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INTRODUCCION 

Consideraciones Generales. 

Trypanosoma cruzi es un protozoario flagelado 

causante de la enfermedad de Chagas cuya morbo-letalidad 

es elevada en Centro y Sudamérica. Su importancia, como 

problema de Salud Pública, en México está apenas siendo 

examinada (1). El parásito presenta un ciclo de vida - 

complejo y su conducta en el hospedero es de caracterís-

ticas tales, que el conocimiento de su fisiología génica 

no solo es interesante sino necesario (2) (3). 	Algunos 

aspectos básicos en el conocimiento de esta fisiologla, 

como son la regulación de la transcripción y la traduc-

ción de la información génica, se han visto en gran medi 

da bloqueados por la imposibilidad, hasta ahora rutinaria 

de obtener moléculas enteras de lcido ribonuclrico (ARN)-.  

Fste problema no solo incide sobre moléculas de ARN del 

tipo mensajero (A2Nm), sino también sobre aouellas de ARN 

del tipo rihosomal (ARNr), que es mrls resistente a la de 

gradación. 



Consideraciones Particulares 

A la fecha, en todos los eucariotes se han en 

contrario cuatro moléculas de ARNr: las 285, 185, 5.8S 

y SS más una extra (4) en Drosophila: la 2S*. Excepto 

la SS, el resto de las moléculas se transcriben en una 

sola unidad llamada precursor o transcrito primario, y 

se derivan de éste por rompimiento endonucleolftico y 

modificación enzimática_ La molécula SS, en la mayoría 

de los eucariotes, se origina en otros sitios del geno 

ma. La denominación en Svedbergs se usa de una manera 

muy convencional, sobre todo la de 285, rara referirse 

a los diferentes tamaños moleculares, al origen de las 

células de tipo eucariote, sin representar, en la mayo-

ría de los casos, el coeficiente de sedimentación parti 

cular, s. Para obviar este problema, en lo subsiguiente 

me referiré en general a las moléculas 18S y 285 como a 

las suhunidades menor y mayor de ARNr y a las dos juntas 

como ARNr, simplemente, 

Varios laboratorios han reportado ya el aisla-

miento de ARNr en forma, inexplicablemente, degradada a 

5= Coeficiente de sedimentacinn en Svedbergs. 



partir de organismos tripanosomátidos (5, 6). Lo mismo 
se ha afirmado en 

tos (7) y de , vida libre (8) , (9), (10) en un díptero (4) 

y en un lepidóptero (11), El perfil de gradientes de 

sacarosa usual presenta dos picos anchos y de altura si-
milar .  Con base en estos datos, se ha empezado a hablar 

de ARNr inestable en este tipo de organismos: otro ha-

llazgo curioso en estas preparaciones, es que la especie 

claramente inestable es la suhunidad mayor con productos 

de degradación de tamaño similar al de la suhunidad menor, 

Un tercer dato mayoritario es que la suhunidad mayor se 

degrada en dos fragmentos desiguales, con excepcifín de 

Plasmodium (7), alrededor de 0.6 y 0.7 millones (m) de 

neso molecular que, sumados, dan el tamaño de 1.2 a 1.4 m 

de la molécula completa, 

En el caso de los tripanosomtidos los pesos 

moleculares reportados de la suhunidad menor de APNr, son 

superiores al peso molecular de la suhunidad menor de los 

eucariotes superiores, Esto podría interpretarse sencilla 

mente como una alteración de los valores reales, debido a 

la existencia de fragmentos de la silbunidad mayor. 

el caso de otros protozoarios parAsi- 
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Proposición 

Los datos presentados a continuación intentan 
demostrar que la subunidad mayor puede obtenerse entera 
o fragmentada en dos, dependiendo de las condiciones 

des 
naturalizantes de los métodos de extracción y separación 

de ARNr. Esto sugiere fuertemente, que el rompimiento 

ocurre espectficamente en un sitio particular de la molé 

cola y que las probabilidades de una degradación por ma-
nipulación experimental son extremadamente bajas. Adi-

cionalmente, se demuestra que la elevada estimación del 

peso molecular de la subunidad 
menor es real, y no se de 

he a la contribuci(In de los fragmentos provenientes de 

la degradación de la subunidad mayor. 
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Materiales y MItodos 

Cultivos Celulares 

Un aislado mexicano de T. cruzi proveniente de 

La Cruz, Jalisco (Dr. Jorge Tay, Departamento d 

Rumana, Facultad de Medicina, 1.1. N.A. M 
	

e Fcologla 

.) fue crecido en me dio líquido de 
infusi6n de hígado triptosa (12) suplemen- 

tado con 10% de suero bovino fetal, en cultivo en agita-
ción y a 28° C. 

La cepa AT-9 de Pscherichia coli (Dr Fernando 
PaRtarrachea, D

epartamento de Piolog(a Molecular, I 
	13 

U.N.A.M.) fue crecida en medio Luria (13) en cultivo en 
agitación a 371 

 C hasta alcanzar 120 unidades rlett. 

Prelazación de Poli_spma
s 
 y Ribosomas de TT cruzi 

Las uslulas fueron cosechadas cerca de la fase 

media de crecimiento logar.Itmico por centrifuraci4n a 

10,000 g por 10 min a 4° 
C y luego lairadas dos veces con 

KC1 0.1 M Mg Ac2 0.005 M CaCl
2 
 0 003 M Tris/1tC.1 0.03 M 

(pH 7.0). Fn los experimentos iniciales(Resultados, Fig)), 

1 

1 
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esta solucion fue añadida de hentonita 3 mg/ml, o de hepa 

rina 4 mg/ml, o de la combinacien bentonita 5mg/m1 hepa 

rina 4 m g/ml. En todos los experimentos subsecuentes, la 

solución fue rutinariamente añadida solo de la combina 

de dietil pirocarbonato 10 ug/ml heparína 4 mg/ml. Fsta 

ultima combinacion fue tambien usada en todas las soluci 
nes subsiguientes 

	

	
o 

nue por brevedad no se mencionara en la 

especificacion de cada una de ellas, asi como para enjuagar 

todo el material de vidriería. Tanto la vidriería como las 

soluciones, fueron previamente esterilizadas por autoclave 

Las celulas, despues de ser lavadas, fueron resuspendid 
en la misma solucion en 	

as 
 

respectivamente 

SO 

de orificio ne 

polisomas remanentes, fue usado como fuente 

llamado de aquf en adelante, fraccion ribo 
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luciones, con 2 5 

quefio para romper 

de ribosomas y es 

somal. 

proporcíon de 1.0 g por 10 O ml y 

se lisaron por la adicion de Nomidet P 40 al 0.3% final. 

Fi liado fue centrifugado subsecuentemente 

y 100,000 g por 104.0 y 120 min 

nadante de 20,000 g fue usado como fuente de polisomas y el 

precipitado de 100,000 g fue resuspendido, en diferentes 

pasos a traves de pipetas 

a 10, 000, 20,000 

Fl sobre 

1 
1 



Extracción de ARN T. cruzi 

El ARN fue extraído de dos fuentes: (a) de 

células enteras previamente lavadas (b) del sobrenadan- 

te de 20,000 g y (c) de la fracción rihosomal. 	(a) las 

células fueron resuspendidas en KAc 0.1 M cloruro de gua-

nidina 8.0 M o alternativamente en Tris/PC1 (n4 7.0) 0.05 

M KC1 0.15 M MgC12  0.005 M adicionado de un volumen de fenol 

y la metodologia descrita por Cox (14) fue utilizada (b) 

En experimentos iniciales, el sobrenadante de 20,000 g fue 

utilizado con la adición de los inbibidores de rihonuclea-

sa descritos en el párrafo anterior y la extraccion de ARN 

se llevé a cabo con fenol como en (a).' La fraccion riboso 

mal fue resuspendida, alternativamente, en tres soluciones: 

(1) Tris/PC.1 (pH 7.0) 0.01 M EDTA* 0.01 m SIS** 2%, calen-

tando a 902  C por 2 min: (2) Tris/HCI (pH 7.0) 0.01 M EDTA 

0.01 M DMSO*** 10% durante 24 h a 4° C: y (3) Tris/HCI (pH 

7.0) 0.01 M LiC1 2.0 M urea 4.:0 M, durante 24 h a 4° C. Las 

resuspensiones fueron centrifugadas a 20,000 g por 20 min y 

los precipitados resuspendidos en Tris/HC1 (p11 7.0) 0-01 M 

PPTA 0.001 M.L Cl 0.05 M SarYosyl 

* Acido etilendiamino tetra acético. 

** Dodecil sulfato de sodio. 

*** Pimetil sulfinxido. 

o 



Electroforesis en Geles no Desnaturalizantes 

1 

1 

1 
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El ARNr fue analizado en geles 

crílamida 2.0% agarosa 0.5% de acuerdo a 

Peacock et al (15) (16), Las muestras de 

cipitadas.por la edicien 

das durante la noche a 202 C. Fl precipitado 

do por centrifugacien a baja velocidad, secado con N, 

suelto en un volumen mínimo de Trisma base 21.6 g; EDT redí 
A 1.86 

g, acido Urico 11 g, aforado a 2 LT con agua desionizada, pH 

8.3 y azul de bromofenol fue añadido como marcador del frente. 
La electroforesis se llevó 	• a cabo por 14 h, a 100 V y 4

9. C. 
Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio 5.0 ug/ml y 

fotografiados con una camara Polaroid 
	ARNr de hígado de ra 

ta o de E. coli, extraídos por los metodos habituales de fe 

nol, fueron usados como estándares de peso rnolecular. 

Flectroforesis en Geles Desnaturalizantes 

El ARNr fue tamhien analizado en geles ron placa de 

agarosa 075% o 1.5% siguiendo los procedimientos de Lehrach 
et al. (17) 
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de dos voldmenes 

en placa de polla 

lo descrito por 

ARNr fueron pre 

de etanol y deja 

fue recupera 

usando formaldehído como desnaturalizador 
	P1 

1 



precipitado de ARNr fue resuspendido en 'Ta
2  mPo4  0.018 M Ha H2  PO4 

 0.002 M formaldéhido 2,2 M formamida 50% y ca- 
lentando a 602C por 	

min. La electroforesis se realizó 

por 14 h, a 10 mA y temperatura ambiente (aprox. 20
1  C) 

Gradientes de Sacarosa 

Las muestras polisomales fueron colocadas sobre 

gradientes isocinéticos de sacarosa prenarados con 5.5ml 

de sacarosa al 30% en el recipiente de mezclado y sacaro-

sa al 15% en el recipiente de reserva. Las soluciones de 

sacarosa fueron hechas en Tris/};C1 (pH 7.0) 0.02 
	yr]  

0.05 M Mg Ac2  0.003 M, 	
Los tubos fueron centrifugados en 

el rotor Beckman SW 40 a 100,000 g por 5 h a 4' C. Los 

gradientes fueron continunm 

m, en una celdilla de flujo continuo de una unidad 6ptica 
ISCO. 

va. Las soluciones de sacarosa fueron
.  hechas en Tris/}IC1 

(pH 7.0) 0.01 M HITA 0.001 

tubos fueron centrifugados en el rotor 

000 g nor 13 h a 40  C.  

Las muestras de ARNr fueron analizadas en gradierl 

tes isocinéticos preparados con 6.0 ml de sacarosa al 20% 

en el recipiente de mezclado y sacarosa al 5% en el de reser 

M LiC] 0.05 M SarYosyl 0.1%.  Los 

PrcYman SW 40 a 126, 



RESULTADOS 

Efecto de las Condiciones Desnaturalizantes Sobre la 

Tntegridad de la Subunidad Mayor del ARNr 

El lisado de cdlulas, fue extraído con fenol 

y muestras del ARN provenientes de la fase acuosa fue-

ron colocadas sobre gradientes de sacarosa con el ob-

jeto de separar las suhunidades de ARNr y juzgar sobre 

su estado de integridad. Los perfiles obtenidos mos-

traron el resultado usual: un pico relativamente peque 

flo, y en algunas ocasiones practicamente ausente, en 

la posición de la subunidad mayor; un pico ancho en la 

posición de la subunidad menor: y un pico grande en la 

posición correspondiente al'ARN soluble. Las condicio 

nes del ARNr no cambiaron significativamente con el 

uso de diferentes inhibidores de rihonucleasa o de 

combinaciones de éstos (Fig. 1). 



1 
Las corridas de velocidad de sedimentación fueron 

realizadas por centrifugación de banda con una centrifuga 

Spinco modelo E equipada con la óptica de abosorción ultra. 

violeta, con graficador automático y en una celdilla forma 

dora de Y-anda tipo Vinograd conteniendo Tris/PC.1 (pH 7.0) 

0.01 M EDTA 0.001 M LiC1 0.05 M sacarosa 5%. Los coeficien 

tes de sedimentación fueron medidos con ARNr a concentracio 

nes de 1.6 a 16 ug/ml, en centrifupaciones a 34,000 rpm por 

100 min a 201  C y finalmente corregidos a condiciones de a-

gua a 202  C y a diluci4n infinita, tomando como valor de v9, 

lumen para el específico 0.55 ml/g .  

Ultracentrifugación Analítica 
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Fig. 1
.Gradientes de sacarosa de ARN citoplásmico de T 

_cruza. El lisado celular fue obtenido en presencia de 
Sentonita (A), de heparina (B), de bentonita-heparína (C), y de dietiel pirocarhonato-heparina (D). 	El sobrenadan. te de 20,000 g fue dnsproteinazado con fenol en prnsencia de los inhibidores 

correspondientes y_el ARN fue utiliza 
do a partir del precipitado de etanol. 
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Resultados similares fueron obtenidos cuando se utill 

zé la fracción rihosomal y cuando, en presencia de la 
combinación de di

etilpirocrhonato y heparina, se ex-

trajo con dodecil sulfato de sodio a 90
°C:  (Fig.: 2); 

o cuando las células enteras, prviamente lavadas, fue 

ron directamente extraTdas con fenol (Fig: 3) o con 

cloruro de guanidina (Fig. 4). 

18 S 
3 

Fig. 2
,Gradhnte de sacarosa de ARN citoplásmico de T. 

anuu El usado celular fue obtenido en presencia de dietil piro- cbrbonato-heparina 	
la fracción ribosomal fue de 

sproteini- por 2 min. zara con dodecilsulfato de sodio al 2% y calentado a 90° C 

1 
1 



Fig3.Gradiente de sacarosa 
de ÁRN total de T.  cruza. Las 
células enteras 57 resuspendi 
das fueron directamente des 
proteinizadas con fenol (Ma—
teriales y Métodos).  

18 S 

Fig. 4.Gradiente de sacarosa 
de ARN total de T eruzí. 
Las células enteras fueron 
directamente resuspendidas 
en la solucirkl de cloruro de 
guanidina y el ARN fue obte 
nido como en Materiales y Mé 
todos. 

   



Los datos anteriores pueden ser interpreta-

dos como el resultado de la actividad residual de ri-

bonucleasas parcialmente inactivadas, a pesar de que 

la mezcla inhibidora haya demostrado ser muy eficiente 

en otros sistemas (18)`, Para lograr una certeza mayor 

de la existencia de esta actividad residual e infi-

riendo que, si ésta existe y se expresa en ARNr tam-

bien debería hacerlo muy ventajosamente sobre ARNm 

que comunmente es más sensib.le que el ARNr, se inten-

t6 demostrar la existencia de polisomas en el lisado. 

Consecuentemente, se coloco una muestra del sobrena-

dante de 20,000g, sobre el gradiente isocinético y se 

centrifug6. La Figura S muestra que material poliso- 

mal está en realidad presente en estas preparaciones. 

monosoma 
1 

Fig. 5.Gradiente de sacarosa 
del sobrenadante de 20,000 g 
del lisado de T. raDIA. 

  



Fuete material es además sensible a ribonucleasa exó-
gena, como se demuestra por la desapar)ción concomi-
tante de polisomas al afladirse esta enzima a la pre-
paraci8n, antes de su centrifugaci6n (Fig. 6). 

Fig. 6.Gradiente de sacarosa del sobrenadante 20,000 g del lisado de T. cruzi 	El material fue cubado con rihonucleasa 1,ug/m1 	previamente in 
por 30 mi a 4,  C. 
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-Con esta información se decidió entonces di 

sociar el complejo ARNr proteSna en condiciones menos 

drásticas, ya que los agentes anteriores son agentes 

desnaturalizantes fuertes.  El uso de dimetil sulf6- 

xido al 10% produjo una mejor preparación de ARNr al 

aumentar concentración de la subunidad mayor. (Fig. 7) 

Fig, 7. Gradiente de sacarosa de ARN citoplásmico de T. =121, El lisado celular fue obtenido en presencia de 
dietil- pirocarbonatorheparina y la fraccion ribosomal 
extraf. .da con dimetil sulf4xido al 10%. 

1 

o 
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La combinación de urea y litio produjo preparaciones 

de ARNr con indices de absorvencia 260/280 y 260/230 

no menores de 2.0 y 2.5, respectivamente'.  Al ser e -
xaminadas en gradientes de sacarosa mostraron, por 

primera vez, dos picos delgados y en la proporción 

esperada para moléculas enteras (Fig. 8) 

24 S 
3 

Fig. 8, Gradiente de sacarosa de ARN citopl<smico de T. 
cruzt. El usado celular fue obtenido como en la Fil. 7 y la fraccion ribosomal desproteinizada con la solu cien de urea-litio. 

r 



Habiendo identificado este tipo de moléculas, 

se procedió a confirmar la hipotesis de que la desna-

turalización es el agente desenmascarante de un rompi-

miento oculto. La preparación de ARNr obtenida por el 

método de urea litio(todo en presencia constante de 

la mezcla inhibidora), fue incubada a 20°C y muestras 

obtenidas a diferentes tiempos de incubación fueron 

exhibidas en gradientes de sacarosa. La Figura 9 mues-

tra esta secuencia en tres tiempos de incubación y se 

puede observar la conversión paulatina del perfil de 

moléculas enteras en los perfiles de moléculas frag-

mentadas, notándose la disminución de la subunidad 

mayor con el correspondiente aumento en los dos
n. ; COS 

más ligeros de la región de la subunidad menor. 

Cuando esta conversión se lleva al límite, la región 

de la suhunidad menor contiene un solo pico ancho, 

como en el caso de la Figura 1. 
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Fig. 9. Gradiente de sacarosa de ARN citop1Ssmico de T. 
Qruzi. El ARNr fue obtenido como en la Fig. 8 e incu 
bado por 10 h (A), 18 h (B) y 24 h (C) a 20! C, en pre 
sencia de dietil pirocarbonato-heparina. 



Con el objeto de abundar en el efecto de la 

desnaturalización, de mejor resolver los tres picos en 

la posición de la suhunidad menor, de identificar la 

procedencia de estos picos, y de obtener una estimacion 

de los tamafios de las especies moleculares y sus frag-

mentos, se procedió a la separación de las especies por 

electroforesis en.placas de gel. La preparación de ARNr 

obtenida por el método de urea-litio fue primeramente 

corrida en geles no desnaturalizantes. La figura 10 co 

rresponde a la fotografía de un gel en placa no desna- 

turalizante, en la que la preparación de T 	(ca 

rril h) muestra solo dos bandas correspondientes a las 

suhunidades mayor v menor, sin la presencia de produc- 

tos de fragmentación. 

 

Fio 10. Gel en placa de 
pollacrilamida 2% agarosa 
0.5% sin agentes desnatu 
ralizantes. Carril a: 
ARNAr de htgado de rata 
Carril b: ARNr de T cruszi 
obtenido por desprotelni 
zaclón con urea litio 

b 

 

r . l a  

 

o 

   



Estas mismas preparaciones que, bajo los críte. 

ríos arriba citados en condiciones no desnaturalizantes, 

tanto para gradientes de sacarosa como para electrofore-. 

sis en gel, contentan moléculas no fragmentadas de ARNr, 

fueron sometidas a desnaturalización y subsecuentemente 

a electroforesis 

muestras de ARNr de 

bandas en lugar 

lecular mayor, 

ausente, migró en la 

otras tres bandas, o las tinicas en la mayoría de los geles
., 

migraron en la posición de la suhunidad menor (Fig. 11). 

Esta distribución de bandas es justamente la misma a la ob 

tenida en gradientes de sacarosa no desnaturalizantes pero 

con muestras calentadas (Fig.  9). 

  

  

  

Fig. 11. Gel en placa de 
agarosa 0.75% formaldehl 
do 2.2 M. Carril a: ARNr 
de T. cruz5 obtenido como 
en la Figura 10 v orevia 
mente desnaturalizado (Md 
terial y Metodos). Carril 
h ARNr de .E crll previa-
mente desnaturalizado. 

 

 

en condiciones desnaturalizantes: Las 

T cruza mostraron ahora cuatro o tres 

de dos. La primera banda, de tamaño mo- 

muy tenue y en la mayoría de las ocasiones 

posición de la suhunidad mayor, las 



La muestra de ARNr conteniendo las dos suhuni-

dades mostró un triplete de bandas de tamaño molecular 

similar, migrando en la región de la suhunidad menor (Fig: 

12, carril a). La fracción del gradiente de sacarosa co 

rrespondiente a la suhunidad mayor demostró las dos ban-

das más ligeras del triplete (Fig. 12, carril b), o tres 

bandas, una correspondiente a la suhunidad mayor comple-

ta y las otras dos, las más ligeras del'triplete, corres 

pondientes a los fragmentos de la mayor, cuando el trata 

miento desnaturalizante previo a la electroforesis fue 

menos drastico (Fiar. 12, carril c). Por último, la frac 

ción del gradiente de sacarosa conteniendo la suhunidad 

menor solo mostreluna banda que migró como la banda más 

pesada del triplete (Fig. 12, carril d). Por consiguien 

te, la suhunidad mayor da origen a los dos fragmentos 

más ligeros del triplete y la menor a la especie mas pesa 

da de este triplete. 



Fig. 12. Gel en placa de agarosa 0.75% formaldebido 2 2 
M con diferentes fracciones de ARNr desnaturalizacio d'e.. 
T. cruzi obtenido por desproteinizacion con urea-litio, 
Carril a: ARNr no fraccionado en gradiente de sacarosa. 
Carril h: ARNr obtenido de la fraccion del gradbnte de 
sacarosa correspondiente a la suhunidad mayor y cal 
do a 60q C por 5 min en la mezcla desnaturalizante (ma 
feriales y Métodos). Carril .g:igual al Carril b, pero 
calentado por solamente 1 min. Carril d: ARNr obtenido 
de la fraccion del gradiente de sacarosa correspondiente a la suhunidad menor. 
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Tamaños Moleculares 

1 
El tamaño de las cuatro moleculas de ARNr de 

T. cruzi (las subunidades mayor y menor y los fragmentos 

de la mayor) fueron estimados en el sistema de electro-

foresis en gel en placa, en condiciones no desnaturali-

zantes y desnaturalizantes: El cálculo fue obelido a 

• partir de la gráfica del logaritmo de los valores de pe-

so molecular, contra los valores de las distancias mi-

aradas por las bandas, usando ARNr de hígado de rata en 

los geles no desnaturalizantes o de E. coli en los des-

naturalizantes La Tabla 1 resume los datos obtenidos 

de varios experimentos Los valores obtenidos para las 

subunidades mayor y menor, a partir de geles no desnatu-

ralizantes y desnaturalizantes, coinciden razonablemen 

te bien. La suma de los.valores de los dos fragmentos 

es aproximadamente 300 bases menor que el valor de la: 

subunidad mayor. 

.0 
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Tabla I. Tamafts moleculares de las subunidades mayor y menor y de los 

II
dos fragmentos derivados de la mayor/ de ARNr de T. CTUZi 

I Tipo de Gel 

1 
No 

I Desnaturalizante 
(N=2) 

11 
Desnaturalizante 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

(N=5) 

Especie 
Molecular Tamaño Molecular * 

Daltones 	Bases 

Subunidad 
Mayor 1,370,631 3,996 

Subunidad 
Menor 855,590 2,494 

Subunidad 
Mayor 1,371,021+11,868 3,997 ± 34 

.ac  569,881+ 	3,488 1,661 +, 10 

Fragmento 695,660+ 	4,357 2,028 ± 	12 

Subunidad 
Menor 844,928+ 	4,450 2,463 + 	13 

Se muestra la media + el error estandar, siendo N el numero de diferen 

tes geles medidos: Los valores para las subunidades mayor y menor de 

ARNr estándares fueron 1.75 y 0.70 m para hígado de rata (10), y 1.07 

y 0.55 m para E. coli (22)1  respectivamente. 
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-a. Agorgriful. 

Velocidades  de Sedimentación 

Fig. 13. nradiente de sa-
carosa con una mezcla de 
ARNr de hígado de rata y de 

cruzi obtenido por (Res-
proteAnizaci6n con urea-
litio.. Las flechas indi-
can las posiciones del_ 
ARNr de hígado de rata. 

1 
e 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
e 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

Para este tipo de determinaciones, se usaron 

muestras de ARNr de T.  cruzi, obtenidas mediante el mé 

todo de extracción con'ítrea,litio. Fl coeficiente de 

sedimentación s fue cáiculado por dos Métodos: uno re-

lativo a estándares conocidos, y el otro absoluto. 

Las muestras de ARNr de T. cruzi y de hígado 

de rata fueron cosedimentadas (Fig. 13) en gradientes 

isocinéticos de sacarosa, en solución no desnaturali-

zante. Las dos suhunidades menores ocuparon una posi,.. 

ción coincidente, por lo que se adoptó un valor de 

18S para la menor de T. cruzi: la posicie4n intermedia 

de la subunidad mayor de T. cruzi die un valor de 24S. 
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Muestras:de varias ,concentraciones de ARNr, 

de T 'cruzi fueron colocadas en la 9eldilla analítica 

formadora de bandas conteniéndó una solución no des-

naturalizante, con sacarosa como agente.  estabilizante 

de las bandas.  Los valores de s20 w  fueron calculados 

a partir del registro ultravioleta (Flg.. 14) para ca 

da concentracion de ARNr, A partir de los seis valores 

obtenidos en las diferentes concentraciones, se calcu 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

laron finalmente los valores de ¿10 	.(Fi"g. 15 A y B) 

que resultaron ser 17.2 y 23.2S para las subunidades 

mayor y menor, respectivamente. 

Fig, 14.Registro continuo de la absorción a 265 nm del 
contenido de la celdilla analftica, cargada con ARNr 
de T cruzi, obtenido a los 48 min de centrifugación:  
El primer pico corresponde a la suilunidad menor y el 
segundo a la mayor. 
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La aparición de dos fragnentos derivados de 

la subunidad de ARNr 245 de T. cruzi puede ser explica 

da, principalmente, por dos mecanismos. (i) por rompi 

miento enzimltico de la molécula entera, durante las 

manipulaciones in vitro, e (ii) por la disocíacion de 

dos fragmentos preexistentes in vivo: Los datos repor 

tados previamente por diferentes laboratorios y los 

reportados anul, parecen apoyar el segundo mecanismo. 

1. El ARNr fue aislado, desde la cosecha celular, 

siempre en presencia de una mezcla inhibitoria de 

la actividad de ribonucleasa altamente eficiente: 

además de que se tomaron las precauciones corres 

pondientes al tratamineto del agua para solucio 

nes, a la esterilización y manejo del materia] de 

vidrio, al uso de guantes y de nue se evitó la 

contaminación, por rihonucleasa comercial, en el 

uso de los utensilios. 

2. 
Se demostró la existencia de polisomas sensibles a 

ribonucleasa exógena en el mismo lisadoque se uso 

para la extraccion de ARNr. Aunque se ha reportado 

la existencia de ARNm roto proveniente de nolisomas 

se desconoce si esta ruptura se efectuó durante la 

-o 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
e 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 



extraccion Además, el ARN total extraído con gua_ 

nidina, que mostró fragmentos d e ARNr, fue ensaya 

su capacidad de estimular síntesis de protei 

nas en un sistema libre de células 

reticulocito y dependiente de ARNm 

fluorografla de la electroforesis de las proteí-

nas sintetizadas, marcadas radioactivamente con me 

tionina S35, mostró bandas intensas en la zona de 

peso molecular alto, hasta 0.22 m, implicando la 

existencia de ARNm de tamaño grande (experimentos 

no publicados y realizados en colahoracion con el 

Dr. Lino Dfaz, Departamento de Piologla del ne- 

sarrollo, IIRM, PNAM). 

3. FI uso de agentes fuertemente desnaturalizantes, 

sobre células enteras o sobre fracciones subcelnla 

res, siempre produjo preparaciones de ARNr conte 

niendo los fragmentos alfa y beta de la especie 

24S: en la mayoría de los casos, con la desapari-

clon casi completa de la 24S: 

4. Por el contrario, la utilizacien de tecnicas de 

desproteinización rihosomal en condiciones modera 

das; consistentemente produjo: (i) perfiles de 

gradientes de sacarosa con dos picos delgados y en 

proporciones adecuadas a la masa de las esnecies 

do en 

proveniente de 

exogeno. La 



18 y 24S, e (ii) la aparición de solo dos bandas 

en la electroforesis de los geles no desnaturali-

zanites, Este mismo material, cuando fue desnatura 

lizado por calor o por agentes químicos, dio lu-

gar a la aparici6n de los fragmentos alfa y beta. 

S. Todos estos cambios ocurrieron solamente con la 

especie 24S, pero no con la 18S ni con ninguna es 

pecie extraida del higado de rata o de E coli 

Si el rompimiento del ARNr 24S ocurre in vi- 

vo, esto debe realizarlo una ribonucleasa específica 

y debe ocurrir durante el procesamiento del ARNr pre- 

cursor para producir el 24S puesto que en T. cruzi se 

ha reportado la existencia de un precursor putativo de 

31S y extraído con fenol (19). 

A pesar de todo lo anterior, el rompimiento 

in vitro no puede ser totalmente desechado. Si éste es 

el caso, la situación exigiría la existencia de una re 

gin única de ARNr críticamente expuesta a la acción de 

rihonucleasas inespecificas en la conformación nativa 

del ribosoma.  La deficiencia de aproximadamente 300 ba 

ses en la suma de los fragmentos alfa y beta, en compa 

racion al numero contenido en el ARNr 245, podria apo-

yar el rompimiento in vitro si este dato se considera 

ra debido a la existencia de cortes multiples, produci 



dos por rihonucleasas inespecíficas, Sin embargo,:esta 

deficiencia también puede explicarse por la liberación, 

en condiciones desnaturalizantes, del ARNr 5.8S y del 

ARNr 5S, que contienen unas 200 y 120 bases respectiva-

mente. Los geles de agarosa y agarosa:poliacrilamida 

usados en estos experimentos no fueron adecuados para la 

demostración de estas moléculas pequeñas, pero en otros 

tripanosomátidos se han encontrado dos bandas en la re- 

gión correspondiente (5): 

Fl dato de un peso molecular de 1.37 m para 

el ARNr 24S de T. cruzi esta de acuerdo con las relacio-

nes reportadas entre pesos moleculares de ARNr, tipo 

-28S , de diversas especies y la Posición de estas en 

la escala filogenótica Este ARNr aumenta en peso en 

los animales de evolución más reciente, de aproximada-

mente 1:4 m en erizos de mar basta 1.75 m en mamíferos 

(20). La electroforesis en geles no desnaturalizantes 

usada en estos experimentos es similar a la usada por 

Loening (10) y tratando de comparar estos datos con los 

por él reportados, T. cruzi se colocarla en un lugar in-

termedio entre los hongos (21) y las plantas superiores 

(22) con valores de 1.27 - 1.31 m, y los erizos de mar 

y las moscas de la fruta con valores de 1.40 a 1.41 m. 

Con respecto a la suhunidad 18S de T. cruzi 



con 0.85 m de peso molecular, la interpretación no es 

sencilla 	En primer lugar/  todos los valores conocidos 

en las distintas especies caen en dos.categorlas claras: 

alrededor de .0.56 m para procariotes y de .0.70 m para 

plantas superiores y animales. En segundo lugar, este 

éltimo valor permanece constante en la evolución de los 

animales. Variaciones artificiales en este tipo de de- 

terminaciones pueden deberse a error experimental, a di 

ferencias en las estructuras secundaria y terciaria, o 

a una pol-lación heterogInea. Los errores de las deter- 

minaciones presentadas aquí están alrededor, y nunca ma 

yores, del 2%. Los valores encontrados en geles no des 

naturalizantes y desnaturalizantes comparan razonable-

mente bien. Los valores derivados de geles de poliacri 

lamida y reportados tanto en otros tripanosomátidos (5) 

como Amoeha y Fuglena (10), caen taml,iln en el rango de 

0.84-0.89 m y en todos ellos la suhunidad mayor de ARNr 

es reportada como inestable con productos de tamaño se-

mejante al de la suhunidad menor. En los geles utiliza 

dos en este trabajo se pudieron resolver, sin embargo, 

bandas con diferencias un poco menores a 0.1 m (fragmen 

tos m. y ,) y la probabilidad de estar midiendo una tan-

da, tan nítida como las otras, conteniendo especies mo-

leculares de muy diferente tamaño, es entonces baja 

ron base en lo anterior, los valores encontrádos para 



el ARNr 18S de 0,85 m deben representar diferencias verda 

deras en peso molecular con respecto a los de las subuni- 

dades menores de ARNr de hígado de rata y de 	con', Es 

te tipo de protozoarios deberán colocarse entonces en una 

posición extra al esquema general de solo dos tipos de sub 

unidades menores. Aunque la regla general, de pequeñas 

para procariotes y grandes para eucariotes, sigue vigente 

aun con la inclusión de estos protozoarios.. 

Finalmente, los valores encontrados de coeficien 

tes de sedimentación relativos y absolutos comparan bastan 

te bien entre si: 18 y 17.25 para la especie menor y 24 

y 23,25 para la especie mayor, 	Los valores de tipo absolu 

to se encuentran muy cercanos a los reportados para E. coli, 

(22); sin embargo, no son directamente comparables porque 

las condiciones de fuerza jónica durante la sedimentacie'n 

son diferentes. La velocidad de sedimentación depende de pa 

rametros tales como coeficiente de difusión, coeficiente 

de fricción, ionización de la macromolécula, contraiones, 

ind ice axial y viscosidad intrínseca, que a su vez, depen-

den fuertemente de la fuerza y composiciérn iónica del solven 

te al interaccionar con polímeros cargados.iónicamente y de 

conformación libre al azar (23). En los experimentos de con 

trifugación analítica realizados en el presente trabajo, se 

ha tenido que hacer un compromiso entre las probabilidades 

de desnaturalización de la subunidad 24S y la obtencion del 
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polímero en su conformacion libre al azar que es la más 

adecuada para que la velocidad de sedimentaci‘n represen 

te diferencias verdaderas en tamaño molecular (24), Es 

en funden de estos considerandos, que se decidió sedimen 

tar el ARNr de T. cruzi en ausencia de cationes divalentes 

y en bajas concentraciones de cationes monovalentes, condi 

clones ambas que reducen en coeficiente de sedimentación 

(22). Además resulta mucho más interesante el estimar, en 

un futuro, los valores de viscosidad intrInseca de estas 

preparaciones para poder aplicar el tratamiento de Scheraga 

y Mandelkern (25) y llegar a otra estimación independiente 

y razonable del peso molecular de las subunidades del ARNr 

de T. cruzi. 

1 
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