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RESUMEN
Trypanosoma cruzi es el parasito protozoario causante de la enfermedad de Chagas, una
enfermedad endémica en Panama. En este parésito, el proceso de regulacion de la expresion
génica es principalmente un proceso postranscripcional. Se ha sugerido que las proteinas de
unién al ARN (RBP) tienen un papel clave en esta regulacion génica. La calmodulina es una
proteina censora de calcio altamente conservada, codificada por tres genes separados por dos
espaciadores intergénicos (espaciador mayor y menor). El estudio de las bases moleculares que
llevaron a las interacciones ARN-proteinas en T. cruzi podria contribuir a comprender la
biologia del parasito y desarrollar estrategias novedosas para el control de la enfermedad de
Chagas. En este estudio desarrollamos una estrategia basada en una reaccion en cadena de
polimerasa (PCR) recursiva para insertar un aptdmero de alta afinidad de estreptavidina en la
secuencia del espaciador menor, para utilizarlo en una metodologia de captura de proteinas. La
secuencia completa del locus de calmodulina se descarg6 de GenBank (AAHK01001263.1). La
secuencia del aptdmero S1 (83 pb) reportada en publicaciones anteriores se manipulé para el
disefio de los cebadores. Las secuencias se editaron con el software bioinformatico UGENE. La
secuencia del espaciador menor del locus de calmodulina (EMLC) se fragmento en dos regiones.
Los cebadores se disefiaron para flanquear las dos regiones, cada uno con los oligonucleétidos
internos directo / inverso unidos a secuencias de medio aptamero. La PCR recursiva final pudo
amplificar el espaciador menor de calmodulina incorporando el aptdmero. Posteriormente
Realizamos una trascripcion in vitro del producto amplificado y este transcrito fue utilizado para
el desarrollo de la metodologia pull down. Los resultados de nuestro ensayo de captura se
visualizaron mediante electroforesis de proteina SDS page, evidenciando la presencia de
proteinas afines al transcripto del espaciador menor de calmodulina. La metodologia pull down
desarrollada en este estudio representa una herramienta Util para capturar proteinas que

interactten con motivos de ARN.
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SUMMARY
Trypanosoma cruzi is the protozoan parasite that causes Chagas disease, an endemic disease in
Panama. In this parasite, the regulation of gene expression is mainly a post-transcriptional
process. It has been suggested that RNA-binding proteins play a key role in gene regulation.
Calmodulin is a highly conserved calcium-sensitive protein encoded by three genes separated
by two intergenic spacers (major and minor spacer). The study of the molecular basis leading to
RNA-protein interactions in T. cruzi could contribute to understanding the biology of the
parasite, leading to the development of new strategies for the control of Chagas disease. We
developed a recursive PCR-based strategy to insert a high-affinity streptavidin aptamer into the
minor spacer sequence for use in a protein capturing methodology. The complete sequence of
the calmodulin locus was downloaded from GenBank (AAHK01001263.1). The sequence of
the aptamer reported in previous publications (83 bp) was manipulated for primer design. The
sequences were edited with UGENE bioinformatics software. The sequence of the minor spacer
of the calmodulin locus (EMLC) was fragmented into two regions. Primers were designed to
flank the two regions, each with internal direct/reverse oligonucleotides linked to half-aptamer
sequences. The final recursive PCR was able to amplify the minor calmodulin spacer
incorporating the aptamer. We subsequently transcribed the amplified product, and this
transcript was used for the development of the pull-down methodology. The results of our
capture assay were visualized by SDS page protein electrophoresis, evidencing the presence of
proteins related to the calmodulin minor spacer transcript. The pull-down methodology
developed in this study represents a useful tool to capture proteins interacting with RNA

molecules.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una enfermedad desatendida en
América latina, causada por el parésito cinetoplasto Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). Se
estima que ha infectado a 6-7 millones de personas, causando alrededor de 7500 muertes al afio
y dejando en riesgo a 70 millones de personas en Latinoamérica (Stuart et al., 2008; Tzizik &
Borchardt, 2018).

En la era posgendmica, la informacion gendémica y transcriptomica podria utilizarse para
descubrir nuevas proteinas diana o farmacos especificos de patdgenos (Crowther et al., 2010).
Este es el caso de T. cruzi que tiene muchos genomas publicados de cepas hibridas y linajes
particulares y al menos 186.461 secuencias de nucledtidos disponibles en el GenBank. Los
genes que codifican proteinas en este parasito estan organizados como una gran variedad de
genes consecutivos a lo largo de su genoma que pueden estar o no relacionados funcionalmente
(El-Sayed et al., 2005). La mdltiples copias de estos genes estdn separadas por espacios
intergénicos que pueden mostrar diferencias en el tamafio y la composicién de nucleétidos (El-
Sayed et al., 2005). La transcripcion de estos genes la lleva a cabo la ARN polimerasa |1, que
genera un gran transcrito policistronico que se asemeja al producido por los procariotas, con la
diferencia de que los genes en el ARN precursor pueden no estar funcionalmente relacionados
(De Gaudenzi et al., 2011; El-Sayed et al., 2005). A diferencia de otros organismos, no se han
encontrado promotores de la ARN polimerasa Il en T. cruzi, por lo que se cree que la regulacion
de la expresion génica es completamente postranscripcional (Clayton, 2002a; Sabalette et al.,
2019). Las evidencias recogidas durante los ultimos afios sugieren han sugerido el inicio de la
trascripcion preferentemente en regiones interpolicistronicas ubicadas en regiones de cambio de
cadena divergente (dSSR) y termina en regiones interpolicistronicas ubicadas en regiones de
cambio de cadena convergente (cCSSR) (Martinez-Calvillo et al., 2004; Martinez-Calvillo et al.,
2003; Siegel et al., 2010)

El parésito circula en dos huéspedes, uno invertebrado (triatominos) y otro vertebrado
(mamiferos) para completar su ciclo de vida (Bern et al., 2007; Chagas, 1909). Esta alternancia

de huéspedes llevaa T. cruzi a pasar por un proceso de diferenciacion celular que produce etapas

1



especificas que lo ayudan a sobrellevar y sobrevivir a variaciones ambientales especificas
(Onyekwelu, 2019). Para cumplir con esta plasticidad fenotipica, el parasito utiliza el control
postranscripcional para modular la expresién génica de més de 12.000 genes. En este contexto,
los cambios morfol6gicos van seguidos de un ajuste en la expresion genética que, en ausencia
de promotores de la ARN polimerasa Il, podria realizarse en puntos de control

postranscripcionales especificos (Das et al., 2017; Sabalette et al., 2019).

Otros procesos bioldgicos especificos como la poliadenilacién, la traduccion, la degradacion del
ARN precursor y la degradaciéon del ARNm podrian actuar como puntos de control

transcripcionales especificos en el parasito (Clayton, 2014).

La mayoria de los estudios sobre proteinas de unién a ARN asociadas a la regulacion de la
expresion génica se han centrado en la identificacion de proteinas que se unen a regiones no
traducidas (UTR) de genes de tripanosomatidos (Cassola & Frasch, 2009; Romaniuk, 2016;
Ruiz et al., 2018). Los motivos reguladores que se encuentran en las UTR de T. cruzi interactan
con proteinas de unién a ARN especificas para decidir el destino final del ARNm y/o modular
los niveles individuales de ARNm durante el ciclo de vida de T. cruzi (De Gaudenzi et al.,
2003). Hasta donde sabemos, no se han informado de proteinas de unién a ARN que interactlen
con motivos especificos y el precursor de ARN policistronico del ARNm de tripanosomatidos
(D’Orso et al., 2003). El estudio de la interaccion ARN-proteina a este nivel podria arrojar luz
sobre el mecanismo utilizado por el parasito para controlar la expresion génica de los genes que

codifican proteinas esenciales en este punto de control transcripcional.

La calmodulina es una proteina altamente conservada que actia como sensor de calcio
controlando de esta manera muchos procesos intracelulares esenciales en el organismo eucariota
(Cheung, 1980). No sorprende, por tanto, que una distorsion de la homeostasis del calcio celular
debido a la falta de esta proteina provoque necrosis celular y apoptosis (Zhivotovsky & Orrenius,
2011). En T. cruzi, la calmodulina participa en procesos importantes como el transporte a través
de la membrana plasmatica, el crecimiento y la diferenciacién celular, asi como en procesos que
median la sefalizacion intracelular importante para la proliferacion del paréasito (Benaim et al.,
1991; De Souza, 2009). Los genes que codifican para esta proteina, al igual que otros genes

esenciales de este parasito (EI-Sayed et al., 2005), estan organizados en un arreglo en tandem



de copias de genes separadas por espaciadores intergénicos que muestran diferente tamafio y

composicion (Chung & Swindle, 1990).

El locus de calmodulina de T. cruzi en el clon CL-Brener comprende tres copias del gen
separadas por un espaciador mayor de 1338 pb y uno menor de 702 pb (Samudio & Brandéo,
2018). Este estudio proporcionara informacion importante y novedosa en cuanto a la
metodologia desarrollada, demostrando la capturar de proteinas de union a ARN especificas que
interactian con el motivo ubicado en el mRNA policistronico del espaciador menor del locus

de calmodulina.
Justificacion

Los estudios de ciencia basica enfocados en dilucidar aspectos gendmicos y protedmicos de
parasitos son escasos en el pais. En particular se requieren estudios que busquen determinar los
elementos de secuencia y sus respectivos ligantes en los espaciadores intergénicos entre las
copias de genes esenciales de T. cruzi. Esto justifica el desarrollo de nuestro estudio utilizando
como modelo el espaciador menor del locus de calmodulina. El analisis del espaciador menor
del gen de calmodulina generard informacion sobre los tipos de elementos estructurales o
motivos de secuencias y sus respectivos ligantes, posibles formas de regulacion genética
resultado de la interaccidn de estos elementos y blancos potenciales para el desarrollo de terapias

basadas en el silenciamiento genético de genes esenciales.
Objetivos Generales y Especificos:

Objetivo general: Establecer un método de captura y aislamiento de proteinas ligantes que se

unen a elementos de secuencias del espaciador menor del locus de calmodulina de T. cruzi.
Obijetivos especificos:

» Amplificar el espaciador menor del locus de calmodulina de T. cruzi.

» Insertar el aptamero S1 en la secuencia del espaciador menor del locus de calmodulina

« Desarrollar una metodologia para realizar la transcripcion in vitro del espaciador menor de

calmodulina de T. cruzi.



* Desarrollar un método de captura de proteinas en columnas de estreptavidina utilizando un

aptamero de alta afinidad por la estreptavidina.

* Capturar y aislar proteinas que se ligan al espaciador menor de calmodulina mediante una

metodologia de Pull-Down.

Hipotesis de Trabajo:

Existen proteinas afines a la region intergénica menor del locus de calmodulina.
Hipotesis Nula:

No existen proteinas de ligacién al espaciador menor de calmodulina



CAPITULO Il
REVISION BIBLIOGRAFICA
Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, también llamada Tripanosomiasis Americana es una enfermedad
parasitaria causada por el protozoo flagelado Tripanosoma cruzi. Este parasito es transmitido a
los huéspedes vertebrados por un insecto hematéfago del grupo de los triatominos. La
enfermedad de Chagas también puede transmitirse a través de transfusiones de sangre, de
madres a hijos durante el embarazo, 0 con menos frecuencia, a través de trasplantes de 6rganos
o alimentos contaminados. El parasito se reproduce en los tejidos internos y causa problemas

en el corazon, el esofago., el colon y el sistema nervioso (Sanchez-Sancho et al., 2010).
Epidemiologia

Se calcula que en el mundo hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas por
Trypanosoma cruzi, el parasito causante de la enfermedad de Chagas. La enfermedad de Chagas
se encuentra sobre todo en zonas endémicas de 21 paises de América Latina, donde se transmite
a los seres humanos principalmente por las heces y orina de insectos triatominos (via vectorial)
conocidos como vinchucas, chinches o con muchos otros nombres, segun la zona geografica
(WHO, 2020).

Alrededor de 13% de la poblacion de América Latina esta en riesgo de infeccion por T. cruzi
debido a la existencia de infestacion domiciliar o transmision activa de la infeccion. Paises con
el mayor porcentaje de poblacion en situacion de riesgo son: Ecuador (28,99%), Guyana
Francesa, Guyanay Surinam juntos (25,12%), México (20,87%), Paraguay (19,65%), Honduras
(14,66%), EIl Salvador (14,65%), Brasil (13,35%), Panama (13,12%) y Nicaragua (11,47%). En
Uruguay y Chile, donde la transmision por el vector principal fue interrumpida en 1997 y 1999,
respectivamente, y donde no hay vector secundario de importancia epidemioldgica, el riesgo de
transmision fue de cero (WHO, 2015).

En la figura 1 podemos observar la prevalencia de la enfermedad de Chagas segun los datos

obtenidos del Global Burden of Disease (Hotez et al., 2020). Un 30% de los enfermos con



enfermedad crdnica presentan alteraciones cardiacas y un 10% padecen alteraciones digestivas,

neuroldgicas o combinadas (WHO, 2015)

En Panama la enfermedad de Chagas se considera endémica en todo el territorio nacional, con
marcado predominio en las comunidades rurales cercanas al Canal de Panam& donde también
se reportan altas densidades del principal chinche vector (Rhodnius pallescens). Sin embargo,
la gran dispersion territorial de vectores de menor importancia como Panstrongilus geniculatus,

hace posible la transmision en muchas areas consideradas “no endémicas”(MINSA, 2012).

Less than 1000 1000 - 10,000 [l 10,000 - 100,000 [JJff 100.000 - 1,000,000 [} > 1,000,000
Figura 1. Prevalencia mundial de la enfermedad de Chagas, 2017. Fuente: (Hotez et al., 2020).
Fases de la enfermedad

El periodo de incubacidn después de la transmision por vectores dura entre 1 a 2 semanas (Rassi
et al., 2010). La fase aguda de la infeccion por T. cruzi se caracteriza por una parasitemia
detectable microscépicamente y dura de 4 a 8 semanas. El diagndstico durante la fase cronica
de la infeccion se basa en ensayos seroldgicos. Se considera que las personas con infeccion
cronica por T. cruzi, pero con o sin sintomas de la enfermedad de Chagas tienen la forma

indeterminada de la enfermedad. (Bern, 2011). Figura 3.
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Figura 2. Fases de infeccion de Trypanosoma cruzi. Fuente: (Bern et al., 2011).

La caracteristica distintiva de la fase aguda es la parasitemia detectable al microscopio. Los
sintomas suelen ser leves e inespecificos e incluyen fiebre, malestar general,
hepatoesplenomegalia y linfocitosis atipica. En casos raros, un nédulo cutaneo (chagoma) o un
edema palpebral prolongado indoloro (signo de Romafia) pueden indicar el lugar de la
inoculacion. La gran mayoria de las infecciones agudas nunca se detectan. En menos del 1% de
las infecciones, la fase aguda es grave y potencialmente mortal debido a la meningoencefalitis
0 miocarditis (Bern et al., 2011). El individuo que sobreviven a la fase aguda, la respuesta
inmunitaria mediada por células controla la replicacién del parasito, los sintomas desaparecen
espontaneamente y la parasitemia disminuye en 4 a 8 semanas (Rassi & Marcondes de Rezende,
2012). Las personas que pasan a la fase cronica de la infeccion por T. cruzi. permanecen en su
mayoria asintomaticas, pero con la infeccion de por vida. Se estima que entre el 20 y el 30% de
las mismas progresan en el transcurso de afios hacia la miocardiopatia de Chagas cronica (Rassi
et al., 2009; Rassi & Marcondes de Rezende, 2012).



Triatominos

La transmision vectorial de la Enfermedad de Chagas se da por insectos triatominos, los cuales
en funcion de su reservorio pueden desarrollar diferentes formas de transmision: zoonotica,
antropozoonotica o zooantroponotica (Coura et al., 2002). Estos triatominos responsables de la
transmision vectorial de la enfermedad de Chagas pertenecen al orden Hemiptera, familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae y comprenden un total de 136 especies divididas en 18
géneros y 6 tribus (Jurberg 2006; Lent & Wygodzinsky, 1979). Sin embargo, s6lo unos pocos
géneros estan implicados en la transmision humana del parasito, siendo Triatoma, Panstrongylus
y Rhodnius los méas importantes desde un punto de vista epidemioldgico (Dujardin et al., 2002).

Los vectores de mayor importancia en América se presentan en la figura 2.

En la Republica de Panamé se han identificado 10 especies de chinches vectores de Chagas, las
mas relevantes desde un punto de vista epidemioldgico en orden serian: Rhodnius pallescens,
Triatoma dimidiata, Panstrongylus geniculatus, Eratyrus cuspidatus y Triatoma dispar. Se les

conoce con el nombre comun de “chinche mamoén”, “chinche besador” o ‘“chinche de

Chagas”(MINSA, 2012).
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Figura 3. Distribuciones espaciales de las principales especies de triatominos vectores de T.
cruzi. Los paises endémicos para la enfermedad de Chagas estan coloreados seglin su
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contribucion a los principales programas regionales de control iniciados en los afios 1990-
2000. Los circulos verdes, amarillos y rojos representan poblaciones de triatominos
susceptibles, resistentes y altamente resistentes. Los tamafios de los circulos son proporcionales
al nimero de poblaciones de cada provincia donde se ha detectado resistencia a uno o mas

insecticidas. Fuente: (Flores-Ferrer et al., 2018).
Via de trasmision de la enfermedad de Chagas

La principal forma de transmision de T. cruzi es la via vectorial (WHO, 2012). Otras formas de
transmision se dan a través de transfusiones de sangre, donaciones de 6rganos y por via
congeénita, estos son motivo de preocupacion en regiones no endémicas (Bern et al., 2011). La
transmision oral se ha reconocido recientemente como la causa de pequefios brotes esporadicos,
principalmente en la region amazonica (Shikanai-Yasuda & Carvalho, 2012). También se han
informado casos accidentales de transmisién en laboratorio (Herwaldt, 2001).

Transmisién por el vector: Se da principalmente en area endémicas, a partir de insectos
triatominos, de la familia Reduviidae (en la mayoria de los casos, pertenecientes al género
Triatoma), los cuales tienen su ecosistema natural en el continente americano; estos insectos son
conocidos comunmente como “vinchuca”, “chipo”, “chiribico”, “chinche besucona” o
“barbeiro”, entre otros (Roca et al., 2015). Estos vectores pican en zonas expuestas de la piel,
como la cara y luego defeca cerca de la picadura, posteriormente los parasitos penetran en el
organismo cuando la persona se frota instintivamente empujando las heces al lugar de la

picadura, hacia los ojos, la boca o alguna herida (WHO, 2015).

Transmisidn por transfusiones: La transmisién por transfusiones de sangre es el segundo modo

de transmision mas frecuente. Su riesgo radica en que puede extenderse mas alla de las areas
endémicas, debido a la migracién de latinoamericanos hacia paises de Norteamérica, Europa,
Asia y Oceania. Aungue se desconocen las cifras concretas, en los paises europeos se estima
que alrededor del 2 % de los inmigrantes latinos estan infectados con T. cruzi y que podrian
actuar como donadores de sangre (Gascon et al., 2010). En Estados Unidos, se han documentado
cinco casos de infeccion por T. cruzi asociados a transfusiones de sangre desde la década de los
ochenta, y entre 2006 y 2011 se reportaron 1.459 donaciones seropositivas para T. cruzi (Bern

et al., 2011). Casi todos los paises endémicos de América Latina cuentan con una legislacion



que regula el tamizaje de sangre para transfusiones, y la prevalencia de la infeccién por T. cruzi
lo que ayuda a disminuir la trasmision en gran parte de la region (Dias & Schofield, 1998). En
la Republica de Panama el tamizaje de enfermedades que pueden transmitirse por transfusiones
de sangre o derivados sanguineos es obligatorio, de acuerdo a la Resolucion No. 374 del 7 de
septiembre de 2001, en la cual se obliga de igual manera a los Bancos de Sangre existentes en
la Republica de Panama a confirmar los casos positivos en el Laboratorio Central de Referencia
en Salud Puablica del Ministerio de Salud (MINSA, 2001).

Transmision por donacién de érganos: Los receptores no infectados que reciben un érgano de
un donante infectado por T. cruzi pueden desarrollar una infeccion aguda. Sin embargo, la
transmision no se da en el 100% de los trasplantes; en una serie de 16 receptores no infectados
de rifiones de donantes infectados, solo 3 (19%) adquirieron la infeccién por T. cruzi (Riarte et
al., 1999). En la literatura se han documentado diecinueve casos de transmision por trasplante
de 6rganos (13 trasplantes de rifidon, 1 de rifién y pancreas, 3 de higado y 2 de corazon) (Barcan
et al., 2005; Ferraz & Figueiredo, 1993; Figueiredo et al., 1990; Kun et al., 2009; Souza et al.,
2008). Se cree que el riesgo de un trasplante de corazén es mayor que el de un trasplante de
rifion o higado (Chin-Hong et al., 2011).

Transmisidn congénita: Este tipo de transmisidn ocurre cuando las mujeres infectadas trasmiten

el parasito a su descendencia, manteniendo asi la enfermedad en ausencia del vector (Schenone
et al., 2001). Entre 1 y 10% de los hijos de madres infectadas por T. cruzi nacen con la
enfermedad de Chagas congénita (Azogue & Darras, 1991; Hermann et al., 2004). Los factores
gue aumenta el riesgo que los hijos puedan contraer la infeccion por via congénita son: un mayor
nivel de parasitemia materna, baja respuestas inmunitarias anti -T. cruzi, madres adolescentes,
VIH y, cepa del parasito (Andrade, 1982; Bern et al., 2009; Freilij & Altcheh, 1995; Torrico et
al., 2004).

Via oral: La via transmisién oral es también vector dependiente, es necesaria la ingesta de las
heces contaminadas del triatomino para que se produzca la infeccion por esta via. Se considera
una via de trasmision de importancia en la region Amazoénica (Toso et al., 2011). La
presentacion clinica de la enfermedad de Chagas contraida por transmision oral es diferente a la
observada con las formas tradicionales de infeccion. Asi, después de una latencia de 5 dias post-
ingesta, se expresa con una manifestacion aguda, como resultado de la cual los pacientes
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desarrollan una miocarditis grave. El cuadro es de alta mortalidad, presentando peor prondstico

mientras menor sea la edad del paciente (Barbosa, 2006).
Manifestaciones clinicas

La enfermedad de Chagas se manifiesta en una fase aguda o inicial, seguida de una fase cronica
que se puede categorizar en formas indeterminadas, cardiacas o digestivas con diferentes
manifestaciones clinicas (Prata A., 2001). La enfermedad aguda grave ocurre en menos del 1%
de los pacientes, y las manifestaciones clinicas incluyen miocarditis aguda, derrame pericéardico
y/o meningoencefalitis (Bern et al., 2011; Prata, 2001). La incidencia de infeccion aguda ha
disminuido marcadamente desde la utilizacién de métodos para el control de la trasmision
vectorial y transfusiones de sangre en la mayoria de los paises de América Latina. La
enfermedad de Chagas aguda también puede ocurrir debido a la transmisién de T. cruzi por
trasplante de d6rganos o la reactivacion de una infeccion cronica relacionada con el estado
inmunocomprometido del paciente (Bern, 2012). Una vez que pasa la fase aguda, los pacientes
entran en una fase indeterminada de la enfermedad que se caracteriza por la presencia de una
infeccion y se confirma mediante pruebas seroldgicas o parasitolégicas, un electrocardiograma,
examenes radioldgicos de torax, eséfago y colon (Marin-Neto et al., 2002; Ribeiro & Rocha,
1998). En otro sistema de clasificacion, se ha informado que los pacientes en esta etapa tienen
enfermedad de Chagas crénica sin patologia detectable (Mitelman, 2011). La mayoria de las
personas infectadas en &reas endémicas se encuentran en esta etapa de la enfermedad, y
aproximadamente el 40% de estos pacientes pueden durar durante afios en esta condicion clinica
(Dias, 1989). Sin embargo, la mayoria de estos pacientes evolucionan de una forma
indeterminada a una crénica, y se desarrollan nuevas anomalias en el electrocardiogarama o
evidencia de cardiopatia definitiva en el 1,8-5% de los pacientes cada afio (Dias, 1989; Ribeiro
& Rocha, 1998; Sabino et al., 2013).

Los pacientes con la forma indeterminada de la enfermedad tienen un prondstico excelente y su
esperanza de vida es similar a la de las personas sin enfermedad coronaria (Dias & Schofield,
1998; Marin-Neto et al., 2002; Ribeiro & Rocha, 1998). Sin embargo, algunos de estos pacientes
presentan resultados fuera de los limites de referencias cuando se les realizan examenes
cardiacos no invasivos (Marin-Neto et al., 2002; Ribeiro et al., 2001; Ribeiro & Rocha, 1998;
Rochitte et al., 2005). En general, un tercio de estos pacientes desarrollaran una enfermedad
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coronaria cronica dos decadas después de la infeccion inicial (Coura & Borges-Pereira, 2010;
Prata, 2001). Esta fase clinica esta relacionadas con la afectacion patologica de dérganos
especificos, particularmente el corazon, el es6fago o el colon, que se agrupan en tres formas
principales de la enfermedad: cardiaca, digestiva o cardiodigestiva (Coura & Borges-Pereira,
2010; Rassi et al., 2010). La cardiopatia es el aspecto clinico mas importante de la enfermedad
de Chagas debido a su frecuencia y gravedad. La fase cronica dura toda la vida y da como
resultado una tasa de supervivencia méas corta de la normal (Nunes et al., 2011; Rassi et al.,
2007; Ribeiro et al., 2012). El dafio miocardico en la cardiopatia chagésica es generalmente un
proceso progresivo que se puede clasificar en estadios (A, B, C y D), segln las recomendaciones
internacionales adaptadas a la enfermedad de Chagas (Andrade et al., 2011). Se considera que
aquellos pacientes con un electrocardiograma normal tienen la fase indeterminada de la
enfermedad (etapa A). La aparicion de anomalias en el electrocardiograma implica progresion
de la enfermedad (estadio B) y precede a la aparicion de sintomas de insuficiencia cardiaca
(estadios C y D). La muerte subita puede interrumpir este curso en cualquier momento, incluso
antes del desarrollo de los sintomas (en la etapa A o B), y la muerte puede ocurrir debido a una
insuficiencia cardiaca progresiva o un accidente cerebrovascular. Las manifestaciones méas
tempranas de la cardiopatia chagasica suelen ser anomalias del sistema de conduccion, con
mayor frecuencia bloqueo de rama derecha o bloqueo fascicular anterior izquierdo (Maguire et
al., 1987; Ribeiro et al., 2013), anomalias segmentarias del movimiento de la pared del
ventriculo izquierdo (Pazin-Filho et al., 2006) y difusion disatolitica (Barros et al., 2001; Garcia-
Alvarez et al., 2010).

La miocardiopatia dilatada es la forma mas grave de la fase cronica de la enfermedad de Chagas
con una alta mortalidad (Nunes et al., 2011; Rassi et al., 2007). Puede manifestarse por
disfuncion ventricular con insuficiencia cardiaca, arritmias, bloqueos cardiacos, muerte subita y
eventos tromboembodlicos (Coura & Borges-Pereira, 2010; Ribeiro et al., 2012). Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas varian segun el grado de dafio miocardico.
La manifestacion leves puede ocurrir sin disfuncion ventricular izquierda y con frecuencia se
caracteriza solo por la presencia de anomalias asintomaticas en el electrocardiograma (Prata,
2001). La miocardiopatia dilatada con insuficiencia cardiaca suele ser una manifestacion tardia

de la cardiopatia chagasica (Acquatella, 2007).
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Diagnostico

El diagnostico de la enfermedad de Chagas incluye técnicas de tipo parasitoldgico, serologico y
moleculares (Berrizbeitia, 2013). Debido a los diferentes estadios del parasito durante la
infeccion en el hospedero, donde el parasito expresan antigenos diferentes (Escalante et al.,
2014), por lo que la prueba para la deteccion de la infeccion depende de la etapa clinica que
atraviesa el paciente (Garcia, 2011). En la fase aguda de la enfermedad las pruebas
parasitoldgicas son las adecuadas para detectar la presencia del parasito en sangre por la
presencia de tripomastigotes de T. cruzi circulantes (Escalante et al., 2014; Roca et al., 2015).
Mientras que, en la fase cronica, existe baja cantidad o ausencia de parasitos circulantes, pero
producen altos niveles de anticuerpos; por ende, las pruebas a realizar son del tipo
inmunoldgicas, que buscan la deteccion de anticuerpos 1gG anti- T. cruzi; pues, son indicativas
de haber tenido contacto con el parasito (Alviarez et al., 2014; Brasil et al., 2010; Riera et al.,
2012).

Diagnostico seroldgico: El diagndstico seroldgico de la enfermedad de Chagas se realiza por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ELISA (Zulantay et al., 2007). Estas técnicas presentan
una alta sensibilidad (95- 100%), pero no permiten determinar la etapa de la infeccion ni la
evolucion clinica, tampoco permiten realizar estudios de evaluacién de eficacia
quimioterapéutica a causa que el paciente permanecen persistentemente positivo en el tiempo,
aun cuando las pruebas parasitoldgicas resulten negativas (Rassi et al., 2010; Sosa-Estani et al.,
2009).

Diagnostico parasitoldgico directo: El diagnostico parasitoldgico de la enfermedad de Chagas
estd basado en la demostracion de la presencia de T. cruzi mediante pruebas directas, aplicadas
fundamentalmente en el periodo agudo de la infeccién. Los métodos de eleccion son: examen
microscopico de sangre fresca, método Strout para concentrar parasitos, microhematocrito,
hemocultivo y xenodiagnéstico (Britto, 2009). En el periodo cronico de la enfermedad, la
parasitemia disminuye a niveles bajos y la utilidad de las pruebas directas se ve limitada, siendo
los métodos serologicos los de eleccion en esta etapa, aquellos que detectan anticuerpos

especificos contra el parasito, especialmente de tipo IgG (Rassi et al., 2010).
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Diagnostico parasitologico molecular: En la Gltima década, la técnica de la reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR) ha sido introducida como método diagnéstico parasitologico de
eleccion en las diferentes etapas de la enfermedad de Chagas, permitiendo no solamente
reconocer la presencia de T. cruzi en sangre, casos congenitos o evaluacion de la eficiencia
quimioterapéutica, sino también caracterizar las cepas circulantes de T. cruzi en vectores y

mamiferos (Schijman et al., 2011; Zulantay et al., 2011).
Tratamientos

El tratamiento de la enfermedad de Chagas abarca tanto la terapia especifica para parasitos como
la terapia para el manejo de la insuficiencia cardiaca. La terapia antiparasitaria esta indicada
para pacientes con infeccion aguda, en nifios y personas recientemente infectadas, como en
aquellos con forma congénita de la enfermedad de Chagas y en reactivacion de pacientes
inmunocomprometidos (Andrade et al., 2011). Los farmacos disponibles desde hace 50 afios
para el tratamiento parasitario de la enfermedad son: el nifurtimox y benznidazol (Diaz de
Toranzo et al., 1988; Ohnishi et al., 1983). Estos acttan sobre el genoma de T. cruzi, inhibiendo
la sintesis de ADN, ARN y de proteinas, degradando estas moléculas, reduciendo la
parasitemia(Goijman & Stoppani, 1985; Gonzalez & Cazzulo, 1989; Gugliotta et al., 1980).
Pero estos farmacos tienen una eficacia limitada en la fase crénica de la enfermedad (Morillo et
al., 2015). Aungue son los Unicos farmacos autorizados internacionalmente para el tratamiento
de la enfermedad de Chagas, originan efectos secundarios por lo que no se recomiendan para
personas con trastornos neurolégicos, psiquiatricos, embarazadas y pacientes con insuficiencia
renal (Patterson & Wyllie, 2014), también se ha demostrado que su eficacia es variable (Ribeiro
et al.,, 2009). A pesar de sus efectos secundarios y de la existencia de cepas parasitarias
naturalmente resistentes a ambos compuestos, la principal limitacion del nifurtimox y
benznidazol es su insuficiente actividad antiparasitaria en la forma crénica de la enfermedad
debido a que aproximadamente >80% de los pacientes crdénicos tratados no se curan
parasitologicamente (Cancado, 2002; Urbina, 2009). Pese a esto, es de suma importancia tratar
a los individuos con enfermedad de Chagas crénica que cursan el periodo indeterminado, puesto
que al hacerlo, se evita el desarrollo de cardiopatia, que es evolutiva y por lo general de mal
prondstico (Rassi et al., 2009).
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Trypanosoma cruzi

T. cruzi pertenece al Reino Protista, Subreino Protozoa, Phylum Sarcomastigophora, Subphylum
Matisgophora, Clase Zoomastigophorea, Orden Kinetoplastida (Rassi & Marcondes de
Rezende, 2012). Caracterizado por la presencia de un solo flagelo y una sola mitocondria
(Momen, 1999). Genéticamente se divide en dos subgrupos altamente divergentes, linajes Tcl
y Tc2 (Campbell et al., 2005), que incluyen todos los tipos de cepas aisladas tanto en humanos
como en vectores y mamiferos silvestres, siendo el Tc2 el mayormente asociado a las formas

cronicas de la enfermedad (Briones et al., 1999).
Fases evolutivas de T. cruzi

T. cruzi presenta tres formas morfologicas las cuales son: amastigote, epimastigote y
tripomastigote (Garcia et al., 2010) (Figura 4). Las mismas se clasifican en dos estadios,
replicativo no infectivo y replicativo infectivo (Bern, 2011) (Figura 1). La forma amastigote
corresponde a células esféricas, sin flagelo visible, que se localizan dentro de células de
mamiferos donde se replican. La forma epimastigote es alargada, flagelada y presenta el
kinetoplasto anterior al ndcleo; son extracelulares y se localizan Unicamente dentro del tracto
digestivo de los triatominos donde se replican. Por ultimo, la forma tripomastigote también
presentan un cuerpo alargado y flagelo pero, a diferencia del epimastigote, el kinetoplasto se
localiza posterior al nucleo, se encuentran extracelularmente en el tracto digestivo del insecto y

en diferentes tejidos en el mamifero, siendo una forma no replicativa (Kollien & Schaub, 2000).
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Figura 4. Formas celulares de Trypanosoma cruzi. Fuente: (Toso et al., 2011)
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Ciclo biologico

El ciclo bioldgico (figura 5) inicia cuando el insecto vector se alimenta de la sangre del
hospedero infectado. Al ser ingeridos los tripomastigotes sanguineos se transforman
irreversiblemente a epimastigotes, que se dividen mediante fision binaria longitudinal, y luego
de unos pocos dias viajan hasta la porcion distal del intestino. En este se transforman a
tripomastigotes metaciclicos, que son liberados del vector en las heces (Heyneman & Mc
Kerrow, 1991; Kowalska et al., 2009).

Trypanosoma cruzi
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Figura 5. Esquema del ciclo de vida de T. cruzi. Fuente: CDC, 2021.

La defecacién del chinche se produce en el momento de la picadura, mientras se alimenta, o
muy poco después. Esto ocurre habitualmente de noche y ocasiona prurito (Tomlinson et al.,
1995). El hombre, picado en el transcurso del suefio, se auto infecta al transportar

inconscientemente con los dedos las deyecciones parasitadas del insecto hasta la mucosa bucal,
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nasal y ocular a través de las cuales penetran los parasitos, sin necesidad de tener excoriaciones,
0 hasta heridas de la piel o el propio sitio de la picadura que también puede ser contaminado
(Bonay & Fresno, 1995; Krogstad, 1994). Dentro del hospedero los tripomastigotes metaciclicos
penetran las células y se diferencian en amastigotes, los cuales pueden dividirse cada 12 horas
por division binaria, provocando la destruccién y muerte de la célula infectada. Una vez
liberados se transforman en tripomastigotes, algunos ingresan al torrente sanguineo o infectan
nuevas células (Brisse et al., 2000; Romero, 2007). Esta etapa descrita coincide con la fase aguda
de la enfermedad y es la que asegura la transmisién de la enfermedad por la elevada parasitemia,
pues el vector toma el parasito de la sangre durante sus comidas. La aparicion de los parasitos
en la sangre ocurre aproximadamente después de 7 a 14 dias de la infeccion (periodo prepatente).
Todos los tejidos pueden ser invadidos pero los mas afectados son aquellos ricos en células del
sistema reticuloendotelial, teniendo predileccion por los macréfagos en primer lugar y le siguen
en orden de frecuencia el tejido muscular cardiaco, muscular estriado, musculo liso y menos

frecuentemente, por tejido nervioso (Luquetti, 1994).
Caracterizacion poblacional

La especie de T. cruzi es una poblacion heterogénea, donde existen diversas cepas con
adaptabilidades biologicas diferentes, como capacidad infectante, virulencia, capacidad de
replicacion y diferenciacion (Lopez et al., 1998), histotropismo, capacidad de inducir respuesta
inmune (Espinoza et al., 2010), adaptacién a especies de vectores y reservorios (Sanchez et al.,
2006), susceptibilidad a compuestos (Martinez et al., 2013), etc. Con la determinacién de
poblaciones de T. cruzi diferenciados genética y bioguimicamente se ha logrado unificar los
diferentes genotipos existentes, la clasificacion propuesta comprende siete DTU (Discreet
Typing Units) de T. cruzi (Tcl-TcVIy Tcbat) (Breniére et al., 2016; Zingales et al., 2009, 2012)
Figura 6. las cuales explican mejor las relaciones filogenéticas entre las cepas. Tcl y Tcll son
las més antiguas y divergentes. Tclll y TclV muestran similitudes y es considerada como el
resultado de un evento de hibridacion entre Tcly Tcll. TcV'y TclV, son generalmente aceptados
como hibridos derivados de las cepas Tcll y Tclll (Patterson & Guhl, 2010), y finalmente Tcbat
que esta asociado predominantemente en murciélagos (Lima et al., 2015; Marcili et al., 2009).

En Panama se ha demostrado que el DTU predominate es el Tcl, y en muchos casos asociada
con la enfermedad (Brandao et al., 2008; Saldafa et al., 2018; Samudio et al., 2007; Sousa et
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al., 2006). Estudios reciente han validado la presencia del linaje dominante Tcl en Panamay a

demostrado la presencia del linaje Tcll 'y TcVI circulando en el pais (Calzada et al., 2022).

@ Td
@ Tal
@ Talll
O Talv
@ TV
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Figura 6. Distribucion geografica de las unidades discretas de tipificacion de Trypanosoma cruzi
en humanos. EI mapa muestra la prevalencia estimada de unidades de tipificacion discreta
(DTU) de T. cruzi humano en paises endémicos y no endémicos para la enfermedad de Chagas
(América del Norte, América Central, América del Sur y Espafia). Los tamafios de los circulos

reflejan la aparicion relativa de DTU en un area determinada. Fuente: (Magalhaes et al., 2022).
Ultra estructura celular de Trypanosoma cruzi

La composicion de la membrana celular juega un papel muy importante en los paréasitos
intracelulares, siendo clave en el proceso de infeccion que éstos desencadenan. Por ello es
importante entender su organizacién estructural, composicion y propiedades funcionales. La
membrana celular de T. cruzi esta formada por la bicapa lipidica y por una serie de componentes
azucarados, como glicolipidos y glicoproteinas (mucinas, transialidasas, etc.) que son

enfrentados al medio extracelular, constituyendo el glicocalix (De Souza, 2009). En la superficie
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exterior se observa una cubierta celular desarrollado, tres veces mas gruesa en los
tripomastigotes que en los epimastigotes. También se describe la presencia de acido sialico
asociado a gligopéptidos, que juega un papel importante en la interaccion T. cruzi con
macrofagos (Martinez-Diaz et al., 2001). En la cara interna de la membrana se observan
numerosos microtibulos que se extienden de un extremo al otro del flagelado (Dantas et al.,
2003). En el interior del citoplasma también podemos observar una serie de microtibulos
subpeliculares que recorre el interior del parasito denomiados citoesqueleto. Los microtibulos
estan asociados a mondémeros acetilados y tirosinados, actina, proteinas derivadas de esta y
miosina. En T. cruzi, a diferencia de otros eucariotas, se ha observado que la actina presenta
importantes diferencias en su estructura tridimensional, lo que afectaria a sus interacciones con
otras proteinas, y ademas esta se encuentra acumulada en estructuras puntuales y en la estructura
flagelar (Rodrigues et al., 2014; De Souza, 2009).
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Figura 7. Diagrama de las tres principales formas celulares que adopta T. cruzi (A: amastigote,
B: epimastigote y C: tripomastigote) durante su ciclo de vida, cada una identificada con sus

componentes celulares. Adaptada de: (Teixeira et al., 2012).
El citoplasma de T. cruzi presenta diferentes organulos ( figura 1), entre ellos:

1- Lamitocondria: T. cruzi presenta una mitocondria unica que se extiende a lo largo del
cuerpo celular (Figura 4). La matriz mitocondrial posee una region especializada
formada por ADN extranuclear correspondiente al genoma mitocondrial, denominado

kinetoplasto, el cual puede llegar a representar hasta el 25% del ADN total del parasito.
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Esta formado por dos tipos de ADN circular, los maxi y mini circulos, concatenados
entre si, que se concentran cercanos al cuerpo basal. Existen 5000 minicirculos de
aproximadamente 1 kb, y 25 maxicirculos cuyo tamafio ronda los 23 kb (Hoffmann et
al., 2016; Shapiro, 1995).

El cinetoplasto: estructura propia del orden Kinetoplastida, contiene altas
concentraciones del ADN extranuclear, conocido como cinetoplastico o k-DNA. A
diferencia de otros drdenes de eucariotas, que presentan aproximadamente alrededor del
1% del ADN celular en la mitocondria, T. cruzi puede concentrar entre el 16 y el 30%

de su ADN total en el genoma mitocondrial (Dias & Macedo, 2005).

Los glucosomas: son estructuras esféricas o alargadas rodeadas por una membrana.
Inicialmente, estos organulos se denominaron microcorpusculos, en analogia con las
estructuras que contienen la enzima catalasa que se encuentran en las células de los
mamiferos y que mas tarde se denominaron peroxisomas. Sin embargo, a diferencia de
la estructura de las células de los mamiferos, la principal caracteristica especifica que da
nombre a este organulo en los tripanosomatidos es la presencia de una mayoria de
enzimas de glucdlisis. Actualmente, los glucosomas se consideran un tipo especial de
peroxisomas en los tripanosomatidos, debido a que en algunas especies también se

demostro la presencia de catalasa en este organulo (Souza et al., 2008).

Flagelo: surge de una invaginacion llamada bolsillo flagelar, responsable de actividades
endociticas y exociticas (Martins et al., 2012). Ademas, se caracteriza por carecer de la
subpelicula de microtabulos y por tener una membrana de composicion diferente a la
plasmatica (Souza et al., 2009). En su interior, se puede encontrar un axonema similar
al de otros seres vivos, con 9 pares de microtibulos rodeando a una pareja de
microtubulos centrales. Sin embargo, a lo largo del axonema del flagelo de T. cruzi se
asocian varios filamentos formando una estructura de enrejado llamada vara paraxial o
paraflagelar de la que ain no se han caracterizado todos sus componentes pero que se
sabe son vitales para la supervivencia del parasito (Souza et al., 2009). Algunos estudios
han determinado que la membrana flagelar se une al cuerpo celular del paréasito en ciertas
etapas de vida, y este, al moverse, crea una impresion visual de membrana ondulante
(De De Souza, 2002).
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Los reservosomas: se describen como un grupo de estructuras monocapas redondeadas
o irregulares gue contienen varias inclusiones en su matriz. Se concentran en la region
posterior de los parasitos y desaparecen durante la transformacién de epimastogotes en
tripomastigotes. Poseen proteasas y acumulan proteinas por endocitosis (Souza et al.,
2008).

Acidocalcisoma: son organulos con forma de vacuola con alta densidad electronica que
actlian de reserva de productos metabolicos y que presentan granulos de polifosfatos en
su interior. Ademas, acumulan altas concentraciones de calcio y otros cationes como
Mg, Na, Zn y Fe (Docampo et al., 2005). Presentan ATPasas que permiten el
movimiento de iones mediante la translocacion de Ca2+y H+. Su finalidad es almacenar
calcio y usarlo en ciertos momentos del ciclo de vida del parésito, actian como
almacenamiento de energia al acumular pirofosfatos (PPi), regulan el pH citoplasmatico

y participan en la osmorregulacion (De Souza, 2002).

Citostoma y reservosoma: el citostoma es una invaginacion de la membrana plasmatica
donde se llevan a cabo actividades endociticas, aparte de las ocurridas en el bolsillo
flagelar (Martins et al., 2012). La invaginacién adquiere una forma de embudo que llega
a alcanzar la region nuclear, denominandose la estructura formada como citostoma-
citofaringe. Las macromoléculas extracelulares se unen a esta region y luego se
internalizan mediante vesiculas endociticas que se forman al final de la citofaringe. Tras
incorporarse al protozoo, las macromoléculas son procesadas en el reservosoma. Los
reservosomas se acumulan en la parte posterior del parasito con forma esférica y con una
Gnica membrana. La matriz de los reservosomas es ligeramente densa y contiene

proteinas, y presenta algunas inclusiones que contienen lipidos (De Souza, 2002).

Complejo reticulo endoplasmatico-aparato de Golgi: ambos presentan funciones
similares a las presentes en otros eucariotas. Asi, el reticulo endoplasmatico se expande
a lo largo de toda la célula, alcanzando a veces la membrana plasmética(De Souza,
2009). Por su parte, las cisternas del aparato de Golgi se observan en la porcion anterior,
cerca del cinetoplasto y del bolsillo flagelar. Una caracteristica concreta de T. cruzi es

que las vesiculas provenientes del aparato de Golgi vacian su contenido en el bolsillo
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flagelar para liberarlo al medio extracelular con mas frecuencia que en el sistema

endosomal-lisosomal (De Souza, 2002).

9- Nudcleo: El nucleo es igual que el de células eucariotas con variaciones en la formay en
la localizacion celular dependiendo de la etapa de vida del parasito (Martins et al., 2012).
Durante la division celular, la membrana nuclear se mantiene intacta durante todo el
proceso y no aparecen centriolos en conexion con los microtdbulos ni ninguna otra
estructura que participe en su formacién (De Souza, 2009). Los microtabulos
intranucleares parecen ser los encargados de mover el material genético a los dos nuevos
nucleos en formacion, aunque ain no es algo que se sepa con precision. Por otro lado, el

nucleolo no aparece en todas las etapas de vida del parasito (De Souza, 2002).
Organizacion gendmica

La iniciativa de secuenciar el genoma de T. cruzi surgié como parte del proyecto denominado
“Tritryps” en el que se secuencié conjuntamente el genoma de los kinetoplastidos T. cruzi,
Trypanosoma brucei y Leishmania major (Ash & Jasny, 2005; Kissinger, 2006). La
secuenciacion del genoma de T. cruzi se realizd sobre la cepa CL Brener, una cepa hibrida con
dos haplotipos (Esmeraldo y no Esmeraldo). De esta manera, cada cromosoma presentaba dos
homologos diferentes entre si, dificultando el estudio, para obtener la composicion genémica de
T. cruzi se requirié el empleo de la técnica WGS (secuenciacion completa del genoma por
técnica de shotgun, del inglés “whole-genome shotgun”). El genoma haploide de T. cruzi se
ensamblo en 8,740 “contigs” presentando un total de 67 megabases (Mb), con unos 12,000 genes
codificantes (22,570 proteinas codificadas teniendo en cuenta el genoma diploide), donde
aproximadamente cada uno de los dos haplotipos aport6 la mitad de los alelos. Por otra parte,
se estima que el genoma diploide de T. cruzi oscila entre 106.4 y 110.7 Mb, distribuido en 41
pares de cromosomas homologos cuyos tamarios oscilan entre 74 kb a 2.4 Mb (El-Sayed et al.,
2005; Weatherly et al., 2009). Mientras el genoma haploide de otros kinetoplastidos como T.
brucei y L. major se compone de 25 Mb y 33 Mb, con 8,100 y 8,300 genes codificantes
respectivamente (Ash & Jasny, 2005).

Al menos el 50% del genoma de T. cruzi esta formado por secuencias repetidas, que consisten

en retrotrasposones, repetidos subteloméricos y familias multigénicas. ElI gran numero de
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familias multigénicas encontrado explica en gran medida, el hecho de que T. cruzi es el
tripanosomatido con el mayor numero de genes. En efecto, un 18% de las secuencias
codificantes estdn presentes en méas de 14 copias de genes (Arner et al., 2007). Las familias
multigénicas méas expandidas, consisten en proteinas tipo transsialidasas, mucinas,
metaloproteasas, DGF-1 (dispersed gene family protein 1), proteinas RHS (retrotransposon hot
spot) y las proteinas de superficie asociadas a mucinas (mucin associated surface proteins,
MASP), asi llamadas por su asociacion en el genoma con los genes de las mucinas (De Pablos
& Osuna, 2012). Esta familia, que era desconocida hasta ese momento, representa un 6% del
genoma diploide del paréasito (Bartholomeu et al., 2009; Dos Santos et al., 2012). En general,
en tripanosomatidos son comunes las familias multigénicas que codifican para antigenos de
superficie. Particularmente en el estadio tripomastigota sanguineo, los parésitos estan expuestos
a las moléculas efectoras del sistema inmune del hospedero, incluyendo anticuerpos especificos.
A diferencia de los tripanosomatidos africanos, los tripomastigotas de T. cruzi no poseen el
mecanismo de variacion antigénica, sino que expresan en su superficie varias proteinas
diferentes pertenecientes a familias multigénicas, siendo las mas caracterizadas las mucinas, las
trans-sialidasas y las MASP (Ash & Jasny, 2005; Di Noia et al., 2000; Dos Santos et al., 2012).

En el afio 2011 realizaron un analisis comparativo intra-especie entre la cepa CL-Brener (TcV1),
previamente secuenciada, y la cepa Sylvio X10/1 (Tcl), secuenciada a partir de la tecnologia
Roche 454. Los resultados mostraron una disminucion en el nimero de copias de genes
multicopia en la cepa Tcl respecto a la TcVI; ademas se evidenciaron eventos de delecion y
cambios no sindnimos en los nucleétidos que afectaron la codificaciéon de los aminoacidos, lo
que incidié fuertemente en el tamafio del genoma de Sylvio X10/1. A pesar de esto, no se
encontrd una gran variacion entre la cantidad de ADN presente en las regiones no codificantes
(Franzeén et al., 2011). En un segundo estudio, se realizé la comparacion entre la cepa Sylvio
X10/1 (Tcl) con otro tripanosomatido, Trypanosoma cruzi marinkellei; demostrando una
disminucion en el tamafio del genoma de este Ultimo; esta disminucion se debe a una variacién

en el nimero de copias de algunos genes codificantes y no codificantes (Franzén et al., 2012).

En el afio 2014, se realizo la secuenciacion del clon Dm28c, clasificado como Tcl al igual que
la cepa Sylvio X10/1; ambas relacionadas con el ciclo selvatico de transmision del paréasito, para

dicho fin, fue empleada la tecnologia de secuenciacion de Roche 454. La anotacion de este
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genoma mostré la presencia de 4144 proteinas homdlogas en otros organismos. Respecto a la
comparacion con las cepas Sylvio X10/1 y CL-Brener, se observo una identidad de 98.71% y
90.20% respectivamente, lo que era de esperarse teniendo en cuenta la DTU a la que cada una
pertenece; resultados similares fueron obtenidos para el andlisis bidireccional de proteinas entre
cepas (Grisard et al., 2014).

(Berna et al., 2018) utilizo en el 2018 utilizaron una tecnologia robusta de PacBio Single
Molecular Real-Time (SMRT), esta herramienta permitio la secuenciacion de segmentos mas
largos y por tal un ensamblaje mucho mas confiable. Esta metodologia se aplico en dos clones,
Dm28c (Tcl) y TCC (TcVI) . Los resultados obtenidos confirmaron la presencia de un amplio
grupo de genes multicopia, genes conservados, transposones y repeticiones en tindem a lo largo
del genoma de este parasito. Adicionalmente, los autores mostraron que el genoma de T. cruzi
se encuentra dividido en dos compartimientos que presentan diferencias en el porcentaje de
Guanina-Citosina (GC); uno compuesto por genes conservados e hipotéticos llamado
“compartimiento central”, y otro por genes de copia multiple llamado ‘“compartimento
disruptivo” (Figura 7). Adicionalmente, el ensamblaje de cromosomas homdlogos de forma
individual permitié determinar la presencia de recombinaciones homologas entre estos (Berna
et al., 2018).
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Figura 7. Compartimentalizacién del genoma de T. cruzi. (A) Estructura del genoma propuesta.
(B) Porcentaje de GC por cada compartimiento para las cepas TCC y DM28c. Fuente: (Berna et
al., 2018).
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Posteriormente se realizo la secuenciacion por medio de la plataforma PacBio de dos DTUS,
Tcll (cepa Y) y TcV (Bug2148); este analisis se realizd teniendo en cuenta la diferencia que ha
sido descrita entre las DTUs respecto al tamafio del genoma y numero de copias para algunos
genes. Los resultados obtenidos demostraron que las familias de genes multicopias, donde se
encuentran una gran cantidad de genes que codifican para proteinas transmembranales
importantes en la virulencia del parasito, se ubicaban cerca de las regiones teloméricas,
expuestas a una mayor presion evolutiva. Los autores sugieren la presencia de un genoma
“nuclear” que comparte una alta homologia entre toda la especie, y una expansion en los genes
que codifican para estas proteinas entre las distintas DTUs, lo que podria explicar las

caracteristicas bioldgicas y virulentas diferenciales entre estas (Callejas-Hernandez et al., 2018).

Por medio de la plataforma PacBio, tmbien se logro la secuenciacion del genoma de la cepa Tcl
Sylvio X10/1, demostrando su alta complejidad, la presencia de una gran cantidad de
retrotransposones y una alta variabilidad en los grupos de genes multicopia relacionados con los
antigenos de membrana presentes en T. cruzi; este hallazgo es importante para el analisis y
asociacion de la virulencia de este parasito (Talavera-Lépez et al., 2021). El analisis de 45
genomas de Tcl provenientes de Ecuador, permitio establecer una alta variabilidad intra DTU,
donde se encontraron poblaciones fijas con una estructura poblacional sexual y otras clonal.
Algunas poblaciones presentaban una alta heterocigosidad, secuencias mitocondriales comunes
y niveles de aneuploidia incompatibles con el sexo mendeliano; mientras otras, mostraban

menor aneuploidia y una mayor relacién con una replicacion parasexual (Schwabl et al., 2019).

Recientemente se reporto el analisis de los genomas de las cepas Brazil-B4 (Tcl) y la cepa Y
(Tcll) a partir de estrategias hibridas de secuenciacion de fragmentos cortos y largos y mapeos
especificos para lograr genoma de alta calidad. Los analisis corroboraron las caracteristicas de
aneuploidia cromosomal dentro del genomas de T. cruzi, siendo el cromosoma 24 uno de los
méas afectados, y adicionalmente, la presencia de variaciones alélicas en segmentos de

cromosomas diploides (Figura 9).
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Figura 9. Variaciéon alélica segmental en cromosomas diploides de Trypanosoma cruzi.
Cromosomas diploides 1 de la cepa Y (Tcll) y 13 de la cepa Brazil B4 (Tcl), de color rojo y
azul cada uno de los alelos, los recuadros muestran areas con variacion alélica donde més de

dos alelos son observados. Fuente: (Wang et al., 2021).

Asi mismo, reporta procesos de amplificacion y dispersion de genes importantes relacionados
en su mayoria con las secuencias repetitivas, entre estos: MASPs, mucinas, transialidasas y los
puntos calientes de retro-transposones (RHS). Estos genes podian seguir los procesos
mencionados involucrando segmentos que incluian mas de un gen y que no necesariamente se
encontraran relacionados o en el mismo sentido de la hebra, indicando una influencia de
procesos recombinacion y mutaciones en la diversificacion de los genomas de T. cruzi.
Adicionalmente, se logrd determinar la presencia de una gran cantidad de ARN antisentido
indicando la influencia de estos en la regulacién postranscripcional del parasito (Wang et al.,
2021).

Expresion génica en tripanosomatidos

En muchos puntos del ciclo de vida, los tripanosomatidos sufre una reprogramacion de la
expresion de sus genes para adaptarse a los diferentes ambientes a los que se enfrenta, sin

embargo, los mecanismos que dirigen estos procesos aun no se han definido claramente.
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Probablemente debido a la distancia filogenética respecto a otros eucariotas (los flagelados
aparecieron hace aproximadamente 1500 millones de afios), los tripanosomatidos presentan
caracteristicas biologicas excepcionales. Los multiples niveles de regulacion del inicio de la
transcripcion, presentes en la mayoria de los eucariotas, no estdn presentes en los
tripanosomatidos (De Gaudenzi et al., 2011; Kramer, 2012). La mayoria de los genes que
codifican para proteinas no poseen promotores propios y se expresan en largas unidades
policistronicas, que a diferencia de lo que sucede en los procariotas, no codifican para productos
funcionalmente relacionados (Ash & Jasny, 2005), de hecho, genes adyacentes, pueden
codificar para proteinas de expresion diferencial en el ciclo de vida del parasito (Minning et al.,
2009; Smircich et al., 2015).
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Figura 10. Genes expresados de manera diferencial entre las formas epimastigotes, amastigotes
y tripomastigotes de T. cruzi. (A) Vias mas representativas por estadio. (B) Ontologia de genes.
Fuente: (Berna et al., 2017).

T. cruzi presenta una alta plasticidad, relacionada principalmente con la capacidad de adaptacion
a distintos ambientes de estrés durante su ciclo de vida, donde las formas epimastigotes
presentan una alta expresion de proteinas asociadas al metabolismo energético, los
tripomastigotes derivados de células exhiben una expresion relacionada con la evasion del

sistema inmune del hospedero, y finalmente, los amastigotes muestran la expresion de genes
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relacionados con la progresion del ciclo de vida. Lo anterior comprueba la importancia de cada

una de las formas de vida de T. cruzi en la progresion de su ciclo de vida (Berna et al., 2017).

Figura 10.

Regulacion de la expresion génica en Tripanosomatidos

En eucariotas los genes que codifican para proteinas son transcriptos por la ARN Polimerasa Il,

mientras que la ARN Polimerasa | (ARN Pol I) transcribe el ARN ribosomal. En cambio, los

parésitos del orden Kinetoplastida pueden representar una excepcion ya que algunos genes que

codifican proteinas son transcriptos por la ARN Pol I. Por ejemplo, la ARN Pol | transcribe

genes que codifican proteinas de membrana, como la glicoproteina variable de superficie en el

estadio sanguineo, y prociclina en el estadio prociclico de T. brucei (Giinzl et al., 1997; Kooter
& Borst, 1984; Lee & Van der Ploeg, 1997; Rudenko et al., 1989).

Una caracteristica distintiva en cuanto a la organizacion génica en Tripanosomatidos es que sus

genes se encuentran ordenados en unidades de transcripcion policistronicas que se procesan

dando ARN mensajeros individuales mediante los procesos de trans-splicing y poliadenilacion
(Clayton & Shapira, 2007). (Figura 11).

Divergent Convergent  Divergent

—> —> region region —>
SL locus region 9 9
DNA |;

RNA pol Il
transcription

g AAGAA z"']
cap ll— '2 TgTTT A ATGAT RNA pol Il 5"" TTITTTT TIICEI
g, mé CCEECC transcription & oo ARKE L
v SL splice site ® Poly-A site
Folycstranic - o—¥% e ¥ o
RNA
Trans-splicing and
poly-adenylation
mz:’:s Cap JI-AAAAAAAA  Cap JE-AAAAAAAA  Cap JIIII-AAAAAAAA

Figura 11.Proceso de transcripcion de T. cruzi.La ARN polimerasa Il produce ARN

policistronicos que se modifican mediante empalme trans y poliadenilacion. Los ARNmM
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maduros finales contienen la tapa con el SL y la cola poli A. SL: lider empalmado. Fuente:
(Herreros-Cabello et al., 2020).

Estos genes codifican para proteinas que pueden tener funciones no relacionadas, es decir, que
no necesariamente estan implicadas en una via metabdlica similar. En consecuencia, la forma
en que los Tripanosomatidos regulan la transcripcion de genes es peculiar en relacion a la
mayoria de los eucariotas, y poco se sabe acerca de los mecanismos de control de este proceso
(Stanne & Rudenko, 2010).

Dada la arquitectura de genes en Tripanosomatidos, muy pocas regiones regulatorias han sido
reportadas y la regulacién de la expresion génica depende, en gran medida, de mecanismos de

control post-transcripcional (Stanne & Rudenko, 2010).

La Unica secuencia promotora reportada hasta el momento en Tripanosomatidos corresponde al
promotor del miniexon o splice leader (SL), un ARN de 39 nucle6tidos que se une al extremo
5’ de cada ARN mensajero por medio de una reaccion de esterificacién durante el proceso de
trans-splicing (Das et al., 2005; Gunzl et al., 1997; Schimanski et al., 2005; Teixeira, 1998).
Si bien se sabe muy poco acerca de la regulacién del trans-splicing en estos organismos, se han
identificado ciertos factores como los homélogos de la las ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas (hnRNP) como posibles reguladores de este proceso (Gupta et al., 2013; Manley
& Tacke, 1996). Ademas, la estabilidad, el transporte y la traduccién de los mensajeros
representan puntos de control muy importantes para la regulacion de la expresion de genes en
Tripanosomatidos. En este contexto las proteinas de unién a ARN juegan un rol clave en estos
organismos, pudiendo mediar estos procesos de regulacion post-transcripcional (Martinez-
Calvillo et al., 2010).

Regulacion post-transcripcional

Debido a la organizacién genomica y a que todos los precursores de ARN policistronico se
transcriben aproximadamente a la misma tasa, se ha propuesto que la regulacion de la expresion
de genes ocurre basicamente a nivel post-transcripcional (Clayton, 2002a; Gomez et al., 2010;
Ouellette & Papadopoulou, 2009). Ademas, la ausencia de elementos candnicos conservados
como promotores de la ARN polimerasa Il (Clayton, 2002b; Gomez et al., 2010; Smircich et
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al., 2013), apoya el hecho que la regulacion de la expresion génica ocurra basicamente por
mecanismos post-transcripcionales. En este contexto se han evidenciado algunas estrategias por
parte del parésito para aumentar el nivel de expresion de ciertos genes. Una de ellas consiste en
aumentar el numero de copias del gen de interés en el genoma resultando en arreglos repetidos

en tdndem para ciertos genes de alta expresion (lantorno et al., 2017).

Las modificaciones de la cromatina también juegan un importante rol, ya que los inicios y finales
de la transcripcion de las unidades de transcripcion policistronicas estdn marcados de forma
epigenética por variantes de histonas/histonas modificadas post-traduccionalmente (Duhagon et
al., 2001; Respuela et al., 2008; Thomas et al., 2009).

Por otro lado, existen factores que actdan en trans a nivel de proteinas de union al ARN (RBP)
(Clayton, 2013; Pérez-Diaz et al., 2013) e interaccionan con secuencias en cis, principalmente
localizadas en las regiones no traducidas de los mensajeros (UTR). Se ha demostrado que las
RBP establecen interacciones con grupos de ARNs que comparten elementos en cis, definiendo

grupos co-regulados de mensajeros que podrian cumplir funciones relacionadas (Keene, 2007).

Otro nivel de regulacion de la expresion génica es la localizacion diferencial de los ARN
mensajeros en la célula. Ha sido demostrado recientemente que el compartimento nuclear juega
un rol en el control de los mecanismos de regulacion de la expresion génica en este parasito
(Pastro et al., 2017). Los mensajeros que no son requeridos en el estadio epimastigota no serian
procesados eficientemente y a su vez se acumularian en el nacleo como forma de impedir su
traduccion. A su vez, los mensajeros cuyos productos son altamente requeridos, serian
procesados y acumulados en el citoplasma, probablemente debido a un aumento de su vida

media, garantizandose asi su traduccion (Pastro et al., 2017).

Recientemente, se ha enfatizado en el estudio del rol de la eficiencia traduccional de los
mensajeros, como forma de regular la abundancia proteica en los tripanosomatidos (Da Silva
Augusto et al., 2015; Smircich et al., 2015).

Trans-splicing

En los tripanosomatidos, los ARNSs policistronicos son procesados por mecanismos

intermoleculares de trans-splicing y poliadenilacion para dar lugar a los ARNs mensajeros
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individuales, como se esquematiza en la Figura 7. El trans-splicing es un proceso mediante el
cual se agrega a los ARN mensajeros transcritos primarios una secuencia de ARN (“spliced
leader” o “SL” o “miniexdén”) de 39 nucleotidos al extremo 5°, en una posicion ubicada unos
nucleétidos antes del sitio de inicio de un marco abierto de lectura (Pays et al., 1994). La
secuencia del miniexon proviene del extremo 5° de un ARN pequetio nuclear (ShRNA), el ARN
SL, que esta compuesto por 120 nucle6tidos y no esta poliadenilado (Agabian, 1990). La adicion
del miniexon se produce en un sitio consenso constituido por un dinucledtido AG localizado
corriente arriba del coddn de iniciacion a distancias variables (Agabian, 1990), y generalmente
estd precedido por un tracto de polipirimidinas. Este fendmeno ocurre co-transcripcionalmente

(Ullu et al., 1993) y es fundamental para la traduccion correcta de los mensajeros (Figura 7).
Poliadenilacién

Previo al proceso de trans-splicing, el miniexon adquiere en su extremo 5’ una estructura CAP
necesaria para el procesamiento del miniexon (Ullu & Tschudi, 1991). Se sugiere que una
funcion de la secuencia del miniexén o “spliced leader” es la de proveer la estructura CAP a los
ARNmM (Lenardo et al., 1985). En tripanosomatidos esta estructura, denominada CAP 4, consiste
en una 7-metilguanosina y los cuatro primeros nucledtidos modificados por adicion de grupos
2’0-metilo (Bangs et al., 1992). El proceso de poliadenilacion en T. cruzi es similar al resto de
los eucariotas superiores. En el mismo participa una endonucleasa de restriccion especifica que
corta el pre-mensajero en su extremo 3’ y la enzima poliA polimerasa que incorpora adenosinas
a expensas de ATP. A diferencia con los eucariotas superiores, para los cuéles se ha descrito
una secuencia conservada AAUAAA que actlia como sefial de poliadenilacion (Wahle & Keller,
1992), en tripanosomatidos, no se ha podido describir una secuencia consenso. Sin embargo, se
ha demostrado la importancia del trecho de polipirimidinas que interviene en el trans-splicing
de los genes en el extremo 5’ en la poliadenilacion del extremo 3’ del gen previo (Schirch et

al., 1994).

Los transcritos mitocondriales requieren una maduracion que involucra la adicion, 0 menos
frecuentemente, la delecion de residuos de ribonucleotidos (particularmente uridinas) en un
proceso denominado “editing” (Shaw et al., 1988). El “editing” resulta en cambios de la
secuencia codificante del ARNm no dirigidos por el ADN molde sino por ARN guias
codificados por los minicirculos.
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Degradacion ARNm

La mayoria de los ARNm de eucariotas son degradados por exonucleasas que actian en ambos
extremos de la molécula. El decaimiento mediado por exonucleasas comienza con el
acortamiento de la cola poliA por el complejo PAN2 y PANS3, por el complejo de deadenilacion
CCR4-NOT o por la deadenilasa PARN (poliA ribonucleasa) (Chen & Shyu, 2010). La
deadenilasa que participa en la degradacién de un ARNm especifico depende de las proteinas
que interaccionan con el mismo. Luego de la deadenilacion, las enzimas de decapado DCP2 o
NUDT16 remueven el cap5’ (Parker & Song, 2004). Las actividades requeridas para el
decaimiento del ARNm en la via 5’-3” se concentran en cuerpos de procesamiento
ribonucleoproteicos citoplasmaticos (P bodies) que contienen ARNm, las enzimas de remocién
del cap 5’ (decapping) tales como Dcpl y Dep2 y enzimas hidroliticas 5°-3” (Xrnl) asi como
también proteinas que asisten el decapping tales como Dhhl, Patl, Edcl, Edc2 y Edc3 y el
complejo Lsm1-7 (Balagopal & Parker, 2009; Franks & Lykke-Andersen, 2008; Parker &
Sheth, 2007).

En tripanosomas, se han encontrado ortélogos de los complejos deadenilasa (Schwede et al.,
2008), de homologos de las proteinas Dhhl, SCD6 y XRNA (el ortélogo de Xrnl) (Holetz et
al., 2007; Kramer, 2012; Li et al., 2006), y una proteina ARN helicasa marcadora de P bodies
que es necesaria para la eficiente remocion del cap 5° de los ARNm antes de su degradacion
(Coller et al., 2001). A diferencia de levaduras y metazoarios, no se han identificado en el
genoma de tripanosomatidos enzimas de decapping (Dcpl y Dcp2) asi como tampoco las
proteinas que colaboran en este proceso (Lsm1, Edc3 y Patl), sin embargo, se ha detectado
funcién enzimatica de decapping en extractos proteicos de tripanosomatidos (Milone et al.,
2004). En este contexto se sugiere la existencia de una ruta especifica para el inicio de la
degradacion 5°de los ARNm que involucraria enzimas de decapping no candnicas en
tripanosomatidos (Kramer et al., 2010). Los intermediarios sin cap 5’ son degradados ya sea por
exonuclasas 5’-3” (J. Coller & Parker, 2004) o por el exosoma en direccion 3°- 5 (Dziembowski
et al., 2007; Haile et al., 2003; Li et al., 2006; Schaeffer et al., 2009).

En eucariotas puede ocurrir clivaje endonucleolitico mediante endonuclasas secuencia
especificas. Este mecanismo se ha visto involucrado en los procesos de vigilancia de la calidad
del mensajero como NMD o NSD (non sense mediated decay o non stop decay) o en respuesta
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a microARNs o siARNs (Parker & Song, 2004). A diferencia de la mayoria de las rutas de
degradacion de ARNm, el NMD se restringe solo para los ARNs recién sintetizados. En este
proceso, se eliminan los ARNm que poseen un codon de finalizacion de la traduccion prematuro
el cual es reconocido por un complejo proteico que incluye al factor UPF1 (Schoenberg &
Maquat, 2012). No esta claro si el proceso NMD clasico existe en tripanosomatidos, pero si se
ha descripto el homologo de este factor UPF1 en T. brucei (Delhi et al., 2011). Ademas, la
existencia de regulacion de la degradacion selectiva de ciertos ARNm sugiere fuertemente la
presencia de programas de decaimiento de ARN especificos también en tripanosomatidos (C.
Clayton et al., 2008).

Proteinas de union al ARN en T. cruzi

Dado que la regulacion de la expresion génica en Tripanosomatidos ocurre principalmente a
nivel post-transcripcional, las proteinas de unién a ARN (RNA Binding Proteins o RBPs, por
sus siglas en inglés) juegan un papel crucial en la regulacion de la expresion de genes en estos
organismos. Al unirse al mMARN las RBPs pueden mediar procesos tales como el transporte del
nacleo al citoplasma, la estabilidad, la degradacion, el trans-splicing y la traduccién de
mensajeros (Hentze et al., 2018). Figura 12.

La mayoria de las RBPs identificadas en T. cruzi no han sido aun caracterizadas, y muchas de
ellas parecen ser exclusivas de tripanosomatidos lo cual sugiere una funcion especifica del
parasito. Dentro de las pocas RBPs caracterizadas en T. cruzi se incluyen diversos motivos de
union al ARN (Aradjo & Teixeira, 2011; Kramer & Carrington, 2011). Se han identificado
proteinas con motivos dedo de Zinc tipo CCCH en tripanosomatidos (Caro et al., 2005; Morking
et al., 2004, 2012). Existe evidencia de que estas proteinas dedo de zinc (ZFP) tienen un rol en
procesos de diferenciacion y al menos una de ellas (ZFP3) funciona como regulador de la
traduccion (Kramer, 2012). Otro motivo de union al ARN caracterizado en T. cruzi son las
proteina de union a ARN especifica de secuencia Pumilio (PUM) que actla como un represor
postranscripcional presente en proteinas que regulan la expresion de ARNm mediante la
interaccion con secuencias especificas en la region 3’UTR a la vez que reclutan proteinas que
degradan el ARN o ejercen represion traduccional (Wharton & Aggarwal, 2006). Se han
analizado 10 proteinas con motivo Pumilio (proteinas Puf) en vsdsd y se las ha dispuesto en
diferentes grupos segun la prediccion de su probabilidad de unién al sitio candnico de unién a
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nano elemento de respuesta Pumilio (NRE) de 32pb. En el grupo 1 (TcPufl y TcPuf2) se
encuentran aquellas proteinas que se unen a la secuencia NRE completa. Las proteinas del grupo
2 (TcPuf3-6, TcPuf9) se unirian al menos a un motivo conservado dentro de la secuencia NRE,
mientras que las proteinas del grupo 3 (TcPuf7-8, TcPufl0) son més diversas y se unen a
secuencias diferentes al NRE (Caro et al.,, 2006). La interaccion con el NRE fue
experimentalmente probada para las proteinas TcPufl y TcPuf6 (Caro et al.,, 2006;
Dallagiovanna et al., 2005). Para TcPuf6 se identificaron mediante cromatografia de afinidad
en tandem ocho ARNmM blanco, los cuales aparecian disminuidos cuando TcPuf6 estaba
sobrexpresada indicando una funcién desestabilizadora de la proteina sobre sus ARNm blanco
(Dallagiovanna et al., 2008). Inicialmente, en el genoma de T. cruzi se identificaron 77 proteinas
de unién al ARN con el motivo RRM (De Gaudenzi et al., 2005), luego, con otros criterios de
busqueda, se identificaron 4 proteinas mas haciendo un total de 81 proteinas con RRM en T.
cruzi (Alves et al., 2013). Solo unas pocas de estas proteinas tienen ortélogos en otros eucariotas
gue no sean los Tritryps, alguna de ellas son la PABP, el factor de inicio de la traduccion elF3B
y el factor de splicing U2AF35. De las proteinas exclusivas de kinetoplastidos, solo unas pocas
han sido caracterizadas experimentalmente y todas ellas juegan un rol en la regulacion de la
estabilidad de los ARNm (Kramer & Carrington, 2011). Un ejemplo representativo de RRM en
T. cruzi es la proteina TcUBP1. TcUBP1 esta involucrada en la estabilizacion estadio especifica
de ciertos ARNm en el citoplasma (D’Orso & Frasch, 2001). La caracterizacion de esta proteina
surge con el objetivo de identificar factores de union a elementos ARE presentes en la region
3’UTR del ARNm de proteinas mucinas (TcSMUG) (Di Noia et al., 2000). Ademas de unirse a
tcSMUG, la proteina TcUBP1 interacciona con otros 39 transcriptos (Noé et al., 2008),
reconociendo un elemento estructural en forma de horquilla en la regién 3°’UTR de los mismos.
TcUBP1 puede homodimerizar y puede formar un gran complejo ribonucleoproteico junto con
la proteina TcUBP2 y la PABP (D’Orso & Frasch, 2002). Se postula que la proteina TcUBP1
es un factor desestabilizador ya que su sobrexpresion desestabiliza el ARNm que codifica para
TcSMUG (D’Orso & Frasch, 2001). Tanto TcUBP1 como TcUBP?2 se localizan principalmente
en el citoplasma del parasito, pero en condiciones de estrés nutricional, estas proteinas son
movilizadas a granulos de estrés (Cassola et al., 2007) participando en la proteccion de los
transcriptos asociados. En paréasitos estresados con arsenito, TcUBP1 y TcUBP2 se acumulan

gradualmente en el nucleo, lo que llevo a proponer que el RRM actuaria, al menos en el caso de
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TcUBP1, como sefial de localizacién nuclear (De Gaudenzi et al., 2005). Otras proteinas con
RRM estudiada en T. cruzi son la proteina TcCRBP3 que interacciona con un grupo de ARNm
los que mayoritariamente codifican para proteinas ribosomales (Noé et al., 2008) y la proteina
TcRBP40 que une algunos ARNm que contienen en sus 3’UTR secuencias ricas en AG (Guerra-
Slompo et al.,, 2012). La existencia de niveles adicionales de control, tales como el
procesamiento del ARNm, la exportacion de los ARNm al citoplasma, la modulacion de la vida
media de los ARNm o de las proteinas y las modificaciones post-traduccionales, sugieren que
la regulacion global de la expresion génica es un proceso bastante complejo en el que participan
varios factores en trans. La observacion de que muchas de las proteinas de unién al ARN en
tripanosomatidos carecen de un ortdlogo en otros eucariotas, provee una plataforma interesante
para identificar nuevos procesos y un uso potencial en el disefio racional de nuevas drogas. Sin
embargo, mientras que las proteinas de union al ARN toman cada vez més y mas relevancia en
diferentes aspectos de la regulacion post-transcripcional, se conoce ain muy poco sobre los

elementos reconocidos y la mecanistica de interaccion de las RBP en T. cruzi.

RNA pol Il transcription

Figura 12. Flujo general de la participacion de las Proteina de union a ARN (RBPs) en el
metabolismo del mRNA. Las RBPs nucleares interactian con dominios del mMRNA tan pronto
como comienzan a ser transcritos por la ARN polimerasa 11 (ARN pol I1) y modulan la
maduracion del ARNm (trans-splicing y poliadenilacién) y los procesos de exportacion
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nuclear. Cuando los ARNm llegan al citoplasma, las RBPs citoplasmaticas provenientes del
nucleo encaminan una sefializacion combinatoria determinando el destino de los ARNm
dirigiéndolos a la maquinaria de traduccion o a los granulos de RNP para su almacenamiento o
degradacion. Fuente: (Romagnoli et al., 2020).

Calmodulina

La calmodulina es una de las proteinas mas abundante del reino animal; su funcién se ha
asociado con el control de muchos procesos celulares, mediante la deteccion de trazas
intracelulares de Ca?* (Chin & Means, 2000; Klee & Vanaman, 1982). En mamiferos la
calmodulina ha sido descrita como una proteina polivalente que participa en diversas rutas
celulares, como por ejemplo en la sintesis y degradacion de nucle6tidos ciclicos y
fosfoinositidos, fosforilacién/desfosforilacion de multiples proteinas a través de varias proteinas
quinasas y fosfatasas especificas, transcripcion de genes y regulacion de diferentes sistemas de
transporte. Ademas, se ha estudiado su papel en el control del metabolismo, la organizacion del
citoesqueleto, la citocinesis, la contraccién muscular, osmosis, la exocitosis, la comunicacién
intracelular, la proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis (Benaim & Villalobo, 2002;
Carafoli et al., 2001; Chin & Means, 2000; Klee & Vanaman, 1982).

Rol de la calmodulina en las células en Tripanosomatidos

En tripanosomatidos calmodulina se ha asociado con multiples funciones diferentes como la
regulacion del crecimiento en T. brucei (Eid & Sollner-Webb, 1991), la estimulacion de la
fosfodiesterasa dependiente de calmodulina en T. cruzi (Téllez-Ifién et al., 1985), quinasa
dependiente de calmodulina en T. cruzi (Ogueta et al., 1994), transduccion de sefiales en la via
GMPc-6xido nitrico en T. cruzi (Paveto et al., 1995), y estimulacién de la membrana plasmatica
Ca?*-ATPasa de L. braziliensis (Benaim & Romero, 1990), L. mexicana (Benaim, 1996), T.
cruzi (Benaim et al., 1995) y T. brucei (Benaim et al., 1993).

Loci de calmodulinaen T. cruzi
T. cruzi presenta al menos ocho copias en tandem del gen de la calmodulina que codifica la

misma proteina, pero con diferentes espaciadores intergénicos y organizados en dos loci

36



diferentes: CAL A y CAL B, basados tanto en la longitud del espaciador intergénico como en

la transcripcion de ARNm de 1,6 y 1,1 kb, respectivamente (Chung & Swindle, 1990).

Dentro de los dos loci, los genes de calmodulina se han asignado como miembros de las familias
de genes CalA o CalB. El locus 2.65 contiene dos genes CalA (CalAl y CalA2) y un solo gen
CalB (CalBl). El locus 2.8 consta de tres genes CalA (CalA3, CalA4 y CalA5) y dos genes CalB
(CalB2 y CalB3). Tanto los loci de calmodulina como los genes de ubiquitina se transcribirian
a partir de la misma hebra de ADN que los genes de ubiquitina corriente abajo. La transcripcion
de los genes de calmodulina da como resultado la generacion de dos ARNm estables (Chung &
Swindle, 1990). La Figura 13. Muestra un diagrama del locus de la calmodulina en el haplotipo
Esmeraldo de T. cruzi CL Brener. Dos espaciadores de 1.388 y 702 nt separan los pares
TcCLB.507483.50 — TcCLB.507483.39 y TcCLB.507483.39 - TcCLB.507483.30,
respectivamente (Samudio & Brand&o, 2018).

ORF TcCLB,507483.50 Spacer ORF TcCLB.507483.39 Spacer ORF TcCLB.507483.30
\ R 1,338 mt e A e » oo e P
variable 5UTR variable 5UTR variable 5UTR
Mg g3 g6 54 - M ra0 135 128 i -93-90  -64 hl- Hy1g 112 -94-91 :1;'-::- "
FEIEILE I
T E A IR L 8 T (X S P ) ; ) { 3§ | 9 }
AG AG AG AG AC CG CG GG AG AG AG AG TG GG AG AG AG AG

Figura 13. Diagrama del locus de calmodulina de T. cruzi y frecuencia de las secuencias
variantes de ARNm. El locus muestra tres copias en tandem que estan separadas por dos
segmentos intergénicos de 1338 y 702 nt. Recuadro azul: ORF; barras coloreadas: UTR 5' que
resulta de los multiples sitios de empalme trans detectados en la etapa de epimastigote; en
naranja y amarillo el segmento 5'UTR comun a tres o dos ejemplares, respectivamente. Las
flechas y los nimeros a la izquierda del cuadro azul indican la posicién aproximada del sitio de
corte y empalme trans (y el dinucleétido respectivo debajo de las flechas), que también definen

el comienzo de 5" UTR en el genoma para cada ARNm. Fuente: (Samudio & Branddo, 2018).

En este estudio nos enfocamos en el disefio de una metodologia para lograr la capturar de
proteinas de union a ARN especificas que interactian con el motivo ubicado en el mMRNA

policistronico del espaciador menor del locus de calmodulina.
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS
Cultivo celular:

Las formas epimastigotas del clon 1551A5 de T. cruzi fueron cultivadas en medio LIT
suplementado con 10% de suero fetal bovino. Los pases de este clon fueron realizados cada siete
dias y solo se utilizaron cultivos en fase exponencial para realizar los experimentos (Camargo,
1964).

Extraccion de DNA:

Los parasitos en fase exponencial de crecimiento fueron centrifugados a 10,000g por 10 minutos
y el sedimento de los parasitos se lavo tres veces con PBS utilizando la misma velocidad de
centrifugacion. El sedimento obtenido fue re suspendido en 300l de PBS y el ADN fue extraido
utilizando el kit comercial Wizard Genomic DNA purification kit (Promega, USA) siguiendo el
protocolo del fabricante. La integridad del DNA fue evaluada en geles de agarosa 0.8% y el
DNA fue cuantificado mediante fluorescencia utilizando un equipo Qubit Fluorometric

Quantitation | Thermo Fisher Scientific, US.
Amplificacion del espaciador menor de calmodulina:

Para la amplificacion del espaciador intergénico se utilizaron los cebadores 5UTRcal y
T73UTRcal (tabla 1) (Branddo & Fernandes, 2006), los cuales hibridaron en regiones
conservadas del locus de calmodulina y amplificando el espaciador intergénico completo
incluyendo las regiones no traducidas de este gen. Ciento y cincuenta nanogramos fueron
utilizados en la reaccion de PCR con las siguientes condiciones de PCR: desnaturalizacién
inicial: 96°c por 1 minuto seguido de 35 ciclos de 96°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos,
72°C por 60 segundos y una extension final de 72°C por siete minutos. Los productos de PCR
fueron visualizados en gel de agarosa al 1.5% utilizando como amortiguador TBE 0.5X y tefiidos
con bromuro de etidio. Los resultados fueron foto documentados utilizando un sistema BioDoc-

Itm system de la empresa UVP. Para purificar los productos amplificados se utilizaron el kit
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comercial wizard SV gel and PCR clean-up system (Promega, USA) siguiendo las indicaciones

del fabricante.

Taba 1. Cebadores utilizados en este estudio.

Posicion en el
Nombre Secuencia espaciador menor
5UTRcal GGAGATCTGCTCGTTGGACA ORF
Aptamerl  CCGGCCCGCGACTATCTTACGCACTTGCATGATTC 295-312
TGGTCGGTGGGCGCAGCTCAGCTGT
Aptamer2 CCGACCAGAATCATGCAAGTGCGTAAGATAGTCG 355-354
CGGGCCGGTGGAGCAGAGAAGGAGGTTG
T73UTRcal TAATACGACTCACTATAGGG ORF
GGCCAAATCAACTACGAGGA

Clonacién de los Productos Amplificados:

Para clonar los productos de PCR se utilizo el kit pPGEM®-T Easy Vector (Promega, USA). Para
ligar el producto amplificado al vector pPGEM®-T Easy se calculd la proporcion inserto: vector
ideal para el producto amplificado y se colocé 1 a 3ul del producto amplificado siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las reacciones de ligacion y los controles fueron incubados por una
hora a temperatura ambiente y posteriormente a 4°C durante toda la noche. Después de la
ligacién cada reaccion fue almacenada a -20°C hasta su uso posterior. Para transformar las
células competentes se colocd 2ul de reaccién de clonacién en tubos de microcentrifuga
conteniendo 100ul de células competentes Escherichia coli del linaje DH5a previamente
descongeladas en hielo. Seguidamente los tubos fueron colocados en hielo, incubados por 15
minutos e inmediatamente sometidos a un chogue térmico a 42°C por un minuto. Posteriormente
se adiciono 1ml de medio LB sin antibiotico al tubo y las células fueron incubadas a 37°C por
50 minutos concluyendo de esta forma la etapa de transformacion. Placas de LB con ampicilina
a una concentracion de 100ug/ml, 40ug/ml de X-gal y 500 uM de IPTG en solucién fueron
preparadas para el cribado de colonias con el inserto. Al menos 20 colonias blancas fueron

escogidas y expandidas en medio LB con antibiotico (ampicilina 100pug/ml) para la purificacion
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del plasmido. Los plasmidos fueron purificados utilizando el kit Wizard® Plus SV Minipreps

DNA Purification System (Promega, USA) segun las recomendaciones del fabricante.
Secuenciacion:

Los plasmidos obtenidos de cada clon fueron secuenciados utilizando o kit BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems) siguiendo la metodologia descrita por el fabricante
(www.thermofisher.com). Para la reaccion de secuenciamiento se utilizd los iniciadores
5UTRcal y T7UTRcal (cuadro 1) y 50ng del plasmido. La electroforesis de los productos de la
reaccion de secuenciamiento fue realizada en un equipo Applied Biosystems modelo 3500xL
Genetic Analyzer 24-Capillary Array, 36 cm, utilizando la plataforma de secuenciamiento por
el método de Sanger del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud. La edicion
de las secuencias obtenidas y la eliminacion de las secuencias del plasmido fue realizada
utilizando la suite bioinforméatica UGENE (Okonechnikov et al., 2012).

Deteccion de Proteinas que se unen al espaciador menor de calmodulina.
Transcripcién in vitro:

Serd utilizo un método in vitro basado en la utilizacion de RNA como sefiuelo para determinar
las proteinas que se unen al espaciador intergénico del locus de calmodulina. Este método
céntrico es basado en la metodologia desarrollada por Butter y colaboradores (Butter et al.,
2009) en la cual las proteinas de un extracto celular son capturadas por un RNA unido a un
aptamero que tiene una alta afinidad por estreptavidina. Para tal fin se amplifico el espaciador
intergénico por extension de iniciadores utilizando el iniciador T75utrcal: 5'-
TAATACGACTCACTATAGGGGGAGATCTGCTCGTTGGACA-3' cuya secuencia en
negrita representa el promotor del fago T7 y el iniciador 3utrcalAPT: 5'-
GGTCAAATCAACTACGAGGAACCGACCAGAAUCAUGCAAGUGCGUAAGAUAG

UCGCGGGCCGGGG-3' que muestra en negrita la secuencia del aptamero S1 el cual se une
con alta afinidad a la estreptavidina. La insercidn de estos elementos dentro de la secuencia del
espaciador permitié la transcripcion in vitro de los fragmentos amplificados y la ligacién de los
mismos a esferas paramagnéticas de estreptavidina. La transcripcion in vitro se realizo

utilizando MEGAscript® T7 Transcription Kit siguiendo la metodologia descrita por los
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fabricantes (www.thermofisher.com). Después de la transcripcion in vitro, removimos los
nucleodtidos no incorporados, oligonucle6tidos cortos, proteinas y sales para purificar el RNA
transcrito utilizando el kit MEGAclear™ Kit siguiendo las instrucciones del fabricante
(www.thermofisher.com). El RNA transcrito fue cuantificado mediante fluorescencia utilizando
un equipo Qubit Fluorometric Quantitation | Thermo Fisher Scientific, US, Donde los tintes se
unen selectivamente a las biomoléculas de interés y la intensidad de la fluorescencia emitida

refleja directamente la cantidad de moléculas de ADN o ARN en la muestra.
Extracto celular de T. cruzi

Fueron utilizados cultivos en fase exponencial de crecimiento para preparar los extractos
celulares de T. cruzi. Los parasitos fueron lavados con PBS a 10,000g por 10 minuto. El
sedimento de los parasitos fue resuspendido en una solucion de M-PER y Halt™ Protease
Inhibitor Cocktail para extraer proteinas nucleares y citoplasmaticas siguiendo las indicaciones
del fabricante (www.thermofisher.com). Para la cuantificacién del extracto celular se utiliz6
Pierce BCA Protein Assay Kit siguiendo la metodologia recomendada por el fabricante

(www.thermofisher.com).
Captura de las proteinas que se unen al espaciador por RNA-Pull Down:

Veinticinco microgramos del RNA marcado con el aptamero S1 obtenido de la transcripcion in
vitro fue ligadas a esferas paramagnéticas de estreptavidina C1 (ThermoFisher Scientific) en un
amortiguador de ligacion a RNA [100 mM NaCl, 50 mM Hepes.HCI (pH7.4), 0.5% Nonidet P-
40, 10 mM MgCI2] incubando por 30 minutos a 6 °C con movimiento continuo. Posteriormente
las esferas fueron lavadas tres veces [150 or 250 mM NaCl, 50 mM Hepe.HCI (pH 7.4),0.5%
Nonidet P-40, 10 mM MgCI2], antes de incubarlas con 400ug de extracto de proteinas nuclear
y citoplasmaticas por 30 minutos a 6 °C, 40 unidades de inibidores de RNase (ThermoFisher
Scientific) y 20ug de tRNA de levadura (ThermoFisher Scientific). Después del acoplamiento,
ambas fracciones fueron combinadas y se les realizaron lavados astringentes para reducir las
uniones no especificas. La elucidn de los complejos de RNA-proteinas fueron hechas mediante
competitividad utilizando un amortiguador conteniendo 16 mM de biotina. Posteriormente se
realizd la digestion con tripsina en solucion y se quitaron las sales de las muestras mediante

desalinizacion (Rappsilber et al., 2003) y luego se realizd una electroforesis vertical de
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proteinas, en una camara marca, MINI-PROTEAN® SERIES Bio-Rad, para detectar la
presencia de las proteinas aisladas.

CAPITULO IV
RESULTADOS
Analisis in silico del transcripto sintético

Se realizo un analisis in sillico para insertar el aptamero alto de estreptavidina (S1) en el medio
del espaciador menor del locus de calmodulina. El gen de la calmodulina de T. cruzi (clon

CLBrener) (incluido el espaciador mayor y menor) se obtuvo de GenBank (nimero de acceso
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XM_802998.1, XM_802996.1 y XM _802995.1). Se realizo una simulacion de la estructura
secundaria ARNm del espaciador menor usando el software Mfold version 2.3 (Zuker, 2003)
antes y después de la insercion del aptdmero S1 en varios puntos de los espaciadores menores
hasta encontrar el sitio de insercion donde no existiera disrupcion de estructura secundarias. La
Figura 14 muestra el transcripto de ARN del espaciador menor del locus de calmodulina en su
estado natural y la figura 15 Muestra esta misma estructura mas la insercion del aptamero de

alta afinidad a estreptavidina sin disrupcién secundaria de su estructura nativa.
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dG = -192.90 19Sep04-12-15-13

Figura 14. Estructura secundaria putativa del espaciador menor del locus de calmodulina
estimado por el software Mfold.

44



N

Aptamero

dG = -215.00 19Aug12-11-57-46

Figura 15. Posicion de insercién del Aptamero en la base 312 del espaciador de calmodulina

estimada por el software Mfold.

PCR recursiva para insertar el aptdmero en el espaciador menor de calmodulina

Después del analisis in silico, se disefid una PCR recursiva (figura 16), método descrito por
primera vez por Walker y colaboradores (2008) para construir una secuencia sintética utilizando
el espaciador menor de calmodulina la cual incluyera el aptdmero de alta afinidad a
estreptavidina. Se pudo identificar todos los elementos del locus de calmodulina y disefiar todos
los cebadores (Tabla 1) necesarios para agregar el aptamero S1 en el espaciador menor mediante
el uso del paquete bioinformatico UGENE version 1.32.0. (Okonechnikov et al., 2012). Los
resultados de la amplificacion se muestran en la figura 17 donde se puede apreciar el tamafio de
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los fragmentos Aptal 374 y Apta2 531y posterior su recombinacion un fragmento total de 905
pb.
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Figura 16. Método utilizado para insertar Aptamero S1 en las bases 312 y 492 del espaciador

menor de calmodulina mediante PCR recursiva.
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M 100pb

Recombinado:
905 bp

Figura 17. Productos de PCR obtenidos por la PCR recursiva. M: Marcador de peso molecular
de 100 pb; Aptal: amplicdn aguas abajo; Apta2: amplicon corriente arriba; Recombinado:

producto de amplificacion obtenido por recombinacion.

Deteccion de Proteinas que se unen al espaciador menor de calmodulina
Transcripcién in vitro

Los resultados de la transcripcion in vitro los podemos apreciar en la figura 18. Se muestran 3
transcriptos (C) corresponde al control usado en la transcripcion, (R) corresponde al transcrito
sintético en el cual esta incorporado el ARNm del espaciador menor de calmodulina y el
aptamero de alta afinidad a estreptavidina y el (A) corresponde a un transcripto control el cual
incluye parte de la region promotora T7 del plasmido PGEM t easy y la secuencia del aptamero.
Comparandolos con un marcador molecular podemos apreciar que el transcripto R corresponde
en pares de base al amplicon sintético disefiado previamente por PCR recursivo. En la figura 19
podemos apreciar el resultado de la purificacion de los transcriptos, eliminando el ADN molde

y los nucledtidos no incorporados.
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Figura 18. Productos obtenidos mediante transcripcién in vitro. M= Marcador de peso
molecular; C= Transcripto control; R= Transcripto Recombinado; A= Transcripto del

Aptamero, control.

Figura 19. Purificacion con el kit MEGAclear™ Kit (ThermoFisher Scientific) de los productos
obtenidos por transcripcion in vitro. M= Marcador de peso molecular; C= Transcripto control;

R= Transcripto Recombinado; A= Transcripto del Aptamero, control.
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Extracto celular de T. cruzi

Los cultivos de T. cruzi en su fase exponencial fueron utilizados para lograr obtener los extractos
celulares. En la figura 20 se muestra el lisado del tratamiento con M-PER, en el transcurso de
15 minutos utilizando un bafio ultrasénico modelo Shield Ultrasonic SC-035 para aumentar el
rendimiento de las proteinas obteniendo una lisis completa de los parasitos. Posteriormente al
lisado celular realizamos una electroforesis de proteinas SDS page (figura 21) para determinar

el perfil de proteinas de T. cruzi.

Figura 20. Tratamiento con M-PER (ThermoFisher Scientific) y Halt™ Protease Inhibitor

Cocktail (ThermoFisher Scientific). A= Células de T. cruzi en fase exponencial; B= Células de
T. cruzi expuestas al tratamiento de M-PER; C= Resultado de la lisis celular.
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Figura 21. Gel al 12% tefiido con tincién de plata para observar el perfil de proteinas de T.
cruzi del extracto celular.Captura de las proteinas que se unen al espaciador por RNA-

Pull Down:

Los resultados de Pull Down se visualizaron por medio de una electroforesis de proteina SDS-
PAGE, empleando el sistema de electroforesis mini-PROTEAN Il de BIO-RAD y donde
confeccionamos los geles de 12% de acrilamida en funcion del peso molecular de las proteinas
que se iban a visualizar. En la estandarizacion se realizaron una serie de lavados para lograr
obtener solo aquellas proteinas de alta afinidad a nuestra secuencia sintética de ARN, en esta
estandarizacién podemos observar la figura 22, la cual presenta un lavado inicial y se apreciaban
una gran cantidad de bandas equivalente a las diferentes proteinas entre ellas no afines al ARNm
sintetico. En la figura 23 podemos apreciar un pull down con dos lavados, aun estos resultados
muestran abundantes proteinas posiblemente no afines a la secuencia sintética, por tal motivo
realizamos un tercer lavado (figura 24) donde se aprecia un perfil marcado de proteinas y
disminuyen las proteinas no especificas del ARNm sintético. Posteriormente se realizaron
cuatro, cinco y seis lavados (figura 25, 26, 27), a medida que iban aumentando los lavados
después del tercer lavado se iban perdiendo los perfiles de proteinas, por lo tanto con tres lavados
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concentraos en un concentrador plus vacufuge marca Eppendorf estos resultados se muestran en
la figura 28.

Figura 22. Gel al 12% tefiido con tincion de plata para observar los resultados de Pull Down

posterior a un lavado con el tampdn de lavado de ARN.
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Figura 23. Gel al 12% tefiido con tincidn de plata para observar el los resultados de Pull Down
posterior a dos lavados con el tapdn de lavado de ARN.

Figura 24. Gel al 12% tefiido con tincidn de plata para observar el los resultados de Pull Down

posterior a tres lavados con el tapdn de lavado de ARN.
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Figura 25. Gel al 12% tefiido con tincién de plata para observar el los resultados de Pull Down
posterior a cuatro lavados con el tapon de lavado de ARN.

Figura 26. Gel al 12% tefiido con tincidn de plata para observar el los resultados de Pull Down

posterior a cinco lavados con el tapén de lavado de ARN.

Figura 27. Gel al 12% tefiido con tincidn de plata para observar el los resultados de Pull Down

posterior a seis lavados con el tapdn de lavado de ARN.
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100 kDa

75 kDa

Figura 28. Resultados de la concentracion de proteinas posterior al pull down con tres lavados
de tapdn de lavado ARN. Posterior al Pull Down se concentraron las proteinas en alicuotas de
200 uL en un equipo Concentrator plus/Vacufuge® plus — Eppendorf, para mejorar su
visualizacion en el gel de poliacrilamida.

CAPITULO V
DISCUSION

La homeostasis del Ca?* es vital para todos los organismos por lo que proteinas implicadas en
la regulacion del Ca?* en parasitos se consideran objetivos quimioterapéuticos potenciales para
la busqueda de nuevos tratamientos de enfermedades parasitarias que ejerzan su accion a través
de la alteracion de la homeostasis del Ca?* intracelular (Benaim & Garcia, 2011). La alta
concentracion intracelular de este cation suele provocar la muerte celular, mientras en bajas
concentraciones intracelulares participa en la transduccion de sefiales y la activacion de algunas
enzimas (Zhivotovsky & Orrenius, 2011).

La calmodulina es una pequefia molécula proteica ubicua implicada en la sefializacion de Ca?*,
la cual regula la actividad de la bomba de calcio de membrana plasmética (PMCA), esta proteina
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es uno de los principales transportadores de Ca?*, responsable del mantenimiento de la
concentracion basal de Ca* a nivel submicromolar en eucariotas (Di Leva et al., 2008). Siendo
calmodulina una de las principales proteinas implicadas en el metabolismo del Ca®* hemos
decidido capturar proteinas que participen en la regulacion de la expresion genética de la misma,
sabiendo que en parasitos como T. cruzi la expresion genética es postranscripcional, por lo tanto,
posibles moléculas proteicas encontrada en la regulacion de Calmodulinaen T. cruzi solo estaran
relacionadas a este grupo de organismos Protozoos parasitarios, por lo que seria blancos

moleculares especificos para el desarrollo de nuevos farmacos.

Para la captura de estas proteinas hemos empleado un ensayo pull down el cual consistio en
disefiar un ARN sintético del espaciador menor del locus de calmodulina (EMLC) unido a un
aptamero de alta afinidad a estreptavidina con el fin de capturar solo aquellas proteinas que
tengan dominios afines al ARN transcrito del EMLC, para el desarrollo de este estudio
comenzamos con el disefio in silico del EMLC. Su estructura nativa se presenta en la figura 14
en la cual se muestra el ARN transcrito y los motivos de uniones a proteinas, esta figura es el

resultado de la prediccion del software Mfold version 2.3 (Zuker, 2003).

La captura de las proteinas afines a la region transcrita del EMLC en los ensayos pull down se
ve facilitada por una etiqueta de afinidad de ARN altamente especifica que permite la
recuperacion selectiva de todas las proteinas asociadas con el ARN etiquetado en condiciones
no desnaturalizantes. Sin embargo, se han identificado relativamente pocas etiquetas de afinidad
de ARN. En investigaciones anteriores han desarrollado ejemplos de etiquetas como la
estructura de horquilla de ARN especifica que se une a la proteina de la cubierta del bacteriéfago
MS2, las horquillas "boxB" nacientes de los bacteriéfagos A y P22, "StreptoTag" que se une a
la estreptomicina (Bachler et al., 1999; Windbichler & Schroeder, 2006), el aptamero de ARN
J6f1 que se une a la tobramicina (Hartmuth et al., 2004) Aptdmero de ARN ENREF 6y S1 que
se une a la estreptavidina (Srisawat & Engelke, 2001). El aptamero S1 fue el que decidimos
utilizar en nuestro ensayo por la facilidad que nos brinda la biotina para eluirlo de la
estreptavidina por competitividad demostrado en ensayos realizados y publicados anteriormente
por Srisawat y Engelke (Srisawat & Engelke, 2001).

Posteriormente a la escogencia de la etiqueta del aptamero S1 tuvimos la tarea de incorporarlo
a la estructura secundaria RNA del espaciador menor de calmodulina, sin perturbar su estructura
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nativa, con la ayuda del software Mfold version 2.3, realizamos la incorporacion in silicio del
aptamero S1 al espaciador menor de calmodulina, en la figura 15 se aprecia como quedo el
aptdmero S1 sin causar modificaciones a la estructura RNA del espaciador menor de
calmodulina. Otros autores como (Bunka et al., 2011) han utilizado este software para analizar
el plegamiento de los ARN, dando resultados considerable sobre la estructura nativa de estas

moléculas.

Después de esta evaluacion primaria, diseflamos un enfoque de PCR basado en una PCR
recursiva para el disefio de un gen sintético, método descrito por primera vez por (Walker et al.,
2008). Para el disefio de la PCR recursiva utilizamos la estructura generada con el software
Mfold (figura 15) identificando todos los elementos del locus de calmodulina, disefiamos los
conjuntos de cebadores (tabla 1) necesarios para agregar el aptdmero S1 en el espaciador menor
de calmodulina utilizando el paquete bioinforméatico UGENE version 1.32.0. (Okonechnikov et
al., 2012).

Los resultados finales de la PCR recursiva los podemos observar en la figura 17, dos fragmentos
iniciales (Apta 1= 334 pb y Apta 2= 531 pb) y un fragmento recombinado entre apta 1 y 2 que
es de 905 pb, este ultimo representa el espaciador menor del locus de calmodulina junto con el
aptdmero S1. Este fragmento recombinado se purifico para posteriormente ser trascrito y
utilizado como anzuelo de captura de proteinas. La PCR recursiva se pudo utilizar para construir
ADN largo de doble cadena a partir del conjunto de cebadores apropiadas. Este método recibe
su nombre por su similitud con la recursividad en las aplicaciones de matematicas e informatica.
La PCR recursiva también se denomina PCR de ensamblaje (Stemmer et al., 1995), ensamblaje
de superposicion paralela (Ouyang et al., 1997) o ensamblaje de ciclos de polimerasa (Smith et
al., 2003). La PCR recursiva tiene ventajas como: (i) sintesis en un solo recipiente, (ii) un solo
producto dominante, (iii) velocidad: a menudo requiere menos de un dia, (iv) eficiencia material:
la sintesis quimica requiere solo la mitad del producto de ADN duplex (Xiong et al., 2004). Lo

que nos facilitd la sintesis de nuestro gen sintético.

La amplificacion del gen sintético realizada por PCR recursiva fue confirmada mediante una
secuenciacion Sanger donde el archivo fue recibido en formato ABI y se visualizo en el

programa UGEN Posteriormente se llevo a cabo una busqueda de la secuencia del espaciador
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menor de calmodulina y la secuencia del aptamero dando resultado arriba del 90% de identidad

de la secuencia que buscamos.

Teniendo el amplicon de nuestro gen sintético el paso siguiente fue realizar una transcripcion in
vitro (figura 18) y purificacion de los transcritos (figura 19) para posteriormente obtener el ARN
transcrito del EMLC.

Como es un ARN sintético marcada con el aptdmero S1 y utilizado en el ensayo de captura de
proteinas, utilizamos como control de captura la transcripcion del aptdmero S1 sin la secuencia
del espaciador menor de calmodulina. En la figura 19 esta representado el transcrito con la banda
(A) el cual es el transcrito del aptdmero S1 y banda (R) representa el transcrito recombinado del
espaciador menor mas el aptdmero S1. Los ARN sintéticos se puede sintetizar a través de la
transcripcion in vitro a partir de un molde de ADNCc con (p. ej., SP6 o T7) (Yisraeli and Melton
1989). Agregarle un promotor T7 a nuestra secuencia sintética nos facilito la sintesis de nuestro
ARN de captura.

Para desarrollar el pul down utilizamos el lisado de T. cruzi (figura 20) y como anzuelo de
captura de proteinas se utilizé el ARN sintético recombinado y el control el ARN sintético del
aptamero, esto permitié capturar proteinas afines al transcripto del espaciador menor de
calmodulina, uno de los pasos fundamental en los ensayos pull down es el lavado o eliminacion
de proteinas no afines a las regiones. Nosotros ensayamos desde un lavado hasta seis lavados
(figura 22-27), en los cuales con tres lavados mostros mejor resultados en los geles de SDS-
Page. Otros autores como (Scherer et al., 2020; Zhang et al., 2015) en sus investigaciones de

proteinas de union a ARN también han aplicado tres lavados y han tenido buenos resultados.

En la figura 28 se puede apreciar el resultado de la tincidn de plata para los pull down (P1, P2y
P3), concentrados en un concentrator plus/vacufuge® plus — Eppendorf, en esta figura las
bandas de proteinas se ven mas evidente y podemos apreciar un patron de banda en el control
de captura (ARN transcrito del aptamero S1) y en los ensayos con el transcrito de interés (ARN
recombinado). Este patrén que no se pudo eliminar mediante los lavados posiblemente se trate
a la estreptavidina restante ya que se encuentra segun el marcador molecular posterior a los 50

kDay la misma tiene un peso de 52,8 kDa.
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Las otras bandas observadas (Figura 28, P1, P2 y P3) posiblemente sean proteinas capturadas
que participan en la regulacion de la expresion genética de calmodulina uniéndose al transcripto
del EMLC. En el 2018 Ruiz et al. utilizaron ensayos pull down para identificar y caracterizar
proteinas que participan en la regulacion de la expresion geénica en tripanosomatidos,
especificamente proteinas implicadas en la regulacion posterior a la transcripcion de los genes
HSP70 de Leishmania braziliensis (Ruiz et al., 2018). A diferencia de su trabajo nosotros
solamente capturamos las proteinas afines a la region transcrita del EMLC, estas proteinas

posteriormente serdn secuenciadas, analizadas y caracterizadas.

El pull down puede utilizarse para encontrar la secuencia de ARN con la que interactda las
proteinas de union al ARN. Ademas, este método permite la identificacion de todas las proteinas
que interactdan con el ARN si la metodologia es seguida por espectrometria de masas. En
resumen, este método puede identificar con éxito la interaccion de una proteina enddgena (o

recombinante) con ARNSs de interés sintetizados in vitro (Panda et al., 2016).

Los resultados encontrados nos permitieron capturar proteinas afines al EMLC, para poder
identificar y caracterizar estas proteinas seran necesario realizar una secuenciacién de proteinas

y posteriores andlisis bioinformaticos.
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CAPITULO IV

CONCLUSION

Desarrollamos una metodologia que nos permitio captura y aislar proteinas ligantes que se unen
a elementos de secuencias del espaciador menor del locus de calmodulina de T. cruzi. La misma
representa una herramienta Util para el estudio interaccién proteina-ARN entre motivos de
secuencia y proteinas diana involucradas en importantes funciones bioldgicas esenciales para la

supervivencia de T. cruzi.

Para el desarrollo de esta metodologia tuvimos que amplificar el espaciador menor del locus de
calmodulina de T. cruzi, posteriormente disefiar un PCR recursiva para incorporar la secuencia
de ADN de un aptamero S1 de alta afinidad a estreptavidina a la secuencia de ADN del
espaciador menor de calmodulina sin perturbar el transcripto generado naturalmente. Con el
disefio establecido transcribimos el espaciador menor de calmodulina, junto al aptamero de alta
afinidad a estreptavidina, lo que permitié utilizar este transcripto como anzuelo de captura de

proteinas en un ensayo pull down.

PERSPECTIVA

» Secuenciar las proteinas capturada con la metodologia Pull Down.
« Utilizar la misma metodologia en los diferentes estadios del parasito.

» Separar el nucleo del citoplasma de T. cruzi por ultra centrifugacion y trabajar con estos
componentes por separados.

» Disefar una estrategia que permita encontrar moléculas que intercalen con las proteinas

aisladas como futuro prometedor de dianas y compuestos terapéuticos.
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