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CARACTERIZACION DE ESPECIES MENORES NUEVAS

DE RNA RIBOSOMAL DE Trypanosoma cruzi,

INTRODUCCION

Aspectos Generales

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflage
lado causante de la enfermedad de Chagas, contra la --
cual hasta la fecha no se ha encontrado proteccién qui-

mioterapéutica ni inmunolégica (2).

Este organismo pertenece al reino Protista y

se le clasifica de la siguiente manera:

phylum Protozoa
subphylum Sarcomastigéfora
superclase Mastigéfora
clase Zoomastig8fora
orden Cinetopl&étida

familia Trypanosomatidae (18},

T. cruzi es un par8sito de una gran variedad
de animales dentro de los cuales se incluye al hombre.

Presenta un ciclo de vida complejo tanto en el hospede-




ro vertebrado como en el insecto vector. En el hospede-
ro vertebrado, T. cruzi se multiplica discontinuamente,

en el estado intracelular (forma amastigote), prolifera

por divisién binaria, luego cambia a la forma tripomasti
gote que no se divide, la cual surge de los tejidos afec
tados hacia el torrente sangufneo, donde ésta circula --
por un perfodo variable de tiempo, antes de penetrar nue

vamente a la cflula a reanudar su ciclo de vida.

Los tripomastigotes, que son la forma infecti-
va del protozoario, pueden penetrar en un amplio rango -
de cé€lulas hospederas, no obstante, las cé&lulas de glfa

y musculares parecen ser m&s frecuentemente parasitadas

(2).

Es importante estar conciente, que la enferme-
dad de Chagas es muy diffcil de detectar, pues casi uni-
camente el 1% de las personas afectadas presentan sinto-
mas clfnicos suficientes para llamar la atencién del mé-
dico, ya que en la mayorfa de los casos, el perfodo "agu
do" de la enfermedad presenta un proceso silencioso o le

ve y los sintomas pueden manifestarse solamente después

de varios anos.




Por esto es comprencible que en alqunos pai--
ses donde se detecta la enfermedad, ésta sea subestima-
da o tratada con negligencia, y nor lo tanto no se le -

reconozca como un problema de salud pdblica.

T. cruzi es un organismo plifacético, no tan
solo morfolégicamente, sino también por los efectos que
produce en el hospedero, pues la severidad de la enfer-
medad varfa en clerto qrado con la regién geocardfica -~
donde se localiza., De tal forma tenemos que en el sur

de Prasil y alqunas dreas de Chile éste produce cardio-
miopatfas; alteraciones del tracto digestivo (mega esd-
fago y mega colon) se presentan en algunas zonas de Bra
sil, mientras que estas son raras o nhulas en otras zo--
nas o paises; por otro lado, en las regiones surefias de
Estados Unidos, T. cruzi raramente infecta al hombré v

cuando lo hace provoca signos clfnicos muy leves y sin

notables afectos pmatol6fgicos a largo plazo (30).

Como se ha hecho notar, la tripanosomiasis se
extiende desde Estados Unidos hasta Argentina y Chile,
afectando por lo menos a 12 millones de personas en Cen

tro y Sur América (13),




La poblacifn de México no esta exenta de esta
enfermedad, y en 15 estados de la repdblica se han loca-
lizado casos dc tripanosomiasis. Por datos aportados ==
por el Centro de Investigaciones Ecolfgicas de Sureste -
se sabe que en estos cstados la incidencia de la enferme
dad en el hombre varia del 1.2% al 50%, lo cual indica -
que tenemos un serio problema de salud al que no se le -

ha dado la importancia que merece,

Aspectos Particulares

El ribosoma es una estructura altamente espe--
cializada y compleja, en la cual se da el intrincado pro

ceso de la sintesis de proteinas.

Las cé&lulas cucariotas conticnen varios sitios
donde se da la sintesis proteica: el citoplasma y la mi-
tocondria y, en el caso de las plantas, en ¢l cloroplas-
to; en donde cada uno de esos compartimientos celulares

usa sus proplos ribosomas (25).

Los ribosomas de todos los organismos estan =-
compuestos de dos subunidades ribonucleoproteicas que di
fieren en tamaio y que estan asociadas reversiblemente -

durante la sintesis de proteinas, cada subunidad contie-




ne una especic de RNA de alto pesio molecular y varias --

proteinas (en cucariotes hay de 70 a 80 y en procariotes

55).

La mis grande de las dos subunidades contiene
adem@s una especie de RNA de bhajo peso molecular, RMA ==~
55, En eucariotes, la subunidad mayor del ribosoma cito
plasmico conticne también otro componente, RNA 5,85. Es
ta especie surge de la segmentacidén del precursor del --
RNA ribosomal de alto peso molecular, y a diferencia del
RNA 58S est& unido en la unidad ribosomal al RMA 28S por
puentes de hidrdgeno. Ningdn RNA de tal tipo (5.8S) ha
sido encontrado en las ribosomas de los organismos proca
riotes, por lo cual, se le pucde considerﬁr como caracte

ristico de eucariotes (28),

Organizacién de los Genes Rilbosomales.- En la
mayorfa de los eucariotes, los qgenes que codifican para
los RMAs ribosomales (RMAsr) estan organizados en varios
cientos de copias codificadoras, las cuales estan agrupa
das en "tandem" (extremo 3' de un gen unido al extremo -
5' del siguiente) en uno 6 varios sitios cromosomales, -
Las unidades de repoticién rihbosomal (DNAr) contienen =--
los genes que codifican los RNAsr 18s, 5.85 y 285, trang

critos en este orden como un gran precursor (fig.,l).




18S 58S  28S 18S 58S 28S

Fig, 1,~- Unidad de repeticién ribosomal (DNAr)

Los genes que codifican para el RNA 5S sc en--~

cuentran generalmente cn otro loci. En Saccharomyces -~-

cerevisiac estos genes estin localizados dentro del DNAr;

no obstante, ailin en estc caso el RNA 58 se transcribe in
dependientemente del precursor mavor del RNA ribosomal -

que conticne a las otras tres sccuencias.

De las proteinas ribosomales solo muy pocos ge
nes estructurales son conocidos en eucariotes, de log =--
cuales hay cierta evidencia de que no sc¢ encuentran en -

grupos tal como en el caso de Escherichia coli (25).

Biosintesis de los Ribosomas.- La estructura,
funcién y biogénesis de los ribosomas de procariotes es-
tin ahora bién documentados, especialmente en E. coli; -
mucho menos @s conocido de &éstos en eucariotes, no obs--
tante los mayores pasos cen la biosintesis de ribosomas -

han sido identificados en diferentes cucariotes, los cua
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les son similares desde los protistas hasta los metazoa-

rios superilores.

Tres de las cuatro cspecies de RNA ribosomal -
(RNAr) surgen de sucesivos cortes de un gran precursor,
La transcripcién, procesamiento y modificaciones qufmi--
cas de los RNAsr ocurren en el nuclecolo. Las proteinas
r;bosomales son sintetizadas en el citoplasma; la mayo--
rfa, si no todas ecllas, tienen que migrar hacia el nu---
cleolo donde son necesarias para el correcto procesamien
to de los RNAsr y, para la formacién de las particulas -
preribosomales en asociaci6n con proteinas no ribosoma--
les, Entonces estas subunidades ribosomales son transfe
ridas al citoplasma, donde su maddraciﬁn final origina -~

las partfculas maduras 405 y 60s (33).

Aunque los rasgos gecnerales de esta vfa han si
do conocidos por muchos afios, los mecanismos moleculares
involucrados en cada conjunto de reacciones permanecen -
oscuros. Se desconoce como los componentes moleculares
son ensamblados y como el gran nimero de subunidades ri-
bosomales son transferidas a través de la membrana nu---

clear (25). y

Funcién de los RNAs Menhores,- Por lo que res--




pecta al funcionamiento o papel que desempefian los RNAS

de bajo peso molecular, se ha suqgerido su participacién

en la unién al RHA de transferencia (RMAt) (19), asf co-
mo a la asociacidn de las subunidades ribosomales (1,32),
Rescientes resultados demuestran la participacién del -
RNA 58 y complejo proteico en la actividad del factor de
clongacién 2 (E¥-2) dependiente de GTrasa de los riboso-

mas cucariotes (21).

De tal forma es de asumirse que los RNAs 5,88
y 58 estin localizados cerca o en el centro peptidil -~--
transferasa del ribosomn eucariote (31,29). DPor cstos -
antecedentes nos percatamos aue estas moldculas son de -

importancia cen la sintesis de proteinas.

Al analizar algunos miembros de la familia try
panosomnatidae se hacen patentes di;erencias por lo que ~
respecta al patrdén ribosomal qgeneral; entre cstas se en-
cuentra gque la especic ribosomal 248 se disocia en dos -

fragmentos al analizarse ésta en condiciones desnaturali

zantes (3,11); pero cl caso mds llamativo es cque en -~

han hallado 5 moléculas de RNAr de bajo peso molecular -
que oscilan en un rango de 100 - 300 nucledtidos, la --

existencia de estas cinco moléculas se ha sugerido tame--
*




bién en el caso de Leishmania tarentolac (26,11), y en-

cdalquiera de los casos se ignora su estructura y fun---~

cién,

Por datos preliminares obtenidos en el labora-
torio, se sabe de la presencia de éstas moléculas en las

preparaciones de RNA total y polisomal de T. cruzi.

Tomando como base cstos precedentes y conside-
rando el escaso conocimiento de la biologfa de T. cruzi,
a la diversidad de su virulencia, a la falta de fdrmacos
contra éste y por cl grupo tan singular al que pertenece,
me he avocado al estudio de las especies menores del RNA

de tipo ribosomal en este protozoario.
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OBJIETIVO

Ya que el sistema de traduccidén del RMNA mensa-
jero en T. cruzi es aparentemente diferente al de la ma-
yorfa de las células eucariotes superiores, este estudio
puede ayudar al tratamiento de la trypanosomiasis; asf -
como informar acerca de la filogenia de este grupo de or
ganismos, y pucsto que la purificacién y caracterizacién
de los componentes es necesaria para el andlisis de la -
estructura y funcién del ribosoma, ¢l presente trabajo -
tiecne como finalidad, purificar y caracterizar las molé-
culas de RNAr de bajo peso molecular, asi como determi--
nar las posibles asociaciones que puedan existir entre -

estas y las especies mayores ribosomales,
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MATERIALES Y METODOS
Medio de Cultivo

Se utilizé un aislado mexicang de T. cruzi pro
veniente de la Cruz, Jalisco. Este aislado se crecid en
medio lfquido de infusién de hfgado con triptosa, suple-
mentado al 10% con suero bovino inactivado (55°C) y agi-

tado en botellas a 20°cC.
Purificacidn del RNAr

El proceso que se siqguié para la extraccién --
del RNA ribosomal se representa en el cuadro 1 y ¢s como

sigue,

Las c€lulas se cosechan en fase media logarft-
mica de crecimiento (40-60 X loscélulas/ml) mediante cen
trifugacién a 8000 X g por 15 min. a 4°C. El precipita-
do proveniente de esta centrifugacién se lava y resuspen

de en la siguiente solucién:

KCl 100mM
Mg(CH3C00)2 5mM
Tris pH 7.0 30mM




e
Cuadro I

Cultivo
40-60 X107 celulas

Q 8000 g
15 min,

. O 10000 g

Precipitado celular

12 hrs. a~ 70 °C
Nowvidet al .3 %

[ Ruptura celular

10000 g
10 min.

20000g
{0 min.

Sobrenadante Mitocondrial |

10000 g
‘ 120 min.

Precipitodo Microsomal |

desproteinar
O 20000 g
} 30 min.

RNAr |

“eles no Desnaturalizantes Gradientes de Sacarosa

Geles Desnaturalizonies

Esquema del Proceso de Exiraccion y Analisis del RNAr
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CacCl 3mM

Heparina 1mg/ml

Estas células ya resuspendidas se centrifugan
nuevamente, pero ahora a 10000 X g por 10 min., a 4°C, -
el precipitado obtenido de esta mancra sc guarda a ~--

"70°C0

Posteriormente se resuspende el precipitado -
en la soluci6n anterior y ya estando bien resuspendido
se le agrega Nonidet NP 40 al .3% final, y sc verifica -

al microscopio la ruptura celular.

Se centrifuga a 10000 X g por 10 min. a 4°C y

10 min., mads a 20000 X g a 4°cC.

El sobrenadante se centrifuga a 100000 X g -~
por 2 hrs., a 4°C; del precipitado resultante sc obtiene

la fuente de ribosoma (3).
Los ribosomas son desproteinados con 2 ml de:

LiCl 2M

Urea 4M

Heparina 4mg/ml
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Tris pil 7.0 20mM

esta mezcla se guarda durante la noche a 4°C, después es
ta se centrifuga a 20000 X g por 30 min., a 4°C de cuyo =~
precipitado se obticne el RNAr. El precipitado se resus
pende con agua tratada con dictilpirocarbonato y leido -~
en un espectrofotémetro Zeiss a 280, 260 y 230 nm para -
determinar su pureza. A este material en adelante lo --

trataré como el RNA del precipitado de 100000 X g.
Geles Desnaturalizantes

Ll RNA es analizado en geles de placa de polia

crilamida al 3%, disuelta en solucidn TBE (15,22):

Acido bbérico 2,75 qg.
LEDTA 0.465 g. 1L pH 8,2

Tris 5.4 qg.

a la solucidn se le agrega urea 7M como agente desnatura

lizante (5,15).

El gel se precorre a 20V durantc la noche para
quitar los iones adicionales contenidos en el gel (22).

El rescrvorio superior de la ciémara de electroforesis se




llena con solucién TBE/urca, micntras que en el inferior

solo con solucidn 'I'RBE,

Las muestras sc corren a 30V durante 8 hrs, -
Los geles al final de la corrida son lavados con aqgua bi
destilada y tefiidos con bromuro dec ctidio a una concen--

tracién de 3 pg/ml y fotografiados.,

Celes no Desnaturalizantes

Los gcles sc preparan. con aqarosa al 1.5% en -

solucién Tris boratos:

Ac. DBorico 2.74 q.

EDTA 0.465 ¢g. 1L agua tratada con
nec

Tris 5,40 g. pH 8.3
Las placas previo a su uso se hornean a 150°C
durante la noche. La clectroforesis se efectua durante
4.5 hrs, a 4°C y 100V,

Gradientes de Sacarosa

El RNA precipitado de 100000 X g sc corre en

un gradiente isocinético de sacarosa, formado con 6 ml -
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de sacarosa al 20% en el recipiente de mezclado y 12 ml
de gsacarosa al 5% en el dep6sito. La sacarosa se disuel

ve en la siguiente solucidbn:

Tris 10 mM pit 7.0
EDTA 1 mM

LiCl 50 mM
Sarkosyl 0.1 %
Heparina 1 mg/ml

La solucién se filtra y esteriliza en autocla-

ve y el agua se trata con DPC,.

Los gradientes se centrifugan en el rotor BeckK

man SW 27.1 a 26000 rpm durante 17 hrs. a 4°C.

NOTA: Todas las soluciones fueron tratadas --
con dietilpirocarbonato (DPC) y en.el caso de la solu---
cién de cosecha se esterilizé en autoclave. Por lo que
respecta al material de cristalerfa, €ste se hornéé a =--

150°C durante la noche.
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RESULTADOS

Elecctroforesis en Geles Desnaturalizantes de Poliacrila-

mida

Cuando el precipitado de 100000 X g (RNAr) ex-
trafdo de T. cruzi, con una relacién de aksorbencia de -
260/280 = 2 y 260/230 = 2,4, fué somectido a electrofore-
sis bajo condiciones desnaturalizantes en acles de polia
crilamida 7 de urca, sc observaron scis moldculas de ba
jo peso molecular, ademds de las especies ribosomales ya
reportadas por Castro ct al, o sca, la moldcula denomina
da 18S y los fragmentos a v B que conforman a la moldcu-

la 248 (fiqg. 2).

Por lo que respecta a las noléculas cde kajo pe
50 molecular, las denominaréd en adelante ml, n2, .,.. m6
cn orden descendente con el objeto de facilitar su loca-

lizacion,




.M
——. M5

—- mg

Fig. 2.- Electroforesis del gel de poliacrilamida al 3%
bajo condiciones desnaturalizantes, en el cual se colo-
caron 10 pg del precipitado de 100000 X g de T. cruzi,

Con este primer dato se determiné que T. cruzi

también posee varias moléculas de RNAr de bajo peso mole

cular, al igual que los organismos reportados previamen-

te.

Bajo éstas caracteri{sticas se manifestaba la -

incogniia ¢serd el tamano de estas moléculas, similar a
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los ya reportados?. Para contestar esta prequnta Yy cono
ciendo la relacién lineal que existe entre el logaritmo

del tamaio molecular y la movilidad de la molécula (L15),
se procedil a determinar el tamafio de estas moléculas de

gran movilidad,

Asf pues, una muestra del precipitado de 100000
X g se sujetd a coeclectroforesis con marcadores de peso
molecular conocido, como lo son los RNAs de ratén SS Y -
5.85, asf como con RNA de transferencia (RNAt) de levadu

ra (£ig.3).

En esta electroforesis se observa a primera --
instancia que las moléculas ml, mé y m3 péseen un tamano
mayor al RNA 5.85 de ratén, y que las moléculas m4 y mS
tienen un tamafo similar a la molécula 55 de ratén, pero
sin llegar a comigrar con esta. Por lo que respecta a -
la molécula m6, se aprecia que ésta comigra con el RNAt
de levadura y el RNAt de ratén, por tanto puede conside-
rarscle como el RNAt de T. cruzi; y puesto gue el presen
te estudio se enfoca el RNAr, los subsecuentes andlisis

excluyen a €ésta molécula,

A partir de estos datos se procedid a determi-

nar los tamafos de estas moléculas, tomando como puntos




de refoerencia a log RUIAs Jde ratdn v oal frasmonto oo del -

nrA de 7. ceruzi (grafica 1), de la cual se obtiene una -

recta gue so adusta ray bien a ocstos puntos,

123 45

“lectrofornsis e

Ar de T, ecruni con marcado

del

o molecular canocida, ¥'n los carviles I v U so
nuastra fHAY de ratdén cen 20 v 20 pe ror rcar»il regrectd
vamuante, on los carriles 2 v 5 ue observa *1ar de T. cru
21 con 30 v 20 pa nor carril rernectivamente v en ol ca-
rril 3 se ven 10 ppg de PNAC de levadura,

s
»
;
res de pes

Habhiendao realizade esta correlacién ¢ interpo-

lando nuestros puntos a discernir, obtuve o las molécu

las en cuestion, nor lo que resvecta a ! 3, son simi-
lares a las reportadas para los demds mi ns de la fa-~

milia Trypanosomatidac (Tabla 1),
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Grafica 1,- Relacidn del logaritmo del peso molecular vs

la distancia migrada de la clectroforesis del precipita-
do de 100000 X g de T. ctruzi y los marcadores de peso mo

lecular conocido (fig.3) en geles de poliacrilamida/urea
Determinacién de Asociaciones Intermolecularves

I.~- Gradientes de sacarosa

Ya ecstablecida la longitud en nucleotidos de -

las moléculas menores, se procedié a determinar las aso-




ciaciones que pudicran existir entre estas moléculag y -

las especies ribosomales 185 y 24s,

Para aclarar estna duda, sec prepararon gradien-
tes isocinéticos de sacarosa hajo condiciones que minimt
zaran la disociacidn de fragmentos de RUA asociados de -
forma no covalente., Bajo estos pardmetros, se deposita-
ron 200pg cl precipitado de 100000 X g en la parte supe-

rior de un gradiente de sacarosa del 5 - 20% de 12 ml,

TAPLA I

RNA Peso nmolecular Longitud de la cadena
ribosomal (X 106) (nucleotidos)

ml 0.087 2658 (1)

m?2 0.072 219%5  (4)

m3 0.062 190%10 (4)

m4 0.046 14217 (4)

m5 0.036 111%4 (4)

La longitud de la cadena fué determinada mediante elec--
troforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones -
desnaturalizantes, asumiendo una relacidn lincal entre -
la movilidad y el logsaritmo del peso molecular, Las molé
culas de RNA tomadas como marcadores fueron: el frapmen-
to « del RNAr de T. cruzl y los RNAs de ratén 5.85 y 58
de 1661 nucleoétidos (3),7159 nucledtidos (10) y 121 nu--
cledtidos (9) respectivamente,

Los valores enlistados se dan en promedio t la desvia---




cidn estandar y, el ndmero entre pardntesis representa -
el nimero de determinaciones,

El perfil obtenido al analizar cl qradiente --
por espectrofotometria (grdfica 2) muestra dos picos muy
conspicuos los cuales corresponden a las especies ribosg
males 24S y 185 ya caracterizadas por Castro y colabora-
dores (4), ademids, en la regién ligera se observa un pi-~
co pequeio que en primera instancia se le puede conside-
rar contenedor de por lo menos una de las moléculas de -

bajo peso molecular.

Despu€s de haber caracterizado espectrofotome-
tricamente al gradiente, sc concentraron las fracciones
que contenfan a los vicos correspondientes a las espe---
cies rikosomales 245 vy 18S asf como aquel pequefo pico -
de la reqgién ligera. DPara esto se formaron conjuntos co
rrespondientes a cada pico. agregdndoles 1/10 de volumen
de acetato de potasio y 2 volumenes de etanol; se quardé
a 20°C durante la noche, se centrifugé y los precipita--
dos de alcohol se resuspendieron en un volumen mfnimo de

solucidén de corrida TBE/urea.

Las muestras correspondientes a cada pico se -

analizaron en geles de placa de poliacrilamida (fig.4),
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Grafica 2.~ Perfil del gradiente isocindtico de sacarosa
de § - 20%, mostrando la distribucidn del material que -
absorve en ultravioleta, durante la fraccionacidn del =--
precipitado de 100000 X g de T. cruzi,.
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El resultado de la electroforesis muestra en -
el carril correspondiente al pico de la regién ligera so
lo cuatro bandas (ml, m2, m4 y m5) de bajo peso molecu--
lar, faltando la banda correspondiente a la molécula m3;
en el carril asignado a la especic ribosomal 185 solo se

observa a ésta contaminada con la especic 248; por dlti-
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a los picos 185, 24S y RNAr de bajo peso molecular fue--
ron ¢n cantidades equimolares,

II.~- Geles no desnaturalizantes

Habiendo constatado que la molécula m3 se en--
cuentra ligada a la especiec ribosomal 24S y sabiendo que
la especie mayor ribosomal se disocia en los fragmentos
ay P, se plantca la interrogante ¢la molécula 6 especie

ribosomal m3 se encuentra asociada al fragmento o6 al -

p?.

Para solucionar esta pregqunta sc procedi a ~--
analizar una muestra del precipitado de 100000 X g en ge
les no desnaturalizantes y posteriormente reanalizar es-

tas bandas mediante geles analiticos desnaturalizantes.

El hecho de seguir esta metodologfa sc debe a
que en los geles no desnaturalizantes se dan las condi--
ciones para mantener unidos aguellos fragmentos asocia--
dos de forma no covalente, no obstante se sacrifica la -
resolucién por lo que deben recromatografiarse las molé-
culas en geles de poliacrilamida para obtener mejor reso

lucién,

De tal modo se procedi$ a correr muestras de =




RUAr cen geles de agarvosa al 1,5% (fig.5),

--— — 248
e 138
[, F}
————— — vty a:

S

pseudo 5.
pseudo 5

8
S

Fig. 5.~ Electroforesis en gales preparatives de agarosa
al 1.5% de RMAr de T. cruzi, Los geles {ueron en placa -
con una longitud de 20 em, y con ecuspaciadores de 3 mm,

En estos geles se ven primordialmente dos gru-
pos de bandas, uno de poca movilidad y otro de gran movi
lidad; en el caso del primero &éstas corresponden a la es
peecie 245 completa, a la espoecie 18S y otras dos corres-

pondientes a los fragmentos de la mayor; por lo que res-
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pecta al sequndo, se ven dos bandas que por ser de RNA -
asociado a ribosomas se le "podrfa" considecrar como las
especies 5,85 y 55 de Trypanosoma,

iste conjunto de bandas se recortaron y se --
transfirieron a un gel analftico y desnaturalizante de -
poliacrilamida en el cual se incluyd un carril con mues-
tra del precipitado de 100000 X g como fndice de correla

cién (figs. 6 y 7).

En estos geles se observa que en el carril don
de sec transfirié .la banda que podrfa considerarse 58, se
da una mejor resolucién y se definen las bandas corres--
pondientes a las moléculas md y m5, Por io aque correg--
ponde al carril donde se colocd lo que podria scr la es-
pecie 5,85, se resuelven las moleculas ml y m2, como era

de esperarse falta la banda m3,

Pasando al carril donde sec colocd el fragmento
0, no se observa mis que la banda correspondiente a ésta,
Por dltimo, los carriles donde se transfirieron las ban-
das b, 18S y 24S se aprecia a la especie 18S contaminada
con los fragmentos awy P, vy a la 24S contaminada con la
185, observandose en estos carriles una banda no muy ~--

bien definida en la regi6n correspondiente a la molécula
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DISCUSTON

Castro y colaboradores (4) han mostrado que cl
RNAY citoplismico de Tryrvanosoma cruzi consta de dos com
ponentes de alto peso molecular, aue son las especies ri
bosomales 24S y 188, las que tienen un neso molecular de
1.3 X 106 v 0,8 X 106 respectivamente., También, que la
cspecie mayor se disocia en dos componentes que tienen -
pesos moleculares de 0.69 y 0.56 X 106. Los resultados
mostrados acui adicionan cinco moléculas de RBNA asocia-~
das permancentemente al ribosoma vy una mis cue podrfa cs-

tar asociada transitoriamente a este, o seca el posible -

RNA de transferencia,

ELl hecho de que dste organismo presente cinco
moléculas de RNAr de bajo peso molecular en lugar del -
par de moldéculas caracteristico de la gran mayorfa de or
ganismos eucariotes, lleva a nensar que estas se deban a
productos de deqradacién de las especies mavores del --
MAr., Esto es hastante improbable ya que de haber exis-
tido deqradacién, ésta se hubiese manifestado al variar
la abundancia relativa de las moléculas asf como por pa-
trones clectroforéticos diferentes, los cuales se han re
portado en otros sistemas (7 y 14), pero que en este ca-

SO no se presentan.,
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RNA de transferencia.

E1l hecho de que dste orqganismo presente cinco
moléculas de RNAr de bajo peso molecular en lugar del -
par de moléculas caracteristico de la gran mayorfa de or
ganismos eucariotes, lleva a pensar que estas sc deban a
productos de deqgradacién de las especies mavores del --
RNAYr, Esto es hastante improbable ya que de haber exis-
tido deqradacién, ésta sc hubiese manifestado al variar
la abundancia relativa de las moléculas asi como por pa-
trones electroforéticos diferentes, los cuales se han re
portado en otros sistemas (7 y 14), pero que cen cste ca-

so no se presentan,
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Los resultados obtenidos por mf son acordes al
patrén electrofordtico de estas moléculas con el mostra-

do por Simpson y Simpson en Leishmania tarentolac y su -

tamano es muy parecido con el reportado para T, bruceil y

c. fasciculata.

No, de bases con:

Molécula T. brucet: C. fasciculata T. cruzi
ml 215 239 265
m2 190 193 219
m3 180 176 190
m4 125 134 142
m5 115 120 111

En el caso de las moléculas m4 y n5 se podrfa
discutir aue estas moléculas se presentan nor una migra-
cién diferente en el gel, debido a cambios conformaciona
les que adquiere una sola molécula (12,24), sin embargo
estas suposiciones se descartan por completo, pues se =
han mapeado estas moléculas y el patrén restrictivo que
muestran indica que se trata de moléculas difercntes (da

tos atin no publicados).

De estas moléculas de bajo peso molecular, se
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pregunta uno, ¢cudl de ellas es la hom6loga a la molécu-

la 58 de la mayorfa de los organismos cucariotes?

Una de las formas en que se pucde distinguir a
la molécula 5S es tratar al ribosoma con EDTA 6 con al--
tas concentraciones de lones monovalentes, lo cual provo
ca la liberaci6n de ésta; en T'. brucei al tratar al ribo
soma con EDTA, se¢ libera la molécula que c¢n mi sistema -
considero la m2, de tal modo que¢ operacionalmente es la
m2 la que sc comporta como la molécula 58. Otro aspecto
gue nos pucde ayudar para dceterminar a la molécula 58, -
es su tamano, y si tomamos en cucnta este paramctro, se
puede ponderar que la molécula en cuestidn es la m5, --
pues Gray ha demostrado que la correspondicnte a esta mo

lécula en C. fasciculata comigra con el RNAr 5S de trigo,

ademis de que por sccuencia (17), su homologia es muy --

grande con la de otros protozoarios (6).

Ya que la abundancia relativa de los RNAs meno
res entre si y con las especies ribosomales 18S y 24S es
cualitativamente similar (fig.4), es muy probable que €s
tas moléculas esten asociadas exclusivamente con los ri-

bosomas en cantidades equimolares.

Por lo que sc reficre al problema de determi--
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nar con cual de los fragmentos cc o P se¢ encuentra asocia
da m3, sec tuvieron aue sobraecarqgar los qgeles de agarosa

para poder visualizar las moléculas menores eon el qel -
desnaturalizante de poliacrilamida (figs., 4, 5 vy 6), Ba
jo estas circunstancias sc perdi$ la resolucidén entre el
fragmento B y la especie 18S, por tal motivo, estas se -
transfiricron al gel de poliacrilamida en un solo carril,
por tanto, a pesar de que la molécula mﬁ anarece con el -
carril donde se haya la especie 185, se deduce que tal -
molécula esta asociada al fragmento B, pues en el « (que
no esta contaminado) no se obscrva tal meolécula, ademis

de que al analizar a la esnccic 18S obtenida del gradien

te de sacarosa, no se detecta a la moldécula m3,

Los resultados obtenidos mediante los gradien-
tes de sacarosa, sugieren fuertemente aque la especie ri-
bosomal 245 es un agregado molecular formado por tres mo
léculas de RNA, dos de las cuales son los fragmentos oy
B, vy la tercera es la mnlécula m3. Las tres moléculas -
de RMAr parecen estar asociadas debilmente por reqgiones
limitadas de uniones no covalentes, pésiblcmcnte enlaces

de puentes de hidrégeno (3,5,7,23 vy 27),

Con estos datos a la molécula m3 se le puede -

.




considerar homéloga con la especic ribosomal 5,88, ade--
més de que por datos atin no publicados se ha encontrado
gue esta molécula csta codificada dentro del gen riboso-

mal, tal como sucede con la especic 5.88 (16).

En el caso de las moléculas ml, m2, m4 y m5, -
las cuales en preparaciones libres de proteinas ribosoma
les no presentan asociacidén algquna a especic ribosomal -
(grifica 2 -~ fig, 4), v que a partir de la desproteina--
cién del precipitado de 100000 X g ve se encuentran li--
bres, es de suponerse que si estas moléculas interactuan
con otro dcido ribonucleico del ribosoma, tal interac---
cidén debe ser de una estabilidad baja, la cual puede cs-

tar mediada o estabilizada por proteinas ribosomales (20).

De las cinco moléculas de bajo peso molecular
presentes en los ribosomas de T. cruzi surae la pregunta
mo se originan estas moléculas? ¢resultan de la expre

6
sién de genes nucvos? & ¢constituyen productos nuevos de

procesamicnto?

llemos mapeado restrictivamente las moléculas -
menores del RNAr, y encontramos que las mol€culas ml, m2
y m3 se encucntran codificadas dentro del gen ribosomal,

mientras, que las moléculas m4 y m5 son codificadas sepa-
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radamente y fuera de dicho gen; lo que indica aue md y -
m5 son ¢l producto de la eupresicdn de aenes independien-
tes, siendo uno de estos un gen nuevo: en el caso de ml,
m2 ¥y m3 es posible que surjan del procesamiento del gen

ribosomal,

Concluyendo, se ha mostrado que los ribosomas
de T, cruzi conticnen cinco moléculas de RNA de bajo pe-
so molecular, y aque de cllas, la molécula m3 se cencuen--
tra asociada al fragmento B de la especic ribosoral 24s,
comportandosce como la especie ribosomal 5.8 de los oraa

nismos cucariotes,.
De estos datos se desprenden las precuntas:

¢El hecho de aue los orqganismos pertenccientes
a la familia Trypanosomatidac scan tan diferentes, indi-
cari que estos siquiecron una linea evolutiva difercente a

las ya cestablecidas?

éS1i los RNAs ribosomales vequefios juegan un pa
pel importante en la sintesis proteica, el hecho de que
los tripanosomatidios tengan 5 de estos, podria sugerir
aque el mecanismo de la sintesis de proteinas en dstos -~

sea diferente?
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