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1. RESUMEN

La estructura de la cromatina ha sido estudiada extensamente, principalmente en eucariotes
superiores. En base a dichas investigaciones, sc ha planteado un modelo consistente para los
diferentes niveles de organizacidn de 1a cromatina en ¢l que la unidad estructural es el nucleosoma.
Esta entidad estd constituidA por un octdmero de cuatro tipos de proteinas bdsicas, las histonas,
y un segmento de ADN de alrededor de 200 pares de bases. E1 ADN da dos vueltas sobre Ja

superficie externa del octdmero y su trayectoria ¢s sellada por un quinto tipo de histona.

Aunque el nucleosoma es una partfcula bastante conservada en eucariotes superiores, hay
cada vez mas evidencias de que existen diferencias importantes tanto morfolégicas como
bioqufmicas en eucariotes inferiores. Dichas diferencias pueden ser atribuidas al companente

proteico de la cromatina: 1as histonas.

Estudios previos en Trypanosoma cruzi muestran un comportamiento estructural de su
cromatina que parece diferir sustancialmente al de otros eucariotes superiores, por lo que en el
presente estudio se realizé una caraclerizacion electroforética y de composicién de aminodcidos
de las histonas de este organismo. Se encontraron diferencias en el patron electroforético de las
nucleoproteinas de 7. cruzi en dos sistemas distintos. Se determing la basicidad de cada una de
las proteinas bisicas mediante electroenfoxque. La comparacicn de 1a composicisn de aminodcidos
de estas proteinas con las histonas del micleco nucleosomal de eucariotes superiores mostré un
aceptable grado de homologfa con las histonas H3 y H4. No obstante 1a divergencia con H2A y
H2B y Ias histonas tipo H1 es muy grande.



Una banda de alta movilidad, H6-u, que habfa sido reportada por atros autores como una
posible H1 resultd tener un tamafio similar a las histéngis dél“micle‘o nuceosomal. Esta proteina
posee caracterfsticas muy peculiares ya que su alta basicidad no refleja su contenido aparente de

aminodcidos.

También se reporta, por primera vez, la presencia de una proteina que por su tamafio y
riqueza relativa de lisina se asemeja mds a las histonas del tipo H1 que las que describen otros

autores.

Los resultados de este trabajo apoyan la nocion de que 7. cruzi posee un grupo completo
de histonas que, aunque muestran diferencias notubles con respecto a las de eucarioles superiores,
comparten caracterfsticas funcionales esenciales. Estos datos plantean una caracterizacidn mis
profunda de la estructura de la cromatina de este pardsito a fin de tener un mayor entendimiento

de sus mecanismos de expresion génica.



2. INTRODUCCION

2.1 Estructura de la cromatina

La cromatina de organismos eucariotes ha sido ampliamente estudiada a nivel morfélogico
y bioqufmico. Esto ha conducido a establecer un modelo estructural que propone una organizacién
en subunidades repetidas regularmente llamadas nucleosomas. Estas son el resullado de la

interaccidn entre el ADN y un grupo de proteinas bdsicas llamadas histonas (Gasser, 1987).

Asf pués, el nucleosoma es la unidad fundamentzl de la cromatina y estd constituido por
un segmeato de ADN, cuatro pares de las histonas H2B, H2A, H3 y H4 que forman una

estructura Hamada micleo nucleosomal, asf como una molécula de un quinto tipo denominada H1

que se localiza en el espacio internucleosomal. Esta organizacidn se tra consi e

a través de las especies estudiadas (Richard, 1984).

El papel de las histonas del micleo nucleosomal estf asociado principalmente con la
estructura del nucleosoma, mientras que la funcién mds imporiante de la histona Hl es la
formacisn del filamento nucleosomal y de la estructura solenoidal o condensada de la cromatina
(Thomas, 1983).

Esta visién ha sido conformada principalmente de los estudios realizados en eucariotes
superiores y plantas, debido a que la metodologfa utilizada en estos sistemas biolGgicos permitié
un aislamiento relativamente fdcil para la caracterizacion del material genético. Sin embargo, el

estudio de la cromatinz en eucariotes inferiores ha sido un proceso mds lento debido a las



dificultades inhierentes que implica su aislamiento, por lo que hasta recientemente se han
encontrado cada vez mds evidencias que revelan importantes diferencias estructurales de su

cromatina con respecto a organismos filopeneticamente superiores.

A fin de realizar un andlisis comparativo entre diferentes clases de organismos, es
necesario revisar las caracterfsticas mis relevantes que posec la cromatina de eucariotes superiores

como sisterna de referencia, haciendo énfasis en €l papel de las histonas.

La elucidacidn de Ja estructura cromatinica en eucariotes superiores se llevs a cabo en hase

a evidenci Q.KVLI.

surgidas de lineas independientes de investigacidn y que
proporcionaron consistencia al modelo resultante. Esta estrategia s¢ bas$ en estudios de
microscopfa electrénica, digesticn de la  crommting con nucleasas y la reconstitucidn de Ia

cromatina y partfculas nucleosomales con histonas en solucién (Kornberg, 1977).

2.2. Microscopfa clectrénica

Thoma y Cols. (Thoma, 1979), describieron los resultados de un estudio sistemdtico de
los efectos de la fuerza idnica en la morfologfa de ta cromatina fntegra y de la cromatina carente
de la histona I11. Cstos autores encontraton que la cromating se repliega progresivamente desde
un filamento de nucleosomas a una concentracion de alrededor de TmM de sal monovalente,
pasando por estructuras intermedias helicolidales, hasta terminar como una fibra gruesa de 250

D de didmetro, a una concentracién de 60 mM de sal.

La cromatina que carece de HI también se condensa a medida que aumenta la fuerza idnica

pero no de manera tan densa ni formando estructuras tan definidas come la cromatina completa,



En este estudio, se demostré que 1a trayectoria de la cadena de ADN iniciaba y terminaba

en el mismo punto del nucleosoma, sugiriendo la exi ia de un ismo para sellar el sitio

de entrada y salida de la cadena de ADN, concluyéndose que 1a H1 estabiliza el nucleosoma.

Estos hallazgos concuerdan con los resultados de cristalograffa de rayos X sobre la
estructura interna del nucleosoma realizados por Finch y Klug (Finch, 1978a; Kiug, 1977),
generando el modelo del nucleosoma, donde fa H1 estd unida a la regidn en el punto en que se
completan las dos vueitas del DNA, Esta particula constituye el nucleosoma y tiene 166 pares
de bases (pb).

2.3. Digestién con nucleasas

El uso de algunos tipos de nucleasas, principalmente 1a nucleasa de micrococos y la de
estafilococos, en los estudios de Hewish y Lutter (Hewish, 1973; Lutter, 1979), proporcionaron
fa evidencia bioquimica de una estructura constituida por elementos repetidos de la cromatina.

El patron electrofordtico de digestion de cromatina con nuch genera

I s de ADN que
son multiplos del fragmento mds pequeiio obtenido en condiciones controladas de la accién
enzimdtica, que es de 166 pb y corresponde al mononucleosoma. Otra barrera a 1a digestion se
encuentra a los 146 pb, denominado micleo nucleosomal. Si la digestitn continda, desaparece esta

partfcula y se generan particulas sub-nucleosomales.



2.4. Reconstitucién de cromatina

Por .mra par'tc, Kornberg y Cols. (Kornberg, 1974a; Komnberg, 1974b) demostraron (ue
las histonas se asocian en solucién siguiendo un patrén especffico. La H3 y 1a H4 de timo de
ternera forman el tetrémero (H3) ,(H4),, al interaccionar un par de cada una. Ademds, encontraron
que un complejo de estos tetrdmeros con oligdmeros de H2A, H2B y DNA producen el patrén
caracterftico de rayos X que tiene la cromatina y que la presencia de tetrdmeros y oligdmeros es
necesaria para generar esta estructura, Estos estudios mostraron que a histona HI, aparentemente

no participa en la formacion de la partfcula nucleosomat.

Las conclusiones a que llegaron los autores son que la H3 y la H4 forman una estructura
especffica que constituye el niicleo del octdmero. La H3, H4, H2A y H2B actuan juntas y forman
con un segmento de DNA 1 estructura repetida responsable del patrdn de rayos X que caracteriza
de la estructura de Ta cromatina. Estos experimentos establecicron [a  mancra en que estdn

orpanizados los nucleosomas en la fibra de la cromatina.

2.5. El nucl y cl filamento nucleosomal

El arreglo lineal repetitivo de nucleosomas es una fibra de {0 nm de didmetro, lamada
filamento nucleosomal. Cada nucleosoma contiene alrededor de 200 pb de ADN (la longitud varia
desde 166 a 241 ph, dependiendo del organismo) asociado con el octdmero de proteinas que se
describid anteriormente. El DNA estd organizado en 2 vueltas de alrededor de 166 pb, que son
selladas por 1a unién de la histona Hi en los puntos de entrada y salida del ADN. Los 34 pb de
bases restantes de DNA {cuando €| valor de repeticién es de 200 pb) comprenden ¢l DNA

concatenador gue conecta un nucleosoma con el siguiente y aporta una regida del sitio de enlace



de H1. La longitud del concatenador puede variar desde casi cero hasta alrededor de 80 ph de las
cromatinas de diferentes fuentes (McGhee, 1980).

La estructura nucleoproteica de la cromatina aparenta un collar de cuentas obsrevada al
microscopio clectrdnico y 1a alternancia del ADN altamente protegido (micleo nucleosomal) y el
ADN mis expuesto (concatenador), explica la susceptibilidad diferencial del ADN a las nucleasas,

como la nucleasa micrococal (Kornberg, 1977; Igo-Kemenes, 1982; Thomas, 1983).

La digestién completa de todos los DNA concatenadores da origen 2 una sola poblacidn
de mononucleosomas, mientras que la digestidn parcial genera poblaciones de oligonucleosomas
de diversos tamafios, que pueden fraccionarse por sedimentacion mediante gradientes de sacarosa.
Los mononucleosomas que contienen la longitud completa de repeticién del ADN (p. ¢j. de 200
pb en higado de rata) pueden ser cortados exonucleolfticamente por nucleasa de micrococos en dos
etapas discretas, primero en 166 pb y finalmente en 146 pb, lo que indica que las interacciones
histonas-ADN proporcionan obstdculos a una mayor digestién. Las partfculas de 166 pb y 146 pb
son denominadas, respectivamente, el cromatosoma y el nidcleo nucleosomal. Esta wltima no
contiene H1, demostrando que fos 10 pb de los extremos del ADN del cromatosoma participan
en la unidn a H1 (Allan, 1980).

Los trabajos de difraccién de rayos X de cristales simples, combinada con microscopfa
electronica, realizados por Finch (Finch, 1977 y 1981) y los de difraccién de neutrones hechos
pbr Bentley (Bentley, 1981) muestran que la parifcula del niicleo nucleosomal tiene forma
cilfndrica de 11 nm de difmetro y 5.5 nm de altura y contiene dos vueltas de ADN con alrededor
de 80 pb por vuelta.



La manera en que se encuentra Ia cadena de nucleosoma en la forma extendida de Ia

- cromatina se muestra en la figura 1, La unién de H1 en los puntos Je entrada y.salida del ADN
enel nucleo'soma, a través de su dominio central globular (Allan, 1980), explica la apariencia de
zigfzég en micmgraffés electrénicas del filamento nucleasomal en condiciones de baja fuerza
ionica, en contraste con la apariencia de cuentas sobre un collar del filamento carente de H1

(Thoma, 1979).

Las micrograffas electrénicas de cromosomas en metafase y de secciones delgadas de
niicleos en interfase en ausencia de agentes quelantes (Ris, 1979; Davis, 1976), asf como las
preparaciones de cromosomas en metafase (Rattner, 1978), sugicren que el siguiente nivel de
plegamiento de! filamento nucleosomal (la "estructura de ordea superior”) es [a fibra de 25 a 30
nm. La naturaleza de este plegamiento ha sido objeto de cierto debate pero en general existe
acuerdo en que la H1 es esencial para la formacion del mismo. La mayor parte de a evidencia
apoya el modelo solenoidal, en ¢l que l2 fibra de 10 nm se enrolla continnamente en una hélice

de contacto de alrededor de 6 nucleosomas por vuelta (Finch & Klug, 1976).



Cadena de DNA nucleosomal
(~ 2vueltas alrededor del octamero
de histonas = 140 ph)

Filamento de 10 nm

<>
Porcion del DNA

concatenador protegido
por H1 =20 pb

e
DNA concatenador = 60 pb

Figura 1. Modelo que ilustra los nucleosomas a lo largo de la fibra de la cromatina
extendida (Alberts, 1994)



En resumen, hay bastante evidencia que apoya la visidn de que la fibra de cromatina de
30 nm de didmeifo ¢s una hélice de contacto o solencide conformada por alrededor de seis
nucleosomas por vuelta. En base a los experimentos de microscopfa electrdnica de Finch (Finch,
1976) y a la refteccidn de 11 nm en el patron de de rayos X de fibras plegadas de cromatina
(Sperling, 1977), se ha propuesto que los cromatosomas se ordenan a través del contacto de sus
oritlas en el solenoide proyectando radialmente sus caras del eje del solenoide y alineadas de forma

mis 0 menos paralela al eje, como se muestra en la figura 2 (Thoma, 1979).

En este contexto, es importante sefinlar que las caracteristicas estructuraies mds
conservadas en el nucleosoma son el tamafio del ADN que envuelve al octdmero de histonas, que
es de 166 pb, y Ia secuencia primaria de lus histonas del micleo nucleosomal, particularmente H4
y H3. Como ejemplo de esle conservativismo se dehe mencionar la diferencia de sélamente tres

residuos de aminodcidos entre [a histona H4 de timo de ternera y la de chicharo (Isenberg, 1979).



p
& P

Viad NFS
i

Corte transversal

Figura 2. Empacamicnto de los nuclcosomias en un solenoide. Cuando la
cromatina se extrae bajo condiciones apropiadas de fuerza idnica, se aisla en forma
compacta. Los estudios ffsicos muestran que [a estructura es una hélice con seis
nucleosomas por cada vuelta, orientados en la manera que se muestra aqui.
(Alberts, 1994)
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2.6. La cromatina de tripanosomdtidos

La mitosis en los tripanosomdtidos estd caracterizada por la carencia de cromosomas

condensados, la presencia de la membrana nuclear durante ef ciclo de dw s n4 celular y de placas
mitdticas densas asociadas a un huso intranuclear (Solari AJ , l§80; Solari Al, 1985). Algunas
de estas carscteristicas son comunes a otros eucariotes inferiores, lo que ha dado Jugar a un estudio
mds profundo de! material gendtico de dichas especies por diversos grupos de investigacién. Hasta

a definir las

ahora, esta bifsqueds janzas y diferencias estructurales que existen entre

J

la cromatina de eucariotes superiores e inferiores.

Por su parte, los nucleosomas son las unidades hidsicas estructurales de la cromatina de fos
tripanosomas americanos y africanos (Rubio, 1980; Astolfi 1980; Pinheiro, 1981). Asf puds,
estos autores han reportado la peesencia de cuerpos nucleosomales como perlas de un coblar en
preparaciones de microscopfa electrdnica de cromatina de tripanosomas, unidades discretas de
digestitn con nucleasa de micrococos y [a existencia de un conjunto de proteinas bdsicas nucleares
con caracterfsticas electrofordticas similares a las histonas. Trypanosoma cruzi y Trypanosoma
brucei tambidn muestran un patrdn de condensacion cromatinicy dependiente de I prescacia de
una histona H1 heterdloga (de hfgado de rata) y de Ia fuerza idnica (Hecker, 1985). Estas
caracterfsticas revelan semejanzas de una manera gruesa a [a cromatina de eucariotes superiores;

sin embargo, estudios m:s detallados muestran diferencias importantes.

Respecto a la digestion con nucleasa, no existen evidencias claras de la existencia de un
fragmento de 146 ph en 7. cruzi correspondiente al micleo nucleosomal, ya que al continuar la
digestién de la banda del mondniero (el mononucleosoma, de aproximadamente 170 pb), no existe

la pausa de 146 pb correspondiente al cromatosoma (Rubio, 1980),

12



Por otra parte, el patrén de compact to de la ina de tripanosomas en T. brucei

y T. cnzi estd notablemente menos condensado y muestra una forma mds desordenada que el de
eucariotes superiores cuando se reconstituye la cromatina en 100 mM de sal (Hecker, 1985). En
lugar de las imidgenes compactas y definidas, aparecen estructuras como masas enmaradiadas al

microscopio electrénico.

Como resultado de las diferencias anterjores, las investigaciones se enfocaron al estudio
del componente proteico del nucleosoma, las histonas, a fin de explicar el comportamiento de la
cromatina de estos tripanosomitidos. La caracterizacion de Jas proteinas bdsicas nucleares de
tripanosomas, en ¢l caso de las probables histonas que constituyen el niicleo nucleosomal, se ha
realizado esencialmente a través del andlisis electroforético en diferentes sistemas, la composicién
de aminodeidos y sec facion de frz vs peptidicos (Rubio, 1980; Toro, 1988 y 1990;
Bender, 1991; Bender, 1992a ).

En general, los tripanosomdtidos contienen un grupo de proteinas bdsicas equivalentes a
las histonas del nicleo nucleosomal, aunque con diferencias importantes. Estas caracterfsticas
también son comunes a otros microorganismos eucariotes como Crithidia fasciculata (Duschak,
1990), Neurospora crassa (Goff, 1976), Oxytricha spp. (Caplan, 1975) y Tetraliymena pyriformis
(Gorovsky, 1974). De esta manera, en las especies que se han estudiado mds, 7. brucei y T. crud,

se han encontrado la mayor cantidad de datos sobre la composicién y estructura de su cromatina,

En tanto, la caracterizacion de las probables histonas H1 se ha llevado a cabo mediante la
evaluacién de las propiedades funcionales de éstas, que consisten en inducir la condensacicn
dependiente de sal de Ja cromatina (Burri, 1993) y su solubilidad diferencial en dcido percldrico
(Toro, 1988). Los resultados muestran diferencias tanto en la cantidad de este tipo de histonas

como en su comportamiento.



EnT. cruzi y en T, brucei se han encontrado consistentemente un grupo de proteinas tipo

histonas con un patrén electroforético muy d] al de las histonas de eucariotes superiores.

En geles deAdodecil'aulfato de sodio-poliacrilamida aparecen 4 bandas de movilidad muy parecida
a las histonas del niicleo nucleosomal (Rubio, 1980; Toro 1988; Hecker, 1985); sin embargo,
hasta ahora no se ha propuesto una equivalencia a la histona H1 en base a su migracidn (tzmafio

molecular) en este sistema de electroforesis.

Ya que la superestructura de cromating es dependiente de la histona H1, los estudios
posteriores han estado orientados en gran medida a Ia caracterizacion de las histonas de
tripanosomas con objeto de etucidar sus propiedades estructurales y su posible impacto en [a
funcidn de la cromatina. De esta manera, cada vez hay mayor cantidad de evidencias que revelan
las diferencias estructurales entre eucarintes inferiores y superiores en varios niveles de

organizacisn de la cromatina.

Existen atin varias interrogantes sobre el papel que juegan las histonas de 7. cruzi en It
estructura y en consecuencia, en la funcidn de la cromatina, Para obtener un mayor conocimiento
que contribuya a esclarecer algunas de estas preguntas, en este estudio se plantearon los objetivos

gue se describen a continuacidn.



3. OBJETIVO

3.1. Objetivo General

Caracterizar las proteinas bdsicas nucleares de Trypanosoma cruzi y compararlas con las
de cucariotes superiores para conocer sus diferencias y semejanzas en determinadas propiedades

estructurales.

3.2. Objetivos especificos

1) Realizar un andlisis comparativo del comportamiento electroforético entre las
nucleoproteinas de T. cruzi en geles de poliacrilamida en dodecil sulfato de sodio y en urea-dcido

acético,

2) Estimar la carga neta de las proteinas nucleares de 7. cruzi mediante la determinacidn

de sus puntos isoeléctricos.

3) Determinar la composicion de aminodcidos de cada una de Jas nuclcoproteinas de T.

cruz.

4) Comparar las nucleoproteinas de 7. cniwi con las histonas de timo de ternera y eritrocito

de pollo.



Los resultados aqui obtenidos confirman Ia semejanza de estas proteinas bdsicas con las
histonas de- eucariotes superiores en cuanto # que comparten caracterfsticas conservadas,
esencialmeﬁle en Tas histonas del nicleo nucleosomal, H3 y H4. Por otra parte, s¢ muestran
diferencias importantes en la(s) proteinas(sy del tipo de las Hl, que se reflejan en su movilidad
clectroforética, composicién de aminodcidos y carga neta, Estos resultados difieren de estudios
similares realizados en tripanosomdtidos incluyendo 7. cruzi, ya que sugicren la existencia de una

presunta histona del tipo H1 que no habfa sido deserita.

16



4. MATERIAL Y METODOS

4.1, Cultivos celulares

Un aislado mexicano de T. cruzi obtenido de Triatoma barberi en La Cruz, Jalisco, se
cultivé primero en un medio bifdsico NNN de agar-sangre y posteriormente se subcultivé al
medio axénico libre de células llamado LIT (Camargo, 1964). El crecimiento celular se realizé
a 28EC, proporcionando acrcamiento por rotacidn constante en frascos de cultivo “roller™ de 3.5
its. y manteniendo el volumen de LIT menor a 450 ml. La duplicacién de Iz poblacién de
tripanosomas en estas condiciones ocurrié aproximadamente cada 20 horas, alcanzando la fase

estacionaria de crecimiento a los 100 millones de células por mililitro.

El seguimiento del crecimi celular se realiz6 con un contador de células (Coulter

Counter}, witizando como método de referencia para calibracién una cdmara de Neubauer en la
que se colocaron 10 u) de células previamente fijadas con formaldehido al 2%. Por cada
preparacidn se cuentan 4 cuadros de cada cuadrante, orientados en diagonal (16 cuadros en total}

en un rango de densidad poblacional de 15 a 35 células por cuadro.

Una vez zlcanzada la mitad de la fase logarftmica (45-50 x 10° células/ml) el cultivo se
cosechd por centrifugacion a 10,000 g. Se descart6 el sobrenadante y el paquete celular se lavé
dos veces por resuspension con solucion salina de cloruro y citrato de sodio SSC (0.15M de NaCl,
0.015M citrato de sodio) contcniendo 0.05 mM de fluoruro de fenil-metil sulfonilo (PMSF) como

inhibidor de proteasas. Toda la operacidn se llevé a cabo a 0-5"C.



El paquete celular -despuds ‘del itimo lavado s¢ dwldm en alfcuotas correspondientes a 20
x 10° células del conlco del cumvn con que se inicid la cosechd (se esuma una perdida del 10%
de células durante el proceso) Fma!menle, se adicions 1 ml de la solucién de lavado al paguete

celular y se homogeneizd por agitacidn en vortex e inmediatamente se congeld a -70°C.

4.2. Aislamiento de micleos

El proceso de obtencin de nicleos se realizé de acuerdo a Rubio y Cols. (Rubio, 1980)

con ligeras modificaciones, el cual se describe a continuacdn.

El paquete de tripanosomas se empez6 a descongelar a temperalura ambiente, quitando la
tapa al tubo donde se coseché. Inmediatamente despuds que la superficie del paquete se torng
brillante por la fusién del hielo, el tubo se volvid a par y se agitd en el vériex a mdxima
velocidad hasta que ef material presentaba una apariencia homogénea come una pasta color café
ohscuro. Este lisado se diluys al equivalente de 1 x 10° ¢élulas/mL con una solucicn de tris (tris
hidroximetil amino metano como base libre, pH 7.3) 10 mM, KCi 0.15 M, MgCl,, 5.0 mM,
CaCl_, 2.0 mM y PMSF 0.5 mM. En este paso se verificd la magnitud de la lisis observandose
una preparacion fresca al microscopio gue presentaba un 80% de células destruidas. No se aprecié
aumento en la viscosidad de esta suspension, indicando que no hubo una ruptura de nicleos

importante.
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4.3.0b ién de la ina

La suspensidn se centrifugd a 2,500 x g por 10 min en rotor de columpio y se descarté
el precipitado. Se centrifug6 nuevamente el sobrenadante a 5,800 x g por 10 miny a 10,000 x g
por 10 min. Se descart el sobrenadante y se utilizo el precipitado de Ia ultima centsifugacion. El
precipitado se resuspendié en una solucién de tris 50 mM, etilen diamino tetraacetato de sodio
(EDTA) 20 mM, bisulfito de sodio 50 mM y PMSF 0.5 mM utilizando un homogeneizador
Dounce con émbolo de teflén (5 golpes) y sc centrifugS a 12,000 x g por 10 min. Este paso se
realizé una vez mis y el precipitado se resuspendié en PMSF 0.5 mM y se centrifugd a la misma
velocidad del paso anterior. Esta operacion se repitié dos veces mifs y se obtuvo un gel de
aproximadamente 20 ml. En este punto, ya no se registré un aumento en ¢l volumen del gel de

cromatina.

4.4, Extraccién de proteinas nucleares bisicas

El gel obtenido anteriormente se paso a través de upa aguja hipodérmica del No. 21 tres
veces y €l volumen se Hevd a 0.2 M de HCI con una solucién de HCI 2.0 M. Esta suspension se
agité durante una hora con barra magnética y se centrifugd a 12,000 x g durante 15 min. Se
recuperd el sobrenadante y se ajusté a 0.4 M de H,SO,, con una solucién de H, SO, 40Mya
conlinuacién se agregaron 6 volimencs de etanol al 95% previamente enfriado. La solucidn

alcohélica se torn6 turbia y se guardd en el congelador a -20°C - 10°C) durante toda Ja noche.

El precipitado se lavd dos veces con etanol frio al 95% recuperdndose por centrifugacién

a 15,000 x g por 15 min, E! residuo se secé con una corriente de nitrdgeno.
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4.5. Electroforesis preparativa y electroctucion

La (;blencid;l preparativa de histonas se hizo en geles de poliacrilamida (30% acrilamida,
0.8% bis-acrilamida) en urea-dcido acélico (2.5 m de urea, 0.9 M de deido acético) de 1.5 mm
de espesor (Panyim, 1969). Se hicieron dos tipos de corrida: una a 50 volts por 20 horas en la yue
se separan adecundamente un grupo de 5 proteinas hdsicas que se denominaron H1-v, H2-u, H3-
u, H4-u y H5-u, en ese orden de menor a mayor movilidad electrofordtica. La otra corrida se

Hevd a caho a 65 volis por 8 horas para aislar H6-u, la handa de mayor movilidad.

Para recuperar cada histona del gel con un rendimiento apropiado en el paso siguiente que
es la elucidn, se realizd una adaptacién al método reportado por Higgins (Higgins, 1979), que
utiliza el sistema de electroforesis de poliacrilamida-SDS (Laemli, 1970). Esta modificacion
coﬁsiste €n que una vez terminada la corrida se recortaron 2 tiras de aproximadamente 2 cm de
ancho de cada extremo del gel, paralelas 2 la direccién de la corrida. Enseguida, se sumergieron
en una solucidn de 0.02 M de Tris-HCI (pH 8.3), glicina 0.192 M y dodecil sulfato de sodio
(SDS) 0.1% por 30 min a temperatura ambiente, cambiando la solucion cada 10 min, Las tiras
de gel se lavaron con agua destilada para eliminar ef exceso de la solucidn de tris-glicina-SDS
(TGS). Esta parte del método se hizo para sustituir la solucidn de urea-deidv acdtico del get por

Ia de TGS y de esta manera facilitar la deteccidn de las bandas de proteina in situ.

Las tiras del gel preparativo se visualizaron sumergiéndolas en una solucidn de acetato de
sodio 4.0 M, precalentada a 26EC, durante 7 a 10 minutos El acctato de sodio produce un
precipitado opaco en las zonas del gel que no contienen proteina, distinguiéndose las regiones con
proteina como bandas transparentes. Inmediatamente despuds, las tiras de gel rvecortadas se
alinearon con Ia parte central del gel para utilizarlas come acotamiento y se recortaron las bandas

de histonas sin revelar.
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La alineacitn de las tiras del gel con Ja parte central del mismo se hace sobre una placa de
vidrio transparente. El gel sobre Ia placa se coloca sobre la ventana de una caja negra que en su
interjor tiene una ldmpara de luz blanca de 10 cm de longitud, cuyo dngulo de incidencia con
respecto al plano horizontal del gel es de 20E. Esta operacidn se realizé en ¢l menor tiempo
posible para evitar una precipitacion de acetato de sodio en toda la superficie de Ia tira de gel, lo

cual impedirfa visualizar [as bandas de proteina ya que éstas son transparentes.

La electroelucida se llevd a cabo mediante el sigsiente procedimiento. Cada rebanada del
gel se fragments pasandola a través de una jeringa y enseguida se colocS en un tubo de vidrio que
tenfa una reduccicn de digmetro en un extremo, donde se colocd una cama de lana de vidrio. En
el extremo inferior (cdtodo) se insertd una bolsa de didlisis con un tamaiio de corte de 12,000 a
14,000 daltones (Da) para retener la protefna. La electroforesis se llevd a cabo en una cdmara de
disco Bio-Rad por 20 horas a 1.5 mA por cada tubo usando como electrolito dcido acético 0.9 N.
El eluado (0.8-1.0 ml) sc dializé contra 100 volimenes de solucién de PMSF 0.5 mM, haciendo

tres cambios de la misma. El eluado se liofiliz6 a una presién de 0.5-0.25 mm Hg.
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4.6. Electroforesis cn gel de poliacrilamida-SDS

[.as'pmteinis se corrieron en geles discontinuos de poliacrilamida-SDS (Laemli, 1970).
La preparacidn de proteinas se disolvid en la solucidn de aplicacidn que contiene tris 0.2%, 8-
mercaptoetanol 1%, EDTA 0.02M, SDS 0.1% y azul de bromofenol 0.00t% y se aplicd en un
gel al 5% en su porcidn cocentradora (pH 6.8) y 15% en la separadora (pH 8.8). La corrida se
realizd a 10 mA hasta llegar al gel separador y a 15 mA hasta el final. Despuds de la salida del
azul de bromofenol, Ia corvida se continug por 2 horas mids, El gel se (iné con azul de Coomassie
0.01% en una solucién de dcido acético 10%/metanol 10% (v/v)y se destifié en 1a misma solucidn

pero sin azul de Coomassic. .

4.7. Enfoque isoeléctrico

El enfoque isoeléctrico de las histonas de T. cned se llevs a cabo en geles de poliacrilamida
con una composicién de 5% de acrilamida, 0.16% de bis-acrilamida, 1.1% de anfolitos (de dos
rangos de pH: 3-10 y 9-11 en proporcidn 1:10) y urea 6.25 M (Valtkonen, 1980). Las muestras
de proteinas bdsicas de 7. cniei purificadas se aplicaron a un gel de disco de 0.4 mm de digmetro
y 10 cm dc longitud. Se corrié un pre-enfogque a 0.5 mA/tubo por 2 horas y la corrida se
desarrollé a 400 volts manteniendo la potencia constante y una temperatura de 4EC. A fin de
evitar el desplazamiento catddico de pH debido a la formacidn de dcido carbinico por la presencia
de CO,, se burbujes nitrdgeno en el electrolito del tanque inferior. Después gue termind la corrida
el gel se expulsé del tuho de vidrio inyectando agua desionizada, previamente ealriada y
degasificada al vacio. El pH se midid directamente en el gel con un electrodo de superficie
Multiphor LKB 2117-111 a partir del extremo catddico del gel. La lectura de pH sc realizs

inmediatamente despuds de sacar el gel del tubo de vidrio a fin de evitar modificaciones de pH con

22



el CO_ ambiental. Cada valor de pH se considerd vdlido hasta que se estabilizs Ia lectura del
" potencidmetro, lo cual ocurrfa usualmente cuando Ia variacién de pH era de = 0.01 unidades de

pH enun perfbdo de 5 segundos.

El gel se fijé en una solucidn recién preparada de deido tricloroacético (TCA) al 12.5%
por 24 horas con agitacitn. Los geles se tifieron en azul de Coomassie 0.1% en al TCA 20% por

| hora.

4.8. Aislamicnto de proteinas ribosomales

Las proteinas ribosomales se aislaron siguiendo el método de Castro y Cols. (Castro, 1981)
en la fase de preparaciGn de ribosomas y polisomas. Las células se cosecharon por centrifugacidn
210,000 x g por 10 mina4°Cy se lavaron dos veces con una solucion de Tris-HCI 30 mM (pH
7.0), KCI 100 mM, MgCl_ 5mM, CaCl, 3mM (solucién amortiguadora de lavado), conteniendo
3 mg/mi de bentonita, 4 mg/ml de-heparina y 10 ug/ml de dietil pirocarbonato. Esta iltima
mezcla de inhibidores de RNAsas se usS posteriormente en todas las soluciones asf como en el
lavado de material de cristalerfa. Tanto las solucioncs como cl material de vidrio se esterilizaron
en el autoclave. Las células se resuspendieron en el buffer de lavado y se lisaron por la adicidn
de Nonidet P-40 a una concentracion final de 0.3%. El lisado se centrifugd secuencialmente a
10,000, 20,000 y 100,000 x g por 10, 10, y 120 min respectivamente. El sobrenadante de 20,000
% g se utilizé como Ia fuente de poliribosomas y el precipitado de 100,000 x g como ia fuente de
ribosomas. Ambos precipitados se mezclaron y se sometieron a extraccién con HC1 0.2M durante
1 hora, con agitacidn constante. A esta solucién se le agreg6 etanol al 95% previamente enfriado

y sc ajusté a 0.4M de H,SO,. La solucidn se dej6 precipitando toda la noche 2 4°C. Ei
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precipitado, conlemcndo las prolem.:s rlhosomales se centrifugd a 15 000 X g, se lavd con emnol

frio tres veces y s se secd cun una corneme de N

4.9, C@ilﬁpo‘sici@ﬁ de aminodeidas -

Para llevar a cabo la i:idrdlisis, las proteinas purificadas se colocaron en una ampolleta
pmviameﬁle tavada con HCi y se adiciond una solucidn de HCI 6N, fenol 0.2%. La ampolleta se
sellé con un soplete de oxfgeno-acetileno y se calentd a 110°C por 22 horas en un homo de
temperatura constante, La composicidn de aminoacidos se determing por ¢l método de degradacicn

de Edman (Edman, 1967) en un analizador antomdtico de aminodcidos modelo Durrum D-500.

La cisteina fue determinada como dcido cisteico. El triptofano no se cuantificd. Los valores
obtenidos de treonina y serina se corrigieron debido a las pérdidas hidroliticas, adiciondndoles un
5% y 10% respectivamente. Glutamina y asparagina no se determinaron; por lo tnto, si estos

aminogcidos estuvieron presentes, fueron detectados como dcidos glutdmico y aspdrtico.

Se utiliz$ a la norleucina como estindar interno para determinar la recuperacion de los

aminodcidos.
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5. RESULTADOS

En la figura 3 se muestra el patrén de proteinas bdsicas nucleares de Trypanesoma cned
en dos sistemas electrofordicos diferentes. En el carril 1 del panel B (electroforesis en urea-dcido
acético) se puede observar un grupo compacto de cinco bandas prominentes en el orden siguicnte
de migracién: H1-u, H2-u, H3-u, H4-u y H5-u. En este carril se encuentra una sexta handa, HG-
u, que tiene una movilidad notablemente mayor aparece en una cantidad considerablemente menor.
En virtud de que las proteinas se mueven en este sistema, esencislmente, en funcion de su carga

neta, este resultado demuestra [a naturaleza bidsica de fas presuntas histonas de 7. cruzi.

En el carril 1 del pane! A se observa el patrén electrofordtico de Tas proteinas nucleares
de T. cruzi en gel de poliacrilamida-SDS, seialadas como a, b, ¢, d y e. En este sistema, se
estimé el peso molecular de cada una de las proleinas con respecto a Jas histonas de eritrocito de

pollo obteniéndose Tos resultados siguientes:

a = 27,400 Da
b = 14,100 Da
¢ = 13,600 Da
d = 12,800 Da
e= 12,100 Da

En esta preparacion se muestra un grupo de 4 bandas (b, ¢, d, y ¢) ¢n la zona de Ias histonas del
nucleo nucleosomai de eucariotes superiores. Se debe senalar que lag bandas by ¢ no siemprc se
resuelven y aparecen como una sola banda, con una mayor concentracién, Por otra parte, la banda

a se localiza en 1a zona donde migran las histonas del tipo HI1.
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Figura 3. Electroforesis en gel de acrilamida-SDS (panel A) y en acrilamida-urea-
dcido acético (panel B). Carriles 1: nucleoprotefnas de T. cruzi; carriles 2:
proteinas ribosomales de 7. cruzi
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Para investigar la posibilidad de contaminacién por ofras proteinas bdsicas, se corrieron
preparaciones de las proteinas ribosomales en los dos sistemas de electroforesis, cuyos patrones
aparecen en los carriles 2 de los panelés A y B. En el panel A (gel de acrilamida-SDS) no se
encontrd co-migracidn de las bandas b, c, d y e, que estdn localizadas en la zona de las histonas
del micleo nucleosomal. Sin embargo, la banda a aparece aproximadamente a [a altura de una

banda ribosomal.

La comparacidn entre los dos patrones de nucleoproteinas y proteinas ribosomales, que se
presenta en el panel B (gel de urea-dcido acético), muestra co-migracién sofamente para Hl-u. No
se realizd una caracterizacion de las(s) bandas(s) ribosomal(es) de igual movilidad y tamafio que

H1-u y a respectivamente.

A fin de detcrminar 1a equivalencia de cada una de las proteinas de nucleares de T. cruzi
en los dos sistemas electroforéticos, éstas se separaron en escala preparativa en el sistema de urea-
dcido acético debido a su mejor resolucién y se electrocluyeron de acuerdo a como se describe en
la seccidn de Materiales y Métodos. Después, las proteinas aisladas se corrieron en un gel de
poliacrilamida-SDS como se muestra en la figura 4. En este gel se corrié paralelemente una
preparacion de de nucleoproteinas de 7. cruzi para hacer la comparacin y un carril con histonas
de eritrocito de pollo como referencia, El resultado de esta carrespondencia se presenta en la
Tabla 1.

27



Figura 4. Electroforesis en gel de acrilamida-SDS de aucl inas de T. cruzl.

Las bandas Hi-u, H2-u, H3-u H4-u, H5-u y H6-u se aislaron de un gel

de acrilamida-urea-dcido, y se corrieron en el siguiente orden: Carril
l H6u carril 2: H5-u; carril3: H4-u; cairid 4: preparacién de nucleoproteinas
totales; carril 5: H3-u; carril 6: H2-u; carril 7: Hi-u; y carril 8; histonas de
eritrocito de pollo :
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Tabla 1. Correspondencia de Ias proteinas bsi
de poliacrilamida-SDS y de urea-dcido acético.

nucleares de 7. l:na.t en geles -

Electroforesis en

. Electroforesis en SDS - i S
Crn urea-dcido

H1- z
i 'H2-u; H3-uy
Hau
H5-u

HS-u

- -

Hi-u, la banda de menor movilidad corresponde con Ta banda mds lenta en ¢l sistema de
SDS, que ademas comigra con la histona HS de critrocito de pollo. Otra caracterfstica notable es
la comigracion de H6-u con el triplete contenido en 1a banda b, revelando un peso molecular

semejante al de las histonas del nicleo nucleosomal de eucariotes superiores.

También cabe mencionar que en Iz re-electroforesis de H4-u, sta se resuclve en dos
bandas en el sistema de SDS (carril 3 de la figura 4). Se intentd determinar si estas dos handas
eran proleinas con Secuencias diferentes o si sus diferencias en movilidad se debfan a
modificaciones ocurridas durante su aislarniento. Esto se realizé mediante digestidn con tripsina

in sity; sin embargo no se lograron resultados.

En la tabla 2 se muestra la composicidn de aminodcidos de cada una de las proteinas
bisicas nucleares de 7. cruzi. No se determinaron glutumina y asparagina, mediante ¢l método que
protege la parte amida del aminodcido (Soby, 1981), por lo tanto ¢l contcnido de estos
aminodcidos estd incluido en los valores de dcido glutdimico y #cido aspidrtico ya que las
condiciones de hidrdlisis en que se llevé la determinacidn impiden discriminar Ia presencia de

estos aminodcidos amidados.
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Tabla 2. Composicién de aminodcidos de las nucleoproteinas de Trypanosoma
cruzi (% molar)* -

H6-u

Lis 12.6
His 1.8
Arg 6.9
Asx® 7.1
Glx* 9.4
Tre= - 53
Ser= 6.2
Pro 7.4
Gly 7.6
Ala 13.9
Cys' - ND

Vat 6.6
Met 1.8
lle 2.8
Leu 5.9
Tyr 2.2
Phe 2.6
AA 16.5
AB 21.3
B/A 1.3
Lis/Arg 1.8

AA = suma de ac. aspdrtico + ac. glutémico; AB = suma de lisina 4 arginina -+ histidina;
B/A = relacidn de los aminodcidos bdsicos entre los aminodcidos dcidos; Lis/Arg relacién de
lisina entre arginina; *glutamina y asparagina se determinaron como glutdmico y aspdrtico;
=treonina y serina se corrigicron por pérdidas hidrolfticas en 0% y 5% respectivamente;

Bcisteina se determing como deido cistéico; "no se determing triptofano. Se reportd traz (irazas)
cuando apareci respuesta en ¢l cromatograma pero no alcanu’) el limite de deteccién y ND
cuando no se detectd ninguna respuesta.
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Mediante un andlisis de los pardmetros que usuaimente se utilizan para identificar las
histonas, se pueden apreciar varias diferencias de las proteinas bisicas nucleares de T. cruzi con
respectoa liq histonas de timo de ternera y de eritrocito de pollo, como se muestrn en la tabla 3.
La primera de estas caracterfdicas muestra que la basicidad de las proteinas de T. cruzi, expresada
por la refacién de la suma de sus aminodeidos bdsicos arginina, lisina e histiding entre Ia suma de
tos aminodeidos deidos glutimico y aspdrtico, es menor que en la de fas histonas de eucariotes
superiores. De acuerdo a la composicicn de aminodeidos, Ia movilidad de las bandas de 7. cruzi
resulta mayor de lo esperado, ya que su carga neta es aparentemente menor que la de lay histonas

de pollo,



Tabla 3. Composicién de aminodcidos de Ias hlstonas de umo de temera y de
eritrocito de pollo (Johns, 1977)"' -

23

Phe 709 S16 08 2.0 3.0 0.6
AA- T 82 128 16.1 10.8 15.4 6.0
“AB 28.6 24.8 2.6 26.5 24.7 37.9
B/A T 46 19 1.4 2.4 L6 6.3
Lis/Arg 14.9 25 1.2 0.79 0.72 1.9

AA = suma de ac. aspdrtico + ac. glutdmico; AB = suma de lisina + arginina -+ histidina;
B/A = relacidn de los aminodcidos bdsicos entre los aminodcidos dcidos; Lis/Arg relacién de
lisina entre arginina; ®glutamina y asparagina se determinaron como glutdmico y aspdrtico;
“treonina y serina se corrigieron por pérdidas hidrolfticas en 10% y 5% respectivamente;
“cisteina se determing como dcido cistéico; "no se determind triptofano, Se reporntd traz (trazas)
cuando aparecic respuesta en el cromatograma pero no alcanzg el Ifmite de deteccién y ND
cuando no se detectd ninguna respuesta. ® Histonas de timo de ternera. ®*Histona de eritrocito de
pollo
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Otro paizimetm utilizado para la identificacion de histonas es la relacion fisina/arginina que
define la riqueza relativa de fisina y que histricamente se ha utilizado para clasificar este tipo de-
proteinas, Esta relacidn es sustancialmente menor en las proteinas de 7. cruzi comparada con las
gue poseeen las de las histonas H1 y H5 reportadas (por arriba de 4), siendo Hl-u y H6-u las
proteinas con los valores mds altos de este cociente, con 1,82, Respecto a la abundancia relativa
de arginina, tampoco hay proteinas de 7. cruzf que se puedan considerar ricas en arginina como

ocurre en H3 y H4 de eucariotes superiores.

Un hallazgo importante que se observa es que la cisteina solamente se encuentra en una
de las proteinas: H2-u {ver tabla 2). La presencia de este aminodcido establece una de las
caracterfsticas distintivas que posee la histona H3, ya que es Ia iinica que contiene un restduo de

cisteina en todos los eucarioles hasta ahora reportados (William, 1972),

Ya que la movilidad de las proteinas de 7. cnzi es mis alta (que la de las histonas de
eritrocito de potlo (Rubio, 1980), se esperaria que la relacion de aminodcidos bisicos/dcidos
también fuera mayor; sin embargo esto ocurre a Ia inversd y en el caso de la banda HG-u esta
caracterfstica es mds acentuada. A fin de explicar esto, se decidié evaluar con mayor precisién la
carga de las proteinas nucleares de 7. enzi, mediante la determinacion de los puntos isoeléctricos
de las mismas. Se realizd un método de enfoque isoeléetrico en gel de poliacrilamida, manteniendo
Ia estabilidad del gradiente de pH. Como se muestra en la figura 5, las seis proteinas de 7. cnezi
resultaron altamente badsicas destacando H6-u con la mayor carga neta positiva. La varisbilidad
que adopta Ja curva en lu pade final del gradiente (cdtodo) se debe al desplazamiento catddico que
ocurre durante la corrida (Delincee, 1978). Como estandar se corrid citocromo C de corazén de

equino, obtenidndose un punto isoeltrico de acuerdo al reportado (Kopelovich, 1976).
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Figura 5. Enfoque isoeléctrico de las proteinas nucleares bidsicas de T, cruzi. Las
bandas H1-u, H2-u, H3-u, H4-u, H5-uy H6-u se corrieron individualmente en un
gradiente de 7 a 11.5 unidades de pH en un gel de acrilamida al 5%. Se determing
¢l pH cada 0.5 cm de )a longitud del gel y se determind la posicién de 1a proteina
al tefiirse ésta con azul de Coomasie
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Los resultados del electroenfoque establecen una consistencia con el patrén electroforético
de bandeo de estas proteinas en el sistema de urea-dcido acético, en el que la separacién de las
proteinas depende esencialmente en Ia diferencia de carga neta de las mismas. Las implicaciones

de este resultado se discuten adelante.

Anteriormente se habfa reportado la presencia de un grupo de cuatro proteinas bisicas
nucleares de 7. cruzi (Rubio, 1980). En la preparacion de la cromatina para dicho estudio se
empled el detergente no idnico Nonidet P-40 durante el paso de la ruptura celular. En esas
condiciones no se pudo detectar una protefna que migrara en el rango de mayor peso molecular,
semejante al de fa familia de las histonas tipo H1. Es probable que el uso del detergente haya
producido Ia liberacidn de a(s) proteina(s) que tienen una unién mds débil a la cromatina. En
virtud de la facilidad con que las histonas del tipo de las H1 se pueden desprender, en esta ocasién
se evitS cl uso de detergente durante la obtencidn de proteinas nucleares bésicas. Asf pués,
utilizando sélo métodos {isicos para lograr la lisis celular, se obtuvieron micleos en rendimiento
similar al de las condiciones anteriores (80-90%). En estas condiciones, se puede observar la
presencia de 1a banda a, que aparece en la zona de mayor peso molecular y que comigra con la

histona H5 de eritrocite de potlo.

En base a los resultados del comportamiento electroforético, enfogue isoeléctrico y
composicién de aminedcidos de las proteinas de 7. cruzi, se realizé un analisis comparativo
considerando as histonas de timo de temera como prototipo de las histonas de eucariotes
superiores (Johns, 1977). También se utilizaron como referencia lds histonas de eritrocito de polle
debido a que poseen un subtipo de histonas H1 que se han reportado en reptiles y aves. Esto
permitié comparar las composiciones de aminodcidos de las nucleoproteinas de 7. cnizi contea

todos los tipos de histonas reportados.
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Las histonas de eucariotes superiores tienen una gran homologfa en secuencia de
aminodcidos entre las H4 y H3, en menor grado para H2A y H2B, y las que menos semejanza
tienen son las H1. Se eligteron las histonas de ternera y de pollo porque son las que mds $¢ han
caracterizado, incluidas las propiedades estructurales de sus dominios (Allan, 1980). Esta
informacidn puede ser iitil para la explicacién del comportamiento de las proteinas con las que se

comparan,

En gel de poliacrilamida-SDS la banda HI-u (ver figura 3) tiene baja movilidad, indicando
un peso molecular relative mayor. En gel de poliacrilamida-urea Hl-u es también la protefna de

menor movilidad, probablemente debido a su tamafio.

La comy idn de las composici de aminodcidos entre las proteinas nucleares bdsicas
de 7. cruzi y lIas histonas, se realizé de dos maneras. Una de ¢stas consiste en sobreponer las
greficas del contenido de aminodcidos para apreciar visualmente la homologia entre las proteinas
(ver Apéndice) y en Ia otra sc determina el coeficiente de correlacion entre cada uno de los pares

descritos en el método grafico y sc tabulan estos valores (ver tabla 4).
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Tabla 4. Coef mcmcs de currclncldn de Ia LOI"pOblClﬁn de ammoa'culos ‘entre las
2 ollo”(Johns,

1977)
H4
“H-u- *0.5263
Hiw 0.6648
TH3u 0.6616
He-1'; | 0.4387
H2w | 0.68 \ 0.6064
S 4740 0.6466 - 07229 . 0.6 . 0.9003

La homologfa de H1-u con HS de eritrocito de pollo es de las mds altas, con un coeficiente
de correlacién de 0.9207 (ver tabla 4 y apéndice A-I). También es la protefna con mayor
contenido de lisina, caracterfstica principal de 1a familia de H1s, a la cual también pertenece HS.
Este resultado puede indicar que Hl-u est menos alejada evolutivamente de 12 H5 de pollo que

de la HI de ternera.

Asignar la identidad de H3-u y H4-u ha sido mds diffcil ya que las diferencias con sus
contrapartes son muy grandes. Bisicamente, el inico criterio que relaciona H3-u con H2A es la
comparacién de la composicidn de aminoacidos entre ellas (ver tabla 4 y apéndice A-11I). Sin

embargo; el coeficiente de correlacidn de este par es bajo.
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La histona H4-u también guarda menos similitud con las histonas de referencia (ver
apéndice A-1V). Como se obsérva en la tabla 4, su correlacion es baja (r = 0.7714) y no existen
otros elementos para establecer su identidad.

Aunque H2-u no ticne un contenido relativo de arginina alto, muestra una gran semejanza
con H3 de ternera ya que en composicidn de aminodcidos cs la que mds homologfa presenta de
todas las histonas aquf comparadas, (apéndice A-II) y su r es de 0.9293 (tabla 4). Este par es muy
similar también en su relacién de aminodcidos bisicos/aminodcidos dcidos. Sin embargo, la
caracteristica mds importante para establecer su identidad es la presencia de cisteina, un

aminodcido que se 1 en [a hi. H3, donde se propone que tiene un papel

tal en el imiento de la estructura del octimero que constituye el cromatosoma. Estos

resultados concuerdan con el grado de conservacicn de H3.

Bajo el criterio de contenido relativo de arginina, basado en el cociente lisina/arginina, la
banda H5-u no se puede considerar como una histona rica en arginina. Esto se debe al mayor
contenido en lisina que en H4 de ternera. Sin embargo, el contenido absoluto de arginina de H5-u
es similar al de H4. Por olra parte la composicién de aminodcidos de H5-u es la mds parecida a
H4 (ver apéndice A-V) cun una r=0,9003 (tabla 4). Su comportamiento electroforético en el
sistema de poliacrilamida-SDS muestra que H35-u es la protefna nuclear de menor tamaiio en T,

cruzi, al igual que la histona H4 en timo de ternera y en todos los demds eucariotes superiores.

Finalmente, se encontré que HG-u tiene mds semejanza con Hl de timo de termera
considerando que su r es de 0.8520. Cabe sefialar que los coeficientes de correlacién de los pares
de las histonas H2B, H2A, H5 y H3 tienen valores cercanos al de! par H6-u/H1 (ver tabla 4 y
apéndice). En contraste, esta proteina migra en Ia zona de las histonas del micleo nucleosomal,

indicando que tiene un peso molecular bajo.
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6. DISCUSION

El andlisis e]_ccuuroréﬁco de las proteinas bdsicas nucleares de 7. cruzi mostré diferencias
tanto en la cantidad de l_mndas como en el patrdn de bandeo, comparado con fas histonas de
eucarjotes superiores, La identidad de cada una de las proteinas bdsicas de 7. cruzi no se pudo
establecer con precisién, en base & los parfmetros que tradicionalmente se utilizan para la
clasificacidn de las histonas; a saber la basicidad, medida por 1a relacién entre aminodcidos bisicos

y aminodcidos dcidos, y el contenido relativo de arginina y lisina.

Los resultados aquf presentados coinciden con los reporiados en T. cruzi por Toro (Toro,
1990) y por Schlimme y Cols. en 7. brucei (Schlimme, 1993) ya que apoyan la existencia de ua
juego completo de histonas en tripanosomitidos y la similitud con las histonas del nicleo
nucleosomal de eucariotes superiores. Como se mencion( anteriormente, a partir de los hallazgos
de Rubio y Cols. (Rubio, 1980) y de Astolfi (Astolfi, 1980), en los que se encontrs sélamente la
presencia de un grupo de proteinas nucleares que migraban en ¢l rango de tamasio de las histonas
del micleo nucleosomal, se postuls que la ausencia de una proteina tipo H1 en 7% cruzi era la causa
del menor compactamiento de 1a cromatina con respecto a cucariotes superiores. La busqueda de
una(s) proteina(s) con las caracteristicas del tipo de las H1 se realizé en diferentes especies de

tripanosamitidos, desarrollando méodos que permitieran aislar la cromatina en su forma original.

Hasta ahora se¢ han estudiado diversas especies de microorganismos eucariotes que
muestran un grupo de proteinas con caraclerfsticas clectroforéticas y de composicién de
aminodcidos similares a las histonas del micleo nucleosomal (Johmann, 1976; Charlesworth,

1977; Felden, 1976; Jardine, 1977; Duschak, 1990; Goff, 1976; Caplan, 1975; Gorovsky,
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1974). En T. brucei y en otros microorganismos, se han identificado regiones homélogas de estas
proteinas con las histonas de evcariotes superiores, a través de la secuenciacién de fragmentos
peptfdicos (Bender, 1992a; Nomoto, 1992). Estos trabajos muestran, esencialmente, que no
obstante las diferencias encontradas, existen caracterfsticas comunes entre estas proteinas y las

histonas.

En contraste con fas histonas del nicleo nuc¢leosomal, los resultados de la caracterizacién
de las nucleoproteinas bisicas asociadas con las histonas tipo H1 son mds controversiales. A la
fecha, se han propuesto algunas proteinas bdsicas nucleares de diferentes tripanosomdtidos Col-lh)
las probables H1. Los primeros repories de Ja existencia de este tipo de proteinas (Rubio, 1980;
Astolfi, 1980) describicron dos bandas de alta movilidad en geles de urea-dcido. Proteinas con
estas caracterfsticas ya habfan sido descritas como posibles Hls en Oxyrricha, las cuales tienen
pesos moleculares de 20,000 y 21,000 Da (Caplan, 1975). Posteriormente, al estudiar el patrén
de condensacion de la cromatina de 7. cruzi y T. brucei con fracciones heterdlogas de cromatina
de hfgado de rata conteniendo HI, Hecker y Gander no pudieron demostrar la presencia de una
proteina con la capacidad de formar estructuras de orden superior de la cromatina en estas dos

especies (Hecker, 1985).

En un estudio posterior en T. cruzi, Toro y Galanti encontraron 5 bandas en la regidn de
fas histonas del niicleo nucleosonal (derominadas a, b, ¢, d y €) mds otra banda (f) con migracidn
mucho mayor que la de este grupo en geles de acido-urea (Toro, 1988). Las bandas c y f fueron
extraftlas en dcido percldrico (PCA) y dcido tricloroacético. Ademds, estas bandas reaccionaron
con suero anti-H1 de células de esperma de erizo de mar, aunque también detectaron reactividad
cruzada con la banda a. En virtud de estas caracterfsticas inmunoldgicas y de solubilidad, los
autores consideraron las bandas a y f como histonas H1. Después, estos mismos autores, a través

de un andlisis electroforético en tres sistemas, reportaron resultados coincidentes con los estudios
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anteriores con excepeion de Ia presencia de una handa con menor migracién que las proteinas de
la zona del niicleo nucleosomal en un gel de SDS, soluble en dcido percldrico, yala que se le

asignd un peso molecular de 6,000 Da (Toro, 1990).

Por su parte, Burri y Cols. (Burri, 1993) reportaron recientemente en 7. hrucei cuatro
bandas de alta movilidad en geles de urea-acido-Triton que tienen composicién de aminodcidos
con cierta homologla en algunos fragmentos de estas variantes con respecto a las histonas tipo H1.
Estas proteinas, aunque contribuyen a condensar en cierto grado la cromatina de este protozoario,

tienen capacidad muy restringida y no alcanzan a formar la fibra de 30 nm.

Sin embargo, un andlisis comparativo mds detallado de la composicién de aminodcidos de
las proteinas que Burri propone como variantes de H1, muestra diferencias grandes en tres de lus
especies estudiadas con respecto a Ia histona H1 de timo de ternera en los siguientes pardmetros:

i) Alrededor de 15% de lisina en los eucariotes inferiores, contra 27 %en (ernera

ii) La relacién de aminodeidos bdsicos entre aminodcidos dcidos es de alrededor de menos

de 2 contra 4.6 en eucariotes inferiores y ternera, respectivamente.

iiiy El contenido de aminodcidos dcidos determinados como aspdrtico y glutdmico en

eucarjotes interiores es del doble que en termera

Estas caracterfsticas de eucariotes inferiores también estdn presentes en un grado

importante en la banda H6-u, como se puede observar en la tabla 5.
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Tabla 5. Cumposlcxdn de’ ammoécndos de ls pro(emas de tipo hmonas Hi de

Trypanosoma | crizi. (H6—u) \T.c. 1y Crithidia fasciculma [C.f\ (Duschuk '1990), -

Ncurospnra crassa [Nc] (Goff, 1976), Saccharomyces carl.sbergens s {S. 33
} (Pastmk 1979) y timo de ternera (Johns, 1977) - )

STyrieooe 2.2 N W 1.5 1.7 0.9
Phe -T2 20 1.8 3.4 0.9
AA® - 29.7 211 21.7 22.1 28.6
AB=~ 14.5 14.0 14.7 17.6 6.2
B/A 2.0 1.5 1.5 1.2 4.6

" aContenido en mol% de los aminodcidos basicos lisina + arginina + histidina.
=Contenido en mol% de los aminodcidos deidos glutdmico -+ aspdrtico. “No se

determinaron glitamina y asparagina, por lo tanto Asx y Gix incluyen ac. glutdmico +
glutamina y ac. aspdrtico + asparagina

42




Los resultados de este trabajo apoyan varios de los hallazgos previos con respecto a la
existencia de una histona H1 de T. cruzf; sin embargo, nosotros encontramos discrepancias
importantes que se discuten a continuacidn, En relacién a la banda de mayor movilidad en geles
de urea-dcido (H6-u), su peso molecular se estimd en alrededor de 14,000 Da. Esta es la primera
vez se tiene una estimacion de su tamaio, el cual estd comprendido en el rango de las histonas del

micleo nuclessomal.

Por otra parte, el contenido refativo de lisina de HG6-u, determinado mediante la relacién
lisina/arpinina, es de los mds altos entre las proteinas nucleares basicas de 7. cruzf. La validez de
este pardmelro para la identificacién de histonas resulta cuestionable en este caso, temando en
cuenta los siguientes hechos. H6-u tiene el menor fadice de aminodcidos basicos/aminodcidos
dcidos (ver tabla 2), sin embargo se comporta como la mds bdsica de todas, Esta alta basicidad
puede ser debido a un contenido extensivo de ghitamina y asparagina en la proteina, Como se
menciond en fa seccién de Materiales y Métodos, durante la determinacién de aminodcidos de las
proteinas de 7. cruzi, tanto glutamina como asparagina no se cuantificaron debido a que no se
realiz6 un método especffico (el cual consiste en proteger de la hidrélisis 4cida a los residuos

amida), por lo tanto estos aminodcidos se detectan finalmente como dcido aspdrtico y glutdmico.

Considerando lo anterior, la alta carga positiva de H6-u puede ser el resuliado de Ia
presencia de los residuos amida de glutamina y asparagina, que a su vez ocasiona un incremento
en la carpa neta de la proteina en virtud de que no solo abate la carga negativa que le confieren

Tos aminodcidos glutfmico y aspdrtico sino que la invierte.

Estas caracterfsticas de H6-u son consistentes con su conducta electroforética en los

sistemas que se emplearon en este estudio, esto es, con un tamailo similar a las proteinas del
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niicleo nucleosomal usf como un contenido semejante de aminodcidos bdsicos, H6-u es la protefa

con la mayor carga positiva.

Existe una analogfa con otras proteinas bdsicas nucleares d_e "este tipo en otros
microorganismos, que se puede observar en la tabla 3. Aquf, el contenido de aminodcidos dcidos
de las proteinas tipo histonas H1 es abundante; no obstante, su movilidad electroforética es muy
alta, hecho que concuerda con lo gue encontramos en H6-u. Incluso, Duschak y Cols. (Duschak,
1990) reportaron otra banda de alta movilidad en Crithidia fasciculata cuyo contenido de
aminodcidos dcidos es el doble de los bidsicos y su movilidad es muy similar a las otras protcinas

propuestas como HI.

Por otra parte, H6-u no es una proteina rica en lisina en términos ahsolutos sino con
respecto al contenido de deido ghitdmico y aspdrtico de sf misma. Esto se ejemplifica mejor si
consideramos que H1 de timo de termera contiene mds del 27% de lisina y H6-u tiene airededor

det 12%.

Otro de los hallazgos de este trabajo es la presencia de una proteina nuclear de T. cruzi:
la banda H1-u, la cual tiene caracterfsticas que Ia identifican mids con la familia de 1a histonas HI
que las demds proteinas nucleares bdsicas de 7. eruzi, incluyeado a H6-u. Asf pués, Hl-u tiene
el mayor contenido de lisina cn términos absolutos y su peso molecular es pricticamente igual
la histona H5 de eritracito de pollo. Ademds, su composicidn de aminodcidos es la que mds

homologia ticne con HS.

Los experimentos de Toro (Toro, 1990) no muestran ninguns banda soluble en dcido
pereldrico o tricloroacético con fa movilidad electroforttica de H1-u en preparaciones de proteinas

bisicas nucleares de T. cruzi. Esto puede deberse a que esta profeina se desprendié de la cromatina



por la uullucnén lel- delergenle Tnlon X-lOO duranle la ohlencnin de micleos ya que como se

d:scuud anlenom'lenle wa banda H i en nucaras jones de nudeos solamente cuando

4

no se empled delergeme'4

I;a coﬁﬁ'oversia‘ sohre la existencia de histonas del tipo de las H1 en T. cruzi prevaleciente
hasta hace pocos afios ha adoptado una direccién diferente con el descubrimiento de diferentes
nuclepproteinas bisicas con camcterfsticas similares en eucariotes inferiores. Esta diversidad de
posibles histonas H1 podrfa significar la existencia de variantes que se expresan en los estadios

de diferenciacién del pardsito.

El mantenimiento de la estructura superior de la cromatina en tripanosomiftidos puede
depender en gran medida de fas histonas que forman parte del nicleo nucleosomal. Se ha sugerido
que la mayor parte de la histona H4 esta localizada internamente y participa mds bien en la
estabilizacidn del octimero (Hacques y Cols, 19902 y 1990b). En contraste, la histona equivalente
" de T, brucei (banda d), se localizé en la superficic de la particula det nicleo nucleosomal (Bender,
1992¢) Asf pués, las diferencias entre 1a regién N-terminal de la histona d y fa de H4 sugieren
diferentes interacciones con las otras histonas del DNA comparadas con las de H4 en la cromatina
de eucariotes superiores (Burri, 1993). Adems, las interacciones de las histenas ricas en arginina,
H3y H4, con el DNA se pueden desestabilizar por concentraciones de sal de 1.2 y 2 M (Burton,
1978), mientras que las histonas equivalentes de 7. drueei (proleinas a y d) fucron removidas
completamente del DNA a 1 M de NaCl (Bender, 1992¢) debido a las interaciones mids débiles
con el DNA comparadas con las de H3 y H4. Estas diferencias entre las histonas a y d y sus
contrapartes de eucariotes superiores, asf como fa localizacion externa de a y d en la superficie
de la particula del micleo nucleosomal indican un papel importante de estas histonas mds bién en

la compactacién de fa cromatina que en mantener la integridad del nucleosoma.
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Los datos que aqui se presentan sugieren que fas nucleoproteinas de T. cruzi y T. brucel
comparten en una medida importante las caracterfsticas estructurales y funcionales y éstas se
pueden estar reflejando en la cromatina de ambas especies. Por otra parte, no obstante las
dit”emncfus estructurales con eucariotes superiores, las histonas de estos tripanosomas mantienen
caracterfsticas funcionales conservadas, como son su papel en la constitucion del micleo

nucleosomal y, aunque de manera limitada, la capacidad de condensar la cromatina.

El conocimiento actual de la cromatina de 7% cruzf requiere de una investigacion mds
profunda de sus caracteristicas estructurales para poder comprender su funcidn. Los resuftados que
aqui se muestran y los que al respecto se han reportado abren una interesante perspectiva para
abordar el estudio de Ia organizacitn del materiai genético de este pardsito a fin lograr un mayor

entendimiento de sus mecanismos de expresién génica.
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APENDICE

COMPARACION DE LAS COMPOSICIONES DE AMINOACIBOS ENTRE LAS
NUCLEOPROTEINAS DE Trypanosoma cruzi Y LAS HISTONAS DE TIMO DE
TERNERA Y H5 DE ERITROCITO DE POLLO



APENDICE A-1

COMPARACION ENTRE LA BANDA H1-uv DE Trypanosoma cruzi
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APENDICE A-11

COMPARACION ENTRE LA BANDA H2-u DE Trypanosoma cruzi
Y LAS HISTONAS DE TIMO DE TERNERA Y H5 DE ERITROCITO DE POLLO
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APENDICE A-1II

COMPARACION ENTRE LA BANDA H3-u DE Trypanosoma cruzi
Y LAS HISTONAS DE TIMO DE TERNERA Y H5 DE ERITROCITO DE POLLO
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APENDICE A-1V

COMPARACION ENTRE LA BANDA H4-u DE Trypanosoma cruzi
Y LAS HISTONAS DE TIMO DE TERNERA Y H5 DE ERITROCITO DE POLLO
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APENDICE A-V

COMPARACION ENTRE LA BANDA H5-u DE Trypanosoma cruzi
Y LAS HISTONAS DE TIMO DE TERNERA Y H5 DE ERITROCITO DE POLLO
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APENDICE A-Vi

COMPARACION ENTRE LA BANDA H6-u DE Trypanosoma cruzi
Y LAS HISTONAS DE TIMO DE TERNERA Y H5 DE ERITROCITO DE POLLO
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