por volcado y el precipitado se
resuspendié en 17 ml de solucion SM. Se realizaron 4 extracciones con un volumen de cloroformo isoami-
lico en tubos conicos, centrifugando durante 5 minutos a 3000 rpm (H400) y rescatando la fase acuosa
superior. Las muestras fueron transferidas a tubos especiales y se completaron los volimenes con solucion
SM. Luego fueron cuidadosamente equilibradas y centrifugadas en rotor SW28 en ultracentrifuga durante 2
horas a 25000 rpm a 4 °C en vacio. El precipitado fue resuspendido en 500 ul de SM y se lo dej6é durante 16
horas a 4 °C. Las muestras fueron incubadas con 50 pl de RNAsas (10 mg / ml) durante 1 hora a 37 °C y
luego con 100 pg / ml de proteinasa K con 20 mM EDTA y 0,5% SDS durante 2 horas a 68 °C. Luego se
realizaron dos extracciones con un volumen de PIC y dos con cloroformo isoamilico, centrifugando en cada
caso 30 segundos a 13200 (microcentrifuga) para separar las fases. Se agreg6 un volumen de isopropanol,
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se mezclaron por inversion y se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. Las muestras fueron
centrifugadas 15 minutos a 13200 rpm. El precipitado fue lavado con 500 ul de EtOH 70% y se centrifugd 5
minutos a 13200 rpm en microcentrifuga. Una vez eliminado el sobrenadante, el precipitado fue secado con
lampara y resuspendido en 100 pl de H,0O.
Para observar la calidad y cantidad de ADN extraido del fago, ambas muestras se corrieron en un gel de
agarosa 0.7% con BrEt. Como marcadores de masa se utilizaron muestras con 250 ng, 100 ng y 50 ng.
Cloroformo isoamilico: 24 partes de cloroformo y 1 de alcohol isoamilico.

Southern blot: 3,75 ug del ADN extraido previamente fueron digeridos con diferentes enzimas de restric-
cion (New Englands Biolabs). Para las digestiones simples, se utilizaron 5 pl de templado con 15 U de
EcoR1 y 15 U de Xhol. Cada digestion se llevé a cabo con el buffer adecuado para cada enzima y provisto
por el laboratorio. Para la digestioén con la enzima Xhol fue necesario el agregado de BSA para optimizar las
condiciones de digestion. Se realiz6 también, una doble digestion con 7,5 U de EcoR1y 7.5 U de Xhol. Las
digestiones se incubaron a 37 °C durante 16 horas y luego se dio medio pulso de enzima durante 2 horas.
Se preparé un gel de agarosa 0.8% con BrEt. El orden de siembra de las digestiones fue EcoR1, Xhol y
finalmente la digestion doble EcoR1 — Xhol. El gel fue lavado durante 15 minutos con HCI 0.25 N. La
transferencia se realizé por capilaridad. Como buffer de transferencia se utilizé 0.4N NaOH. La piramide se
construy6 poniendo de abajo hacia arriba: 3 Whatman, el gel, papel de autorradiografias, la membrana de
Nylon, 5 Whatman, esponja, torre de papel absorbente de 4 cm y peso. Se dej6é durante 16 horas y se
aseguro que la cantidad del buffer de transferencia fuera suficiente. El dispositivo de transferencia se desar-
moé y la membrana fue lavada con SSC 2x. La prehibridacion se realizé con 10 ml de solucién de Church
durante 3 horas y la hibridacion se llevé a cabo con 100 pl de la sonda marcada. Se incubd toda la noche a
60 °C. La membrana fue lavada y autorradiografiada como anteriormente se explico.

Extraccién y cuantificacion de ARN de Trypanosoma cruzi cepa Tulahuen II: Para la extraccion de
ARN se utilizé un kit de Life Technology “TRIzol” Reagent” que consiste en una solucion que desnaturaliza
proteinas y que confiere propiedades quimicas que permiten separar el ARN del resto de los componentes
celulares. Todos los materiales fueron tratados con 0.4N NaOH y autoclavados. Siempre se utilizaron guan-
tes y material estéril para evitar la contaminacién con RNAsas. Todas las soluciones necesarias para la
extraccion fueron libre de RNAsas. Para la preparacion de las soluciones para la corrida de ARN se utilizé
agua DEPC.

4 x 108epimastigotes crecidos en medio LIT fueron precipitados por centrifugacion. Las células fueron
lisadas con 1 ml, 5 mly 10 ml de TRIzol?, para evaluar el rendimiento, y varios pipeteos sucesivos. La
incubacion fue realizada en eppendorf para el caso de 1ml de reactivo y en tubos corex para 5y 10 ml, a
temperatura ambiente durante 5 minutos para permitir la completa disociacion de los complejos nucleopro-
teicos. Se agregaron 0.2 ml de cloroformo; la muestra fue agitada vigorosamente durante 15 segundos,
incubada a temperatura ambiente durante 2 — 3 minutos y centrifugada a 12000 x g durante 15 minutos a 4
°C. La muestra fue separada en dos fases: una organica rojiza inferior de fenol — cloroformo, una interfase y
una fase superior acuosa rosada en donde permanece exclusivamente el ARN. La fase organica en donde
se encontraban el ADN y las proteinas fue descartada. La acuosa fue transferida a un tubo eppendorf libre de
RNAsas en donde se agregaron 0.5 ml de alcohol isopropilico para precipitar el ARN. La muestra fue incuba-
da a temperatura ambiente durante 10 minutos y centrifugada a 12000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante fue descartado y el pellet se lavé con EtOH 75%, se agitd vigorosamente y se centrifugd a
7500 x g durante 5 minutos a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado fue secado a temperatura
ambiente con lampara. EI ARN fue resuspendido en agua libre de RNAsas e incubado a 55 °C durante 10
minutos. La cuantificacion se llevé a cabo mediante espectrofotometria con una dilucion 1 en 100 por A,y
A, para observar contaminantes.

Northern blot: Camas, cubas y peines fueron lavados con NaOH 0.4N durante 15 minutos. Las puntas
de pipetas fueron limpiadas con NaOH 0.2N y 10% SDS. Los materiales de vidrio necesarios para la prepa-
racion del gel fueron autoclavados.

Se preparé un gel de agarosa 1% con agua DEPC. Una vez fundida la agarosa, se agregaron MOPS 10x
y formaldehido 13% v / v. El buffer de corrida MOPS 1x se preparé con MOPS 10x, 4.4 % v / v de formalde-
hido y agua DEPC. El loading buffer se preparé en el momento con 50 pl de formamida deionizada, MOPS
10x, formaldehido 20% v / v, 1 pl de BrEt (10 mg / ml).

El gel fue precorrido a 5 v/ cm durante 15 minutos. A la muestra se le agrego un volumen de loading buffer
y se incubé a 65 °C durante 5 minutos para desnaturalizar el ARN. Se sembraron 23 pg de ARN (el maximo
posible por el método) y en otra calle, solo loading buffer con los colorantes xilencianol y azul de bromofenol
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para observar el frente de corrida. Las muestras se corrieron a 50 v hasta que el frente de corrida lleg6 a %
del gel. La transferencia se realizdé en condiciones similares al Southern blot. Se utiliz6 como buffer de
transferencia la solucion SSC 10x y se dej6 durante toda la noche. La membrana fue lavada con SSC 2x y
unida irreversiblemente a la membrana con luz U. V. La prehibridacién, la hibridacién y los lavados se
realizaron a 50 °C en iguales condiciones anteriormente mencionadas. Al observar annealing inespecifico,
los lavados llegaron a ser de alta astringencia a 65 °C y con solucién SSC 0.1x / 0.1% SDS. La membrana
fue autorradiografiada a —70 °C durante 24 horas.

Agua DEPC: Se prepar6 una dilucién 1 en 10 de Dietilpirocarbonato (DEPC) en EtOH 100%. Se agregd

al H,0 a tratar diluyendo nuevamente 1 en 10. Se dejo a temperatura ambiente durante 16 horas y se

autoclavo.

MOPS 10x (para 1 litro): 41.9 g de MOPS, 17 ml de AcNa 3M pH=5.2 autoclavado y 20 ml de EDTA 0.5M

pH=8. Se llevo a pH=7 con NaOH y se agrego H,O para un volumen final de 1 litro. Se traté con DEPC O.

N. y se autoclavo.

Para la realizacidn de las practicas anteriormente mencionadas se consultaron los siguientes manuales
de laboratorio: Current Protocols in Molecular Biology (1997), Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1989)
y PCR Primer: A Laboratory Manual (1995).

Resultados

Extraccién y cuantificacién de ADN de Trypanosoma cruzi cepa Tulahuen II: En el gel de agarosa
1% (Fig. 8) se observa una unica banda de ADN lo que significa que es de alta calidad sin digestiones.
También puede observarse contaminacion con ARN por lo cual volvié a hacerse un tratamiento con RNAsas
durante 20 minutos a 37 °C seguido de una nueva extraccién fenol — cloroformo, precipitacion con EtOH
100% y lavado con EtOH 70%.

FIG. 8: se observael ADN dealta calidad v contaminacion con ARN

Se cuantifican dos diluciones por absorbancia a 260 nm.
A, dilucion 1:50 = 0.307

260

A, dilucion 1:100 = 0.146
Por lo tanto, aplicando la formula A, x dilucion x 50 = pg / ml, se concluye que el ADN extraido se

encuentra en una concentracion de 0.75 pg / pl.

PCR: En el gel (Fig. 9) se observan:
Calle 1. marcador de peso molecular 100 bp ladder,
Calle 2 (primer par de primers): se observa una banda neta de tamafio un poco mayor a 2000 pares de
bases. Este fragmento se lo clon6 en pGEM —t easy y se envi6 a Cornell para ser secuenciado.
Calle 3 (segundo par de primers): se observa una banda neta con un tamafio de 700 pares de bases que
se aproxima al valor esperado en base al tamafio de las secuencias que se encontraban en el lugar en
gue fueron disefiados los primers.
Calle 4, control positivo (primers de NOS): se observan las bandas esperadas, entre ellas las de mayor
intensidad corresponden a un tamafio de 700 y 2000 bp que ya han sido identificadas en este laboratorio.
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Calle 5 control positivo (segundo par de primers con ADN proveniente de otra extraccion): se observa la
misma banda de 700 bp que en la calle 3.

Calle 6 (tercer par de primers, con 1.5 mM Mg): no se observa producto.

Calle 7 (tercer par de primers, con 2.5 mM Mg): se observa una banda de tamafio ligeramente mayor a
700 bp y bandas de menor tamafio.

Calles 8 y 9 (cuarto par de primers con 1.5 y 2.5 mM Mg respectivamente): se observan las mismas
bandas que en la calle 7 solo que con mayor intensidad.

Calles 10y 11 no corresponden a este experimento.

Calle 12 control positivo (primers NOS con ADN gendmico proveniente de otra extraccion): se observa
menor cantidad de bandas debido quizés a la pureza del la preparacion del templado.

El control negativo no figura en este gel.

i S5

Frirvas |8E | o1ech

FIG. 9: Productos delaPCR llevada a cabo a 55 °C para el annealing.

Por el gran nimero de bandas en las calles 7, 8 y 9 se decidié hacer una PCR con mayor astringencia a
57 °C como temperatura de annealing (Fig. 10).

Calle 1. marcador de peso molecular 100 bp

Calles 2, 3, 6, 8,9, 10 y 11 no corresponden a este experimento.

Calle 4 (tercer par de primers)

Calle 5 (cuarto par de primers)

Calle 7: control negativo

Al no poder reducir el nimero de bandas, se decidié continuar solo con el fragmento de 700 bp (Fig. 9,
calle 3) proveniente del segundo par de primers ya que era el que mas se acercaba al tamafio del producto
esperado y con el de 2000 para secuenciar (Fig. 9, calle 2).

& S Piaarnis | kB i Spadn

FIG. 10: PCR en condiciones de mayor astringencia (57 °C para el annealing)
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Transformacion de bacterias DH5?: El fragmento de 700 bp obtenido como Unico producto de la
primer reaccion de amplificacion (Fig. 9, calle 3) y el de 2000 bp (Fig.9 calle 2) fueron subclonados en el
plasmido pGEM -t easy (Fig. 11). El plasmido cuenta con un polylinker o sitio de clonado multiple, el gen
de betalactamasa que le confiere la resistencia a ampicilina, un promotor para la RNA polimerasa del fago T,
y otro de SP,.

Una vez transformadas y plaqueadas las bacterias competentes, la seleccion se hizo en base al color de
las colonias debido a que aquellas que han recibido plasmido con inserto, tienen interrumpido el gen lacZy
no brindan color azul en presencia de X — Gal e IPTG. Las colonias azules son el resultado de haber sido
transformadas con plasmido recircularizado sin inserto.
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FIG. 11: Mapa de Restriccion de pGEM - T easy.

Minipreparacion del plasmido: Las minipreparaciones de las 10 colonias de las bacterias transforma-
das con el fragmento de 700 pb fueron repicadas en medio LB liquido y analizadas por digestién con EcoR1
(Fig. 12).

El orden de siembra fue

Calles 1 y 9: marcador de peso molecular 100 bp ladder.

Calles 8 y 16: al ? — hind utilizado como marcador de masa. En ambas calles se sembraron 250 ug.

Calles 2 y 3: colonias 1y 2 respectivamente. No se observan bandas.

Calles 4, 5, 6, 11, 13, 14 y 15 correspondientes a las colonias 3, 4, 5, 7, 8, 9 y 10 respectivamente, se

observan dos bandas que corresponden al plasmido y al inserto de 700 bp.

Calles 7 y 12 corresponden a las colonias 5 y 7 sin digerir.

Calle 10: corresponde a la colonia numero 6 que contiene un inserto de tamafio distinto al esperado y se

descarta. .

FIG. 12: Digestiones de las 10 colonias sel eccionadas.
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Para las transformaciones correspondientes al fragmento de 2000, solo pudieron repicarse 7 colonias
blancas. Luego de las minipreparaciones, se realizaron digestiones con 10 U totales ECOR1 y con 10 de
Notl (Fig. 13).

FIG. 13: Digestiones de las minipreparaciones del fragmento de 2000 bp con EcoR1 y con Not1.

Calle 1. marcador de peso molecular 1 KB.
Calles 2, 3, 4 y & digestiones con EcoR1 de las minipreparaciones 2, 4, 5 y 8, respectivamente. Se
sospecha que el fragmento contiene dentro de su secuencia un sitio de restriccion para la enzima y que
la digestion fue parcial.

Calles 7, 9, 10, 11 y 12: digestiones con Notl de las minipreparaciones de las colonias 1, 4, 5, 6 y 8,
respectivamente. No se observan las dos bandas del tamafio esperado correspon-
dientes al fragmento de 2000 bp y al pldsmido sin inserto.

Calle 8: digestion con Notl de la minipreparacién de la colonia 2. Se observan las !
bandas esperadas. Se envi6 a secuenciar.

Secuenciacion Manual: La autorradiografia fue bafiada en revelador, en acido
acético y en fijador y finalmente enjuagada con agua. El orden de siembra fue A, C,
GyT.

La lectura de la autorradiografia (Fig. 14) permitié identificar la siguiente secuencia:

GAAGTATGTGGTTGGGCCCCGTACCATTGNNTTCACGCACCTTA
ATCAGGTTTAATCATNAAAAATNTCCACACACGAATCGGCGGAG
TAAGAAACGAATACATGTATCAGAACGCGTCTTATCAATCATCAC
TCACATACTTCGCATAACTCGAAGTTACATCTATCCTACTCTACTC
ATACC

En negritas se indica una parte del primer forward.

FIG. 14: Secuenciacion manual del fraomento de 700 bp.
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Secuenciacion automatica: la secuenciacion de la minipreparacién no pudo llevarse a cabo. Sin em-
bargo, la del pellet bacteriano de la colonia nimero 3 con el fragmento de 700 bp fue exitosa, dando como
resultado:

GGGCCCGCGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTC ATTIAA%
|@GAATATGTGGTTGG|GCCCCTACCATTGGTTCACGCACCTTGATCAGTTTAATCA
TGAAAAATGTCCACACACGAACGGCGGAGTAAGAAAACGAAATACATGTATCAGA
AACGACGTTCCCTGTATCCCAGATGCAAATTGCACCTTCCCAACAAATTTTCACCTC
GATCGCGAACATGGGCACGTCGGGAAGAAGTAGATTCACCACAATACCATAAATTC
GGCGCCTTCTTGACACCTCTTCGGGTTCTGGAAAGCGCCATGCCCACATGTAAAAG
ACAGAAGCTACAAATAAATAGAAAAGGGTGGCCACAATGGACATGCCAAGGTAAG
CCTGCACCAATGACTCCCCCAGCACGGGCACCTGGTAGCACACCCAGCCACAGTAG
TTAGCGATACAGAAGAGCGGATGAATGAAGTGAATAAAGAAGGTTAGACATGTAA
TGAACCGGCTTGTGCCGCCCATCCAATCTATGATATTGCAGTCAACCATTTCCTCGT
TGTTACAATTTCCTTTCGTTTCCCCCTTCCTTCCCCTTTTTTTGTATTTACCGTTATTT
TGTTTTTTTAAAAGGTCAGTCANGAAACACAACACCCCCCTCTTACAAGCAGCAAC
TTTGTTCGCACGCCTAACGACAGGAGACTGGAAAGACTATCGTAAAAAAAAAAAN
GGAACATGGNAAAAAATTAATGGAAATCCCNTATTAATGGNGGCCCAAACCAAAT
CATGACCAACCCATTACTCGGATCCTTNATCACTAGTGAATTGCGGCCGCCTGCAG
GTCGACCATATGGANGCTCCCACGCGTTGGATGCTAGCTTGGNNTTTTTATGNNCCT
AATAGCTGGNGAACATGGGNTNGTGTTCCNNGNGAATGGTTTCGGTNCATTCCCCA
NNTCNNCCGAGCTTAAGGNAAGCCNGGGGGCCTANNAGNGCTATTNATANTTGGN
TGNNCCTGCGCTTCNNTGGAANCTNTTGCACTGATATAATCGNNNCCNNGGGAGGG
NGGGTGGGCCTTCCCTCNCTNTACTCTGNTGGGGTGNGGGGGGTNANCNNAGGGTC
GGTCCCANTGGGACCGAAAATGTNAGNCNAGGCGACNAAGGNGNNNGGTTTGGCC
CCGANANAAANNAGAG

Recuadrado y en italicas se indica el primer forward con los sitios de restriccién subrayados, recuadra-
dos se observan los sitios ECOR1 del plasmido pGEM —t easy y en negritas, las secuencias identificadas
por la secuenciacién manual. La secuencia revel6 que en la PCR, el primer forward actué también como
reverse.

El pellet bacteriano para la secuenciaciéon del fragmento de 2000 bp, ha sido enviado en el momento de
la escritura del presente trabajo, por lo tanto, los resultados seran presentados en el momento de la defen-
sa.

Andlisis de la secuencia: Se utilizé el programa WU — Blast que identifico un Expressed Sequence
Tag (EST) de 697 bp identificado como Al664768 TENGO0726 T. cruzi epimastigote normalised cDNA Library
clone n1129. R 5", RNA sequence (Gonzalez Rey, et al, 1998, sin publicar), con un 93% de identidad, un
score de 2468 y una p=3.0 x €%, Se hace referencia a una library construida RNA  de epismastigotes de T.
cruzi cepa Cl — Brenner realizada a partir de primers oligo dT y clonados en pT7318D.

Con respecto a la nomenclatura TENG de los EST, la primer letra corresponde T. cruzi, la segunda al
estadio del ciclo de vida de las células de las que se obtuvieron los clones como ser Epimastigote, la tercera
esta asociada con la clase de library gendmica que fue construida (Normalised) y la cuarta designa al
laboratorio que obtuvo la secuencia de ese clon (Granada).

Mediante el programa Expasy — translate, se tradujo el EST, se eligi6 el mejor marco de lecturay una vez
obtenida la secuencia aminoacidica, se intent6é predecir la estructura secundaria.

MGGTSRFITCLTFFIHFIHPLFCI*AANYCGWVCYQVPVLGESLVQAQ
GMSIVATLFYLFVASVEFYMWAWRFPEPEEVSRRRRIYGIVVNLLFSDVPM
FAIEVKICWDVQFASGIQGTSFLITCISFSYSAVRVWTFEMIKLIKVREPMYV
GAQPQFAGSVMYAADSRRRGPPSYFYNGNLCTHVMDRPRMVAKLEYQK
TLAFHLPERPTPID

En negritas se observa el péptido sefial y se indica con una flecha el sitio de clivaje del mismo identifica-
do por el programa SMART (Simple Modular Architecture Research Tool). PROSITE indic6 al menos 4 sitios
consenso de fosforilacion por PKC, dos por Casein Kinasa y cuatro sitios potenciales de N — miristoilacién.
Subrayados se muestran los motivos transmembrana predichos por SMART, que indicé también, que el
carboxilo — terminal estaria ubicado en el interior de la célula..

Por otro lado, PSORT indica que no posee sefial SKL para transportarse a peroxisomas, no tiene sefial
KDEL de retencion en membrana del reticulo, tampoco sefial de retencion en vacuolas ni de transporte de
superficie a Golgi. Los resultados indican que la secuencia aminoacidica en si misma, tiene un 33% de
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caracteristicas de pertenecer al reticulo endoplasmico y 22% de membrana plasmatica, Pero al no encon-
trarse sefales de ningln tipo, en este trabajo se asumié que su destino final es membrana plasmatica.

Con respecto a la estructura terciaria el programa Maxhom encontré cierta homologia con un transporta-
dor ABC, humano.

Screening de una Biblioteca Gen6mica de T. cruzi construida en el fago | fix: De las cada una de
las tres placas screeneadas a 55 °C se extrajeron 5 tacos de Top Agarosa, y se pas6 a un screening
secundario.

Del screening secundario realizado a 60 °C se extrajeron alrededor de 6 clones positivos. De los seis, en
el screening terciario solo fueron positivos 4. Se hizo luego un screening cuaternario (Fig. 15).

FIG. 15: De las placas positivas solo se eligieron dos clones para ser amplificados.

Southern Blot: En el gel se observan las digestiones con enzimas de restricciéon. El orden de siembra
es EcoR1, Xhol y la digestion doble EcoR1 — Xhol (Fig. 16).

En la autorradiografia pueden observarse bandas nitidas, con la misma movilidad para el
caso de ambas digestiones simples y como una molécula de menor peso molecular para el
caso de la doble digestion. Al observarse bandas nitidas, resulta como con-
clusion que la sonda utilizadano posee sitios de corte para las enzimas de
restriccion EcoR1 y Xhol. Extrapolando la distancia de las bandas con res-
pecto a la zona de siembra desde la autorradiografia al gel, puede decirse
gue las bandas autorradiografiadas tienen un tamafio promedio de 8 kbp para
las digestiones con EcoR1 y para Xhol y de 2 kbp para la digestion doble.

FIG. 16: Gd y autorradiografia del Southern Blot.
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Extracciéon y cuantificacion de ARN de Trypanosoma cruzi cepa Tulahuen II: Luego de la resus-
pension del ARN de HO libre de RNAsas, se prosiguio con la cuantificacion de una dilucion 1 en 100
mediante espectrofotometria por A, y A, Mediante la relacion A, / A, se midieron los contaminantes.

Primer muestra: extraccion de ARN con 1 ml de Trizol.

A= 0.575

A= 0.282

A, | A= 2, 10 que significa que el ARN se encuentra puro.

Segunda muestra: extraccion de ARN con 5 ml de Trizol.

A= 0.175

A= 0.088

A260 / A280: 2

Tercer muestra: extracciéon de ARN con 10 ml de Trizol.

A,,=0.118

A,g,= 0.055

A260 / A280: 2

Se aplico la formula A, x dilucion x 40 = pg / ml, que dio como resultado que el ARN se encuentra en
una concentracion de 2.3 ug / yl en la primer muestra, 0.7 ug / pl en la segunda y 0.47 pg / ul en la tercera.

En todos los casos se obtuvo ARN de alta pureza y calidad; de todas maneras, se prefirid el uso de la
primer muestra por haber sido mas eficiente la extraccidén y por encontrarse en una mayor concentracion.

Northern Blot: Como se observa en el gel (Fig. 17) el ARN se encuentra en buen estado y es resultado
de haber evitado exhaustivamente la contaminacién con RNAsas. El Northern Blot dio positivo. A pesar de
los lavados de alta astringencia a 65 °C, no pudieron eliminarse posibles annealings no especificos. Como
resultado, se acepta la idea de que ese gen de donde proviene la sonda, se expresa en la forma de epimas-
tigotes y se corrobora con los resultados de bioinformatica.

D

FIG. 17: Gel y autorradiografia del Northern Blot hibridado con lasonda de 700bp. T B

Purificacién y extraccion de ADN del bacteri6fago ? fix: Terminada la extraccion del ADN del fago,

se prosiguid con un gel de electroforesis 0.7% (Fig. 18)

Calle 1: marcador de masa correspondiente a 250 ng.

Calle 2: marcador de masa de 100 ng.

Calle 3: marcador de masa de 50 ng.

Calle 4: se sembraron 2 ul del ADN extraido del clon 1. Como resultado se observa muy poca cantidad
de ADN.

Calle 5: se sembraron 2 ul del ADN del clon 2. Puede observarse su similitud con la siembra del
marcador de 50 ng, por lo cual se concluye que la concentracion es de 25 ng / pl.
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Calles 6 y 7 no corresponden a esta linea de investigacion.
El clon 1 se descarta por tener muy poca concentracion de ADN. El clon 2 tiene 50 ng / 2 pl y se mandé
a secuenciar; los resultados seran presentados en la defensa del presente trabajo.

FIG. 18: Cuantificacion por gel de Agarosa 0.7%.

Conclusiones

Los tripanosomatidos en general tienen la capacidad de eludir eficientemente el sistema inmune del
huésped, hecho que se atribuye a la peculiaridad de su genoma y a las caracteristicas de su expresion
génica.

Alli nace la dificultad de identificar genes por medio de un abordaje convencional y metodologias comun-
mente utilizadas.

La dificultad aun persiste cuando el objetivo es la identificacién de genes correspondientes a enzimas
cuya actividad ha podido ser medida y parcialmente caracterizada.

El conocimiento del metabolismo, de los procesos involucrados en la diferenciacion y en la infectividad,
asi como de la particularidad de su genoma, aportan valiosos elementos para la lucha contra la enfermedad,
puesto que se constituyen en herramientas para interferir en dichos procesos, reduciendo el nimero de
muertes que hoy se registran y la parasitemia de enfermos cronicos, resolviendo uno de los problemas de
salud publica méas importante de América Latina.

El proyecto genoma de Trypanosoma cruzi y los bancos de secuencias que se expresan construiran en
el futuro, una fuente de informacion esencial acerca de secuencias correspondientes a enzimas homélogas
o con funciones analogas a caminos metabdlicos ya descriptos en otros organismos.

Si bien no se han encontrado los genes de la proteina kinasa dependiente de AMP_ propuestos en el
presente trabajo, el analisis bioinformatico del fragmento de 700 bp obtenido, que indica que es una proteina
de membrana plasmatica, junto a la bisqueda del resto del gen al que corresponde en una biblioteca
gendmica, contribuiran con informacion util a los Bancos de datos y al proyecto genoma, y tal vez, a una
proteina que pueda ser funcional o estructuralmente importante para el desarrollo del parasito.
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