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RESUMEN

Mediante el uso de homopolimeros sintéticos e inhibidores especificos se ha
demostrado la presencia de una actividad RT-like en Trypanosoma cruzi, parasito
responsable de la enfermedad de Chagas. Ademas se ha mostrado que éste parasito
presenta en su genoma un elemento mévil del tipo no-LTR, denominado L1Tc. La
proteina recombinante obtenida a partir del ORF2 del referido elemento muestra acti-
vidad transcriptasa inversa. Esta actividad enzimatica codificada por el elemento L1Tc,
unida al hecho de que L1Tc fuese aislado a partir de un mensajero, evidencia que el
mismo es funcional como elemento mévil por retrotransposicion.
Palabras claves: Trypanosoma cruzi. Polimerasa ARN-dependiente. Homopolimeros
ARN. Inhibidores RT.

ABSTRACT

By using synthetic homopolymers and specific inhibitors the presence of a RT-like
activity was revealed to be present in Trypanosoma cruzi, the parasite responsible for
the Chagas’ disease. We show, moreover, that this parasite has in its genome a non-LTR
type mobile element, denominated L1Tc, and that the recombinant protein obtained
from translation of the ORF2 of this element exhibits retretranscriptase activity. The
presence of a RT-like activity in the nuclear fraction of the parasite, the fact that the
L1Tc element was isolated as a cDNA and that the ORF2 derived protein has RT-like
activity strongly suggest that L1Tc may well be responsible for the detected nuclear RT-
like activity and that it functions as an active mobile element for retrotransposition.
Keywords: Trypanosoma cruzi. RNA-dependent polymerase. RNA homopolymers. RT-
like inhibitors.

Recibido: 15-01-97.
Aceptado: 21-02-97.
BIBLID [0004-2927(1997) 38:2-3; 221-227]

Ars Pharmaceutica, 38:2-3; 221-227, 1997



222 GONZALEZ, C. I, THOMAS, M. C., MARTIN, F., y LOPEZ, M. C.
INTRODUCCION

Usualmente, el genoma es visto como algo estético que cambia muy
lentamente a lo largo de la evolucién, la recombinacién permite el intercam-
bio de material genético entre cromosomas homoélogos generando nuevas
combinaciones de alelos. Esta estabilidad se puede ver en la retencién de
ligamiento que se conserva ain después de procesos de especiacion, como
ocurre en el caso del hombre y el mono. La diferencia en tiempos de gene-
racion entre procariotas y eucariotas hace que la escala evolutiva también sea
diferente en términos de tiempo real, pero aun asi, los cambios en los procariotas
se dan muy lentamente; ejemplo de ello, es la similitud del mapa genético
entre dos especies bacterianas diferentes como Escherichia coli y Salmonella
typhimurium. Contrastando con ésta estabilidad global hay diferencias signi-
ficativas a nivel molecular entre individuos, éstas son dadas por diversos
mecanismos y uno de ellos es la presencia de elementos moéviles. Estos
elementos son areas del genoma que tienen la capacidad de moverse directa-
mente de un sitio a otro, codificando la mayoria de ellos las proteinas
necesarias para su propia transposicion.

La primera descripcion de elementos médviles de ADN fue hecha por
Barbara MacClintock en 1951 cuando estudiaba la distribucion de la pigmen-
tacion en el maiz, desde ese momento se han descrito numerosos transposones
tanto en procariotas como en eucariotas. Estos elementos, en general, se
pueden dividir en dos grandes grupos, aquellos que existen como secuencias
de ADN y se transponen en el genoma y los que hacen copias de ADN a partir
de sus transcritos de ARN que son los llamados retrotransposones. De acuer-
do a su estructura, éstos ultimos a su vez se han clasificado en dos grupos:
los LTR (Long Terminal Repeat) y los no-LTR. Los LTR son tipo retrovirus
con largas repeticiones directas en los extremos, las cuales son las encargadas
de regular la transposicion y los no-LTR que estdn flanqueados por secuen-
cias directas de tamafio pequefio (1). Este grupo incluye las secuencias SINE
(Short Interspersed Nucleotide Elements) y las LINE (Long Interspersed
Nucleotide Elements) 6 L1; las SINE tienen tamafios menores de 1 kilobase,
se repiten mas de 10° veces en el genoma y se encuentran dispersas en él. Se
han encontrado en regiones intergénicas, en intrones y en el ADN satélite, se
sabe que tienen un promotor interno funcional en su extremo 5 ’, una cola de
poliA en 3’ y duplicaciones en los sitios de insercion. Prototipo de éstas
secuencias son las Alu de primates y las B1 de roedores. Las LINE 6 Ll
comprenden los elementos mayores de 5 kilobases de longitud, estdn presen-
tes en un nimero de copias mayor de 10* por genoma y tienen caracteristicas
similares con las SINE en cuanto a promotor, poli A y repeticiones. Algunas
de las primeras en ser descritas fueron Kpnl de primates y MIF de roedores,
pero cuando se estudiaron mas en detalle se vio que pertenecian a una misma
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familia que estaba presente en mamiferos, a la que se llam6 LINE 6 L1 (2).
Para unificar la nomenclatura se propuso una terminacién de dos letras espe-
cificando el origen del elemento e indicando asi el género y la especie. En
nuestro laboratorio se ha descrito un elemento mévil perteneciente al grupo
de los no-LTR LINE, dicho elemento esta presente en el protozoo parasito
Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas y se denominé
L1Tc (3). Este tipo de elementos han sido descritos en organismos tan distan-
tes en la escala evolutiva como protozoos, insectos, levaduras, hongos, aves,
plantas, anfibios y moluscos (4).

Respecto a la importancia bioldgica de estos elementos ha habido mucha
controversia; para algunos investigadores es un ADN egoista que codifica las
proteinas implicadas en su propia transposicion. Sin embargo, cada vez hay
mas evidencias y consenso de que representan una ruta dindmica en el pro-
ceso evolutivo. Las dos caracteristicas principales de éstos elementos son: su
alta representatividad en el genoma y su capacidad de transponerse. Respecto
a la primera, pueden participar en procesos de reordenamiento del genoma,
como por ejemplo, translocaciones e inserciones; también pueden participar
en el apareamiento de cromosomas homélogos. A nivel de replicaciéon de
ADN pueden estar actuando como cebadores, de hecho hay una correlaciéon
directa entre numero de origenes de replicacién y el nimero de repeticiones
de una familia determinada. Por su caracteristica de elemento mévil pueden
participar en procesos de especiacion. Se cree que son los responsables de la
gran mayoria de los seudogenes y genes sin intrones, por lo tanto, son
responsables indirectos de un mecanismo de diversidad genética inmenso,
habiéndose descrito casos de nuevos genes con éste origen, como el gen de
la insulina I de rata (5), o el gen de la fosfoglicerato kinasa (6). Ademas,
pueden llevar nuevos elementos reguladores a genes existentes, por ejemplo,
actuando como enhancers o inactivando o modificando un promotor. También
pueden actuar a nivel post-transcripcional introduciendo nuevos sitios de
poliadenilacién, como es el caso del gen de la timidilato sintasa de ratén (7).
Ademas tienen un papel muy importante como potenciales mutigenos. Se han
detectado varias enfermedades en humanos como resultado de una insercion
de un elemento LINE en un gen determinado sin que estuviera presente en los
progenitores, tal como ocurre con el gen del factor VIII de la coagulacién en
pacientes hemofilicos tipo A (8). En carcinoma humano de mama est4 ligado
a una reorganizacion especifica que se ha encontrado en el tumor maligno
pero que no ha podido ser descubierta en los tejidos peritumorales sanos (9).
Usando anticuerpos frente a una proteina codificada por el ORF1 del L1 de
humanos, se ha detectado su presencia en 5% de tumores ovaricos, 30% de
tumores extragonales (10) y en el 10% de canceres de célula germinal de
testiculo (11), también se ha comprobado que la proteina manifiesta variables
niveles de expresion en tumores metastasicos. Por ello, se postula que las
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mutaciones originadas por la insercién del elemento L1 pueden jugar un papel
importante en la iniciacién o en el devenir de algunos procesos neoplésicos.

Respecto al origen evolutivo y organizacién genémica de éstos elemen-
tos, Xiong y Eickbush sugieren que los retroelementos descienden de un
ancestro comun y comparten 2 marcos de lectura abiertos, el primero codifica
para una proteina de unién a 4cidos nucléicos y el segundo codifica para una
ADN polimerasa dependiente de ARN o transcriptasa inversa (RT) (4). Den-
tro de los retroelementos los no-LTR parecen ser los mas antiguos evolutivamente,
seguidos de los LTR y los retrovirus. Al hacer un anilisis comparativo de
éstos elementos, observamos que el L1Tc presenta algunas diferencias con
respecto a los otros retrotransposones no-LTR descritos, como es el hecho de
codificar en el ORF1 para una nucleasa y los genes gag estar presentes en el
ORF3 (3). La presencia de la transcriptasa inversa define a los retroelementos
y ésta enzima fue descrita simultineamente por Baltimore y Temin en 1970,
como una enzima retroviral que cataliza la replicacién de ADN a partir de un
molde de ARN(12), desde entonces se han descrito secuencias que codifican
para proteinas similares en virus ADN como hepadnavirus, caulimovirus,
elementos transposones tipo LTR y no-LTR. En 1981 Doolitle y colaborado-
res (13) compararon el dominio RT de 31 transposones de origenes muy
diversos y basados en la estructura y organizacion los dividieron en 4 grupos:
retrovirus, LTR, grupo Ty-copia, gypsi y no-LTR. Posteriormente Xiong y
Eickbush estudiando 82 retroelementos identificaron 7 dominios que se con-
servan a lo largo de 180 aminoécidos, al dominio invariable lo denominaron
caja YXDD y al hacer una comparacién de retrovirus, LTR, no-LTR y el L1Tc
se observa la conservacion no sélo del dominio YXDD sino de los otros 7
dominios (3). Dado que la presencia de la actividad transcriptasa inversa
define la actividad del retroelemento y ya que muchos de ellos, a pesar de la
homologia en secuencia pueden ser defectivos, en nuestro laboratorio se
decidi6 analizar su presencia en el elemento L1Tc.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la determinacién de la actividad RT en L1Tc se hicieron dos abordajes,
el primero més general consisti6 en estudiar dicha actividad en homogenizados
de Trypanosoma cruzi y el segundo en clonar el ORF2 del L1Tc, expresar y
purificar la enzima y analizar su actividad. Para lograr el primer objetivo se
trabajé con un lisado total de parasitos y se utilizé la prueba de rutina
empleada en la deteccion de actividad RT en retrovirus especialmente HIV.
Esta técnica usa como molde un homopolimero de ribonucleétidos al cual se
halla unido un oligo de deoxinucledtidos de 12-18 nucledtidos de longitud
que actia como cebador suministrando el extremo 3’OH necesario para la
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elongacién, a la muestra problema se le adiciona el deoxinucleétido trifosfato
(dNTP )marcado con *?P 0 °H y la enzima a probar obteniendo como resultado
un hibridlo ADN-ARN que serd detectado mediante placa radiografica. El
producto puede ser precipitado para eliminar el dNTP marcado libre o se
puede recoger en un filtro que se lava y se expone para la cuantificaciéon de
la radiactividad.

Es importante resaltar que entre las RTs hay diferencias en cuanto al
molde que prefieren, ya que son capaces de usar tanto moldes de ADN como
de ARN, por ello usamos en nuestros analisis homopolimeros poli(rA), poli(dA),
poli(rC) y poli(dC). El comportamiento observado de la RT de Trypanosoma
cruzi es similar al de la enzima control (RT de retrovirus de leucemia murina),
prefiriendo el homopolimero de ribonucleétidos poli(rA)/oligo(dT) sobre el
de deoxinucledtidos poli(dA)/oligo(dT), sin embargo prefiere el de
deoxinucledtidos poli(dC)/oligo(dG) sobre poli(rC)/oligo(dG) (14). Por otra
parte, muestra preferencia por el molde poli(rCm)/oligo(dG) que es un
ribonucledtido modificado, descrito como especifico de las RTs (15). Su
localizacién a nivel celular es mayoritariamente en nicleo, en una proporcion
7:1, aunque también se detecta a nivel citoplasmatico. Se han visto claras
diferencias en las condiciones del ensayo en cuanto al requerimiento i6nico
de las diferentes enzimas, a éste respecto utiliza preferencialmente Mg en
concentracion de 20 mM (14). Para descartar que la actividad detectada fuera
debida a la presencia de una ADN polimerasa contaminante, ya que han sido
descritas algunas capaces de usar como molde homopolimeros de ribonucledtidos,
se uso afidicolina, el inhibidor clasico de las ADN polimerasas, no afectan-
dose la actividad polimerasa detectada en Trypanosoma cruzi. Sin embargo,
cuando usamos actinomicina D como droga, la cual ha sido descrita como
inhibidora de la actividad polimerasa ADN dependiente de la transcriptasa
inversa, observamos que inhibe considerablemente la actividad detectada con
el homopolimero poli(dC)/oligo(dG). Ademads se emplearon inhibidores espe-
cificos de las RTs, como el AZT un analogo nucleosidico usado en el trata-
miento contra el SIDA por inhibir la actividad RT del virus (16). La actividad
detectada en el lisado de Trypanosoma cruzi es inhibida al igual que la
enzima control, aunque necesita concentraciones superiores en un orden de
magnitud. El uso de otras sustancias identificadas como inhibidores de dife-
rentes RTs, como el caso de la novobiocina que inhibe a la transcriptasa
reversa del retroelemento jockey de Drosophila y la rifamicina que ademas de
la RT del elemento jockey, inhibe RTs de virus de aves (17), muestran un
comportamiento similar sobre la actividad RT de Trypanosoma cruzi que
sobre la enzima control . Para conocer la longitud del hibrido sintetizado por
la RT de Trypanosoma cruzi, se precipité el producto de la reaccién y se
someti6 a anélisis de secuencia observandose que la longitud alcanzada fue
de aproximadamente 110 nucleétidos (14).
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Con el fin de expresar la proteina codificada por el ORF2 del elemento
L1Tec, la secuencia completa del referido ORF2 fue clonada, en un vector de
expresion llamado pTrCHis (Qiagen) cuya caracteristica principal es que tras
el ATG de iniciacién tiene insertada una secuencia que codifica para 6
histidinas, que funcionan como dominio de unién a metal y permiten la
purificaciéon de la proteina de fusién mediante columnas de afinidad. La
induccién de la proteina recombinante se hizo con IPTG y se comprobd
mediante Western blot usando un anticuerpo policlonal producido en cone;jos,
frente a un péptido que mapea en la regién aminoterminal de la proteina
codificada por el ORF2 del L1Tc. La purificacién de la proteina recombinante
se hizo usando una resina de nitrilo tri-4cido acético (NTA), ligando que tiene
cuatro sitios quelantes que pueden interactuar con iones metélicos, en éste
caso niquel; el NTA ocupa 4 de los 6 sitios de unién a niquel dejando los
otros dos para que interactien con las histidinas. Para la elucién de la
proteina en su forma nativa usamos el imidazol el cual compite con la
histidina por la unién a metal. Como control, en paralelo se purificd bacteria
con plasmido sin inserto y se determiné la actividad de las fracciones donde
eluia la proteina, asi se observé actividad RT en las fracciones que eluian a
150 mM de imidazol en las bacterias transformadas con el vector recombinante
y no en las transformadas con el plasmido vector sin clonar. Con esta proteina
purificada se hicieron ensayos con diferentes condiciones de buffer obtenién-
dose una mejor actividad a 2mM de Mg, 1 mM de Mn y 80 mM de KCI. El
analisis con diferentes inhibidores especificos mostrd resultados similares a
los descritos para la actividad detectada en el lisado total de T rypanosoma
cruzi, permitiéndonos concluir que la polimerasa codificada en el ORF2 del
L1Tc es una enzima RT-like dependiente de ARN y ADN. Estos resultados
presentan una cierta relevancia, dado que segun lo publicado por Gabriel (18),
la presencia de actividad RT en un elemento no-LTR le confiere funcionali-
dad al menos en lo que a movilidad por retrotransposicion se refiere. Por otra
parte, es posible que la actividad detectada en la fraccion nuclear del lisado
del cultivo de parasito, sea en parte debida a la propia del retroelemento
L1Tc. La actividad mévil de un elemento no-LTR puede tener multiples
implicaciones en la biologia del organismo en el que estd presente, tal como
ya mencionamos anteriormente en el apartado de introduccién. En 7 rypanosoma
cruzi ademds, puede representar un importante mecanismo de diversidad y de
control genético, implicandose en el mecanismo de adaptacién del parésito al
hospedador.
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