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RESUMEN 

Trypanosoma cruzi es un parásito causante de la enfermedad de 

Chagas, mal que constituye un problema de salud pública en 

México y en América Latina. T. cruzi presenta mecanismos 

atipicos en su Biología molecular que sumados al natural interés 

que este organismo despierta, hacen de él un interesante modelo 

de estudio. Para determinar con. precisión la organización 

genómica de la proteina ribosomal 84 (prS4) en este organismo se 

obtuvieron. clonas genómicas con. las regiones codificadoras de la 

misma, a partir de un.a biblioteca genómica de Trypanosoma cruzi, 

cepa CL Brenner. Estas clonas fueron caracterizadas por los 

patrones mostrados al emplear endonucleasas de restricción. 

Posteriormente a través de ensayos tipo Southern se localizó en 

estas clonas la posición de las copias del gen que codifica para la 

proteina ribosomal S4. Las regiones en. que se encontró una señ.al 

de hibridación a prS4 fueron secuenciadas. Se encontró que en 

T. C1UZÍ hay 3 copias de este gen éstas son idénticas en sus 

regiones codificadoras. Dos de las copias se encuentran 

organizadas de "cabeza a cola" en forma consecutiva separadas 

por una pequeñ.a región intergén.ica, la tercera copia se halla en 

un. alelo diferente. Resultó notable encontrar que las clonas son 

idénticas salvo por la presencia de dos copias de prS4 en una de 

ellas así como por la región que separa a las dos copias 

consecutivas. Debido al atípico procesamiento por el cual 

maduran los RNAm en estos organismos se observó que por lo 

menos en teoria se generarian tres RNAm diferentes, el significado 

de esto no se conoce. También. se encontró que los niveles de 

equilibrio del RNAm de prS4 varían a lo largo de un cultivo de 

epimastigotes lo que representa una modulación. de la expresión 

génica el punto de control de este fenómeno lo desconocemos. 
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1 INTRODUCCION 

La enfermedad de Chagas constituye un problema de salud pública 

ampliamente distribuido en América Latina (13). Su agente etiológico es el 

hemoflagelado parásito Trypanosorna cruzi, protozoario perteneciente a la 

familia Tripanosomatidae, del orden Kinetoplastida (10, 14, 31, 49). La 

enfermedad de Chagas constituye la mayor parasitosis del continente y la 

tercera a nivel mundial, antecedida sólo por la malaria y la schistosomiasis 

(56). En 1940 Mazzotti hizo el primer reporte de este mal en México (34). 

Es un padecimiento endémico, en los estados del sur de México, como 

Oaxaca y Chiapas (13). 

1.1 Ciclo de vida 

El Trypanosorna cruzi exhibe un ciclo de vida digenético (Fig. 1) compartido 

entre un hospedero invertebrado que hace las veces de vector 

(himenópteros de la subfamilia Triatominae, "chinches besuconas") y un 

hospedero vertebrado: el humano, ganado o perros (10, 14). El ciclo inicia 

cuando una chinche se alimenta de sangre de un individuo infectado con 

tripomastigotes circulantes, los cuales se transforman en epimastigotes en 

el tubo digestivo del triatómido, quienes constituyen la forma replicativa en 

el vector. De una a dos semanas después de la infección, dependiendo de 

la temperatura, los epimastigotes se diferencian a tripomastigotes 

metacíclicos, que son la forma infectiva (33, SO). Los tripomastigotes son 

expulsados del vector en sus heces y se introducen en el hospedero 

vertebrado a través de las mucosas o por abrasiones en la piel. Una vez 

dentro del mamífero los tripomastigotes invaden rápidamente células del 

sistema reticulo-endotelial, musculares esqueléticas y cardiacas, entre 

otros tejidos (6, 33). Intracelularmente, los tripomastigotes se diferencian a 

amastigotes, los cuales se multiplican por fisión binaria y forman un 

pseudoquiste. Posteriormente se rediferencian a tripomastigotes 
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circulantes o procíclicos. Estos tripomastigotes se liberan por la lisis de 

células infectadas aunque en algunas ocasiones también se pueden liberar 

amastigotes. Los amastigotes poseen la capacidad de infectar células 

fagociticas, mientras que los tripomastigotes pueden reinfectar otras 

células o bien, continuar el ciclo con la intervención de otra chinche (6, 33, 

50). 

El'mUl180TES 
IN(llllallw .. I 

AllAITl80TU ............. 
Figura 1: Cicle de'Yida de »lP•••s•-Cl'llZi 
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1.2 LA TRIPANOSOMIASIS AMERICANA 

1.2a Consideraciones sobre el vector 

El mecanismo más frecuente de transmisión del T. cruzi al hombre es el 

vectorial. El vector responsable de la transmisión de este parásito es un 

insecto hemíptero hematófago de la subfamilia Triatominae (13, 33). 

El primer registro de triatómidos en América, data de 1590, cuando 

Lizárraga los describió en su viaje a Argentina (15). Éstos hemípteros, 

también conocidos como vinchucas o chinches voladoras son insectos 

alados o ápteros, dependiendo de su estadio de vida, poseen un aparato 

bucal suctopicador, son ovíparos y de metamorfosis gradual. En principio 

son organismos de ambiente selvático, pero cuando el hombre invadió su 

ecosistema algunas especies se adaptaron al ambiente peridoméstico y 

entraron en convivencia con los humanos (2, 13, 15). Se han descrito 

aproximadamente cien especies en la familia y todas ellas son vectores 

potenciales del T. cruzi pero sólo doce son vectores comprobados (15). En 

México, las especies con mayor responsabilidad epidemiológica son 

Triatoma dimidiata y Rhodnius prolixus. Los factores que determinan que 

una chinche sea un vector eficiente son los siguientes: Ser antropofilica, 

alcanzar alta densidad en la vivienda, poseer un intervalo corto entre la 

ingesta de sangre y la defecación, estar adecuada para vivir en el ambiente 

peridoméstico, y tener alta capacidad metaciclogénica (14, 27, 33). 

1.2b La enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas tiene una fase aguda inicial con duración de 

varias semanas, y una fase crónica que persiste por la vida del huésped. 

Durante la fase inicial de la infección el parásito invade células y se 

multiplica rápidamente ya que no hay reacción inflamatoria alrededor de 

las células parasitadas, ni una respuesta inmune específica. Los parásitos 

se diseminan a través de la circulación pudiendo infectar todo tipo de 

células nucleadas, sin embargo tienen marcada preferencia por células 
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musculares cardiacas, macrófagos neuronas y tejido glial (células de 

soporte del sistema nervioso). La ruptura de las células parasitadas 

provoca una intensa respuesta inflamatoria que en casos severos, causan 

miocarditis aguda, destrucción de ganglios autonómicos del tracto 

gastrointestinal y meningoencefalitis. 

Con el desarrollo de inmunidad humoral y celular, el número de parásitos 

en sangre y en los tejidos disminuye dramáticamente hasta llegar a no ser 

detectables con los métodos usuales de diagnóstico así queda instalada la 

fase crónica. El empleo de métodos de diagnóstico más sensibles parece 

indicar que las personas pueden permanecer infectadas de por vida con 

parásitos tanto en sangre como en los tejidos. La mayoria de los individuos 

infectados crónicamente permanecen asintomáticos y el daño tisular se 

limita a pequeños focos de inflamación y de fibrosis con pérdida limitada de 

los ganglios autonómicos. En los casos de cardiopatía chagásica severa, 

hay destrucción importante de las células musculares cardiacas y del tejido 

de conducción con fibrosis difusa. En los pacientes con afección 

gastrointestinal hay destrucción severa de los ganglios autonómicos ( 10, 

27, 39, 51). 

Una de las mayores dificultades para estudiar la patogenia de la 

enfermedad de Chagas es su lenta evolución. La enfermedad generalmente 

se expresa de 15 a 30 años después de la entrada del parásito al 

organismo. Los estudios hechos hasta el momento sugieren que el 

desarrollo de la enfermedad podría estar asociado a seis posibles 

mecanismos patogénicos: 

a) lesión directa de tipo mecánico, por parásitismo de las células pcr el 

T. cruzi 

b) lesión producida por toxinas liberadas por el parásito 

c) alteraciones del sistema nervioso autónomo 

d) lesión producida por respuesta autoinmune 

e) lesión microvascular 
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Sin embargo en vista de que ninguna de estas teorías explica por sí misma 

lo que ocurre en la enfermedad, no es aventurado sugerir que podrían ser 

varios los mecanismos involucrados. De aquí se desprende la teoría 

combinada o mixta, que involucra la participación de todos los mecanismos 

arriba mencionados (27, 39, 48). 

1.2c Epidemiología 

Aún cuando la enfermedad de Chagas es exclusiva del continente 

americano, cerca de 90 millones de personas están en riesgo de infección. 

La OMS estima que hay 18 millones de infectados (56). Se han registrado 

casos desde el sur de EE.UU. donde tal vez hay 50,000 infectados, hasta 

Argentina, donde junto con Bolivia se encuentra la mayor prevalencia, ya 

que el 63% de los donadores de sangre son seropositivos para T. cruzi (43). 

En México, Schofield estimó en 1985, que pueden existir cuatro m.illones 

de personas infectadas. La encuesta nacional de epidemiología de 1987, 

demostró que la enfermedad tiene una distribución heterogénea, y que la 

prevalencia va del 0.1 % para estados como Jalisco hasta 5% para Chiapas 

y Oa.xa.ca, lo que se relaciona con el ambiente ecológico y social asociado a 

esta zoonosis (presencia de triatómidos y condiciones para su anidación en 

el ambiente peridoméstico) (13, 39, 51). Los individuos infectados 

constituyen un riesgo de transmisión pues la enfermedad puede 

contagiarse también por transfusiones sanguíneas y/o transplante de 

órganos. Se ha reportado en los bancos de sangre de los estados de 

Morelos y Puebla, una seroprevalencia del 17% (39, 51). 
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1.2d Diagnóstico y tratamiento 

La OMS, recomienda el uso de por lo menos dos métodos para un 

diagnóstico acertado. El más común y confiable es el xenodiagnóstico, sin 

embargo en la fase crónica de la enfermedad resulta muy dificil detectar la 

presencia del parásito por métodos convencionales por lo que se precisa de 

otros de mayor sensibilidad como la inmunohistoquímica, PCR o 

hibridación in situ (13, 14, 48, 51). 

Cuando en 1969 salió al mercado el nitrofurfuriliden-amino (nifurtimox), el 

tratamiento de la enfermedad de Chagas pareció entrar en una etapa 

optimista. En ese mismo año se inició el ensayo de otra droga, una 

nitroimidazolacetamida (benzinidazol). El uso de estas drogas disminuye la 

parasitósis y los títulos serológicos hasta en un 80"/o; en un seguimiento 

prolongado sin embargo los efectos colaterales y la magnitud de los mismos 

provocaron que estos fármacos entraran en desuso desde 1991. El 

allopurinol permanece como una buena opción en casos de Chagas 

crónico; se administra en altas dosis y sólo cuando el paciente no tiene 

comprometida la función renal (44). Estudios más profundos en la biología 

del T. cru.zi y sus peculiaridades bioquímicas y moleculares harán posible el 

desarrollo de nuevos fármacos contra este organismo. En este momento 

parecen ser prometedores el uso de derivados púricos e inhibidores de la 

trypanotión reductasa (48). Finalmente aunque con reservas, hay autores 

que proponen una cura espontánea, aún cuando admiten que 

posiblemente ocurra en un bajo porcentaje de los enfermos (57). 

1.2 PARTICULARIDADES DE LA BIOLOGIA DE Trypanosoma cnu:i 

1.3a Biologia Celular 

Además de la importancia médica que representa este grupo de 

organismos, los cinetoplástidos han llamado la atención por lo atípico de 

su biología. Es pertinente tomar en cuenta su muy temprana divergencia 



8 

del linaje evolutivo eucarionte para poder entender estas peculiaridades 

(31, 37) (Figura 2). De manera general T. cruzi posee las caracteristicas y 

organelos de un eucarionte típico: es una célula con una membrana 

plasmática, un núcleo, retículo endoplásmico y aparato de Golgi, estos 

últimos poco desarrollados. Posee tres estadios o formas: Epimastigote, 

tripomastigote y runastigote. Los dos primeros son formas alargadas que 

poseen un flagelo aunque en diferente posición, el tercer estadio es 

redondeado, carece de flagelo y a diferencia de los primeros que se 

localizan extracelularmente; el amastigote es una forma intracelular (10, 

31, 37). 

En estas células existe sólo una mitocondria que ocupa gran parte del 

volumen celular. Un rasgo prominente en estos organismos y que le dá 

nombre al orden es el cinetoplasto, estructura formada por el DNA 

mitocondrial. Este es excepcional en su contenido y organización: 

constituye (dependiendo de la especie) del 15 al 30% del DNA celular total y 

se halla organizado formando una red de moléculas circulares 

concatenadas de dos tamaños diferentes, los minicirculos y los 

maxicirculos. Los primeros forman la mayor parte de esta estructura, ya 

que son entre 5,000 y 10,000 moléculas por célula con un tamaño de 2500 

pares de bases. Su función es codificar para RNAs pequefios que 

participan como guias en el procesruniento de RNAm mitocondriales. En 

cuanto a los maxicirculos, hay entre 25 y 50 copias por célula y su tamaño 

se encuentra entre 30,000 y 50,000pb; codifican para RNAr, RNAt y para 

enzimas mitocondriales (10, 37). Lo más inusual de estas moléculas es 

que se hallan "incompletas", pero son modificados por un proceso llamado 

edición en el que se añaden o remueven uridinas de forma 

postranscripcional, generando así codones de inicio y término para dar así 

sentido a la traducción (1, 3). 

Los glicosomas son organelos que sólo se han descrito en 

tripanosomatídeos. En ellos se concentran parte de las enzimas e 

intermediarios de la glicólisis. Aparentemente se trata de peroxisomas 
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prototípicos o primitivos (35). Otro aspecto notable de estos organismos es 

un conjunto de microtúbulos subpeliculares orpniZftdos a manera de red, 

localiza.dos por debajo de toda la membrana plasmáti~ excepto en el área. 

por donde emerge el flagelo. el saco flagelar, que es donde ocurren todos los 

fenómenos de exo y endocitosis. Los m.icrotúbulos de este "corset" se 

conectan. entre sí y le dan rigidez al parásito (33, 37). 

1.3b Blologia molecalu 7 ... 6tlca 

Figura 2: Peaici611 del 
p-..o r,,,,,_._ e• 
•• Jiñol ftlageMCico 
~eallueall8 
S RNAr. Como puede 
ootane se localiza en las 
primenls ramas de 
evolución Eucarioote. 
Tomado de 
httpJ/phylogcny.arizona.cd 
u./trc-e/ 

De manera general se conaidera que los tripanosomatídeos poseen 

genomas pequeños, 4 a 6 veces el genoma de Escherichia coli (4.2 xl()6 pb) 

(28, 45). Poseen además copias múltiples de genes, ya sea arregladas en 

tandem (es decir varias copias de un m.ism.o gen una detrás de otra con 

separaciones de 100 a 500 pb). o localizarlas en diferentes cromosomas; 
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Resultan raros los genes presentes en una o dos copias, más aún si se 

hallan en diferentes loci (cuadro 1) (45). 

CLASE EJEMPLOS 

Trypanosorn 

a T. cruzi Leishmania 

brucei 

1a3 copias PGl, ALD, ALD, DHFR, 

en un locus gGAPDH gGAPDH gGAPDH 

1 a 4 copias en 
RNA pollll, Actina 

dos loci, en 
PARP ? ? 

cromosomas homólogos 

Multicopia en una UBI; SL,THT 
SL, UBI Gp63, RNAr 

locus (3-TUB 

Multicopia en más 

de un locus, en 

cromo so-
RNAr SL, RNAr (3Tub 

mas homólogos o no 

ho-

mólogos. 

Familia génica, 

muchos loci, VSG Gp85 ? 

diferentes cromosomas. 

Cuadro 1: Organización de genes en Cinetopástidos : Se muestran 
diferentes organizaciones génicas reportadas. Abreviaturas: PGI, fosfoglucosa 
isomerasa; ALD, aldolasa; gGAPDH, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa 
glicosomal; DHFR, dihidrofolato reductasa; PARP, proteína repetitiva ácida 
procíclica; UBI, ubiquitina; SL, gen del RNA spliced leader; THT, 
transportador de hexosa de Trypanosoma; (3-TUB, (3 tubulina; gp63, 
glicoproteína de superficie de 63 kDa; VSG, glicoproteína variable de 
superficie; gp85, glicoproteína de superfice de 85 kDa. (Modificado de Swindle 
et al 1996 (45). 
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El núcleo de estos organismos no se comporta de manera típica ya que 

durante la división celular la membrana nuclear no se desintegra y 

tampoco hay condensación de cromosomas (37). A pesar de esto es posible 

realizar un "cariotipo molecular parcial", por uso de electroforesis en gel de 

pulsos alternos (PFGE). Las bandas así separadas se consideran 

cromosomas y se nombran con números romanos iniciando por el más 

pequeño. El cariotipo así realizado reveló que en T. cruzi existen 12 bandas 

cromosomales principales que miden de 1 a 3.5Mb; el que co-migren más 

de una banda no es un evento raro por lo que la resolución que brinda este 

método para observar separación de genes no es muy alta. Además de las 

bandas principales existen 8 bandas intermedias que van de 0.45 a lMb 

(7, 20). T. cruzi es un organismo ampliamente reconocido como diploide en 

vista de que pruebas de hibridación con diferentes genes muestran dos 

bandas. El tamaño del genoma de T. cruzi se ha calculado en 87 Mb. (7, 

45). 

1.3c Transcripción 

Aún cuando en la rnayoria de los eucariontes la transcripción de genes da 

corno resultado pre-RNAm rnonocistrónicos que contienen exones 

(secuencias codificadoras) e intrones (secuencias no codificadoras), éstos 

luego son procesados por cis-splicing para producir RNAm maduros a los 

que se les han removido los intrones. El RNAm maduro posee dos 

modificaciones: una metil-guanosina en posición 5' (5'cap) y un segmento 

de adeninas en posición 3' (28), sin embargo el proceso de maduración de 

RNAm en tripanosomatídeos presenta particularidades que lo distinguen: 

la transcripción es policistrónica, no hay intrones y por lo tanto no hay cis

splicing. En lugar de esto hay un proceso llamado trans-splicing (figura 3) 

el cual fué descrito primero en cinetoplástidos y ahora se sabe que ocurre 

también en euglénidos, tremátodos y nemátodos (4). En el trans-splicing 

participan 2 moléculas precursoras independientes: por un lado el 
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transcrito prllnario policistrónico (secuencias codificadoras separadas entre 

si por 100 a 500 pb) y por otro lado una secuencia no codificadora. de 39 

nucleótidos que contiene el •cap• en su extremo 5' (splice leader SL). Aún 

cuando en una misma posición cromosomal existen varias copias génicas 

del SL cada una es transcrita de DUUlera. independiente. 

GenesSI. 

Transcripción 

~ PrornOOJr 

j TraáD de pulpo••--· CT 

i Slllo de ...-AoJ/i¡¡ 

OUsterde-

, .... · ·' 

y••t»•,••• 

Figura 3: TraDS-llpliciag: Intcrvicoen dos moléculas de diferente procedencia. El pre
RNAm policistrónico y el splic:e le dcr (SL)- La DlllqUiomia que lleva a cabo el splicing 
(espliceosoma) reooooce ._ SCCIK8CÍa de polipirimidinasjumo aJO un AG adyacente a éste 
presentes río arriba del ATO iniciador de cmla acn. como seftal de corte y aceptación del SL 
y simultáneamente localiza el sitio de po1Wdenilaci6n del F' ubicado río arriba. Cada 
RNAm que madura queda constituido por d SL c:cn su S'Calp. la región codificadora de 
cada gen. una fracción de la región no tnlducida lwcia el extremo 3' de cada 1!1"11 y la cola de 
adertinas 

Para la maduración del transcrito primario se requiere de señales 

presentes en sus regiones intergénicas. En la región río arn'ba. de cada gen 

existe una secuencia de pirimidinas (citosinas y timinas), delante del cual 

se encuentra un dinucleótido AG, éste ea la aeñal de corte y aceptación del 

SL. Cuando el SL es añadido al exbemo 5' de RNADl contribuye con el 5' 

CAP que será reconocido por la maquinaria de traducción. El exbemo 3' 
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del RNAm de cada gen particular se forma cuando al gen que se localiza río 

abajo se le adiciona el SL. Hasta el momento no se ha descrito en estos 

organismos una señal consenso de poliadenilación, más bien se cree que la 

adición de adeninas es dirigida por la localización del sitio aceptor de 

splicing, el AG que se encuentra río abajo. Todos estos estos eventos son 

catalizados por un mismo complejo molecular, el spliceosoma y se llevan a 

cabo de forma simultánea (10, 11, 45, 49). Una vez que los mensajeros 

han madurado, éstos son exportados del núcleo para su traducción la que 

resulta ser típica como en cualquier otro eucarionte (5, 45). 

En nuestro laboratorio tenemos el interés de estudiar los procesos 

moleculares de la biosintesis de ribosomas y su regulación en Trypanasama 

cruzi. 

1.4 EL RIBOSOMA 

El ribosoma es la maquinaria responsable del proceso de traducción. Está 

constituido por dos subunidades las cuales se designan por su coeficiente 

de sedimentación: la pequeña (40S) y la mayor (60S) en organismos 

eucariontes. La subunidad pequeña está formada por la molécula de RNAr 

tipo 18S y 33 proteinas, mientras que la subunidad mayor está constituida 

por las moléculas de RNAr 5 S, 5.8 S, y 28 S así como por SO proteinas. La 

biogénesis del ribosoma requiere del ensamblaje equimolar de sus 

componentes moleculares (28, 30). 

1.4a Cistron de RllA en Trypanosoma cnld. 

De manera general en los organismos eucariontes los genes de las 

moléculas 18S, 5.8S y 28S forman una unidad de transcripción 

fundamental o cistrón de RNAr y se transcriben en un RNA precursor 

común. Este precursor ribosomal incluye espaciadores transcritos 

internos y externos, los cuales son eliminados para generar las moléculas 
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de RNAr in.dependientes (41). Las regiones codificadoras para el RNA SS 

generalmente no forman parte de la unidad de RNAr sin.o que constituyen 

un locus in.dependiente (17). En tripanosomatídeos se ha encontrado que 

su RNAr tipo 28S presenta un procesamiento atípico (19, 22), ya que se 

ori~an dos moléculas grandes (34Sa y ~4Sf3) y cuatro moléculas 

pequeñas (SI, S2, S4 y S6). El análisis de las secuencias y las estructuras 

secundarias de estas seis moléculas de RNAr ha permitido establecer su 

analogía con los distintos dominios del RNA 28S típico encontrándose que 

las moléculas S2, S4 y S6 son análogas del dominio VII de la molécula 28S 

(54). Por otra parte la molécula S3 es equivalente al RNA S.8S (18) y la 

molécula SS es análoga al RNA SS de otros organismos (24). En los 

tripanosomatídeos como en la mayoría de los eucariontes el RNA SS no 

forma parte de la unidad fundamental de transcripción (24). Una 

organización similar para el cistrón de RNAr ha sido descrita para T. brucei 

(54) y Chritidia fascicu.lata, esto parece indicar que se trata de un arreglo 

génico característico del orden Kinetoplastida (21) . 

. . 
1 f l il ii 

,,"{___"..__t.... L ...... . --
l ....... ______ _ 

pRTC20 (4.3 Kit) 

(/ --. 
-'-.__c=:.===::::;::======.~,;:::;::,=::;::::=:=:::::;::=:,~,==í~ 

....i~';:::::::;;::;:;:=:,.....c~=C2:::::::;1~:::::::;""~';:=::;:::;:==i-l 
·-

.... ............ __ 

'l't K n ~ • ' ¡X ! 
! pRTC32 (3..0 Kbl 

1BS 124()() .. -S3 
!1901 

51 
12EO) 

-. -S2 S6 S4 
1220119Q 114<>1 

Figura 4: Unidad de transcripción mayor de RNAr ea Trypanosoma cr11zi. 
Se muestra la organización. Tomado de Hemández, R. et al 1988 (23) 
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Las células eucariontes presentan de 100 a 5000 copias de la unidad 

fundamental de transcripción de RNAr, organizadas en sucesiones lineales 

(arreglo en "tandem"), en uno o varios cromosomas o en elementos 

extracromosomales (38). En el caso particular de T. cruzi existen cerca de 

100 copias génicas para la unidad de transcripción mayor (8) (figura 4). Se 

ha demostrado que ésta en T. c7UZi mide alrededor de lOKb y cada una de 

ellas está separada de la siguiente por aproximadamente 20Kb (21, 24). 

1.4b Proteínas ribosomales 

Actualmente se acepta que las proteínas ribosomales contribuyen al 

plegamiento correcto de las diferentes especies de RNAr que forman parte 

del ribosoma así también mantienen la estructura tridimensional del 

mismo. El componente catalítico lo constituyen las moléculas de RNAr 

incorporadas (28) (9). 

Las proteínas ribosomales son clasificadas empleando dos criterios, el 

primero se basa en la subunidad a la cual pertenecen L (large), si se 

encuentran en la subunidad mayor y S (small), si participan en la 

subunidad menor. ·El segundo criterio es de acuerdo a su patrón 

electroforético en un gel de dos dimensiones (25, 55). En su mayoria las 

proteínas ribosomales son básicas, pero existe un grupo menor de 

proteínas ácidas que son llamadas P, por ser fosforiladas (55). Las 

proteínas ribosomales de T. c7UZi que más se han estudiado son de tipo 

ácido, pero también existen reportes de proteínas de tipo básico (23) (25). 

1.4c Protelna riboaomal 84 

Con una masa molecular de 23 kDa, S4 es una de las proteínas 

ribosomales más grandes e importantes (30). Esta proteína ha sido 

estudiada desde un punto de vista estructural principalmente en sistemas 

bacterianos, por lo que la descripción de su estructura corresponde a como 
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está organizada. en estos organismos. En el nüoeoma. procarionte S4 

pertenece a la subunidad 30S y junto oon las proteínas S7. SS. SIS y S17 

controla los estadios iniciales del pirpmjento de la molécula de RNAr 16S 

y ea crucial pera determinar la arquitectura de la subinnjdad pequeña (30. 

40) (53). S4 ae Jocali:r;a en la interfaae entre las subunidades riboaomales. 

formando parte del llamado •dominio de fidelidad• (23. 30). S4 está 

involucrada en el RCODocimiento de los 3 tipos de RNA: mensajero. 

n'bosomal y de tran..rerencia. Apare:o.t:emente las regiones de 

reconocimiento pera el RNAr 16S están distribuidas en dos dominios: El 

primero incluye los residuos no continuos 42 al 91 y 180 al 200 separados 

por el dominio 2 que abarca. los residuos 92 al 179. En particular parece 

ser el dominio 1 (residuos 48-104) el que interactúa JDá.a c:liftictamente con. 

el RNAr 16S. La región de reconocimiento del RNAm se Jocaliza entre los 

residuos 48 al 177 y en la interacción con el RNAt participan los residuos 1 

al 32 (figura. 5) (26. ao. 32, 40,. 42). 

11~ l 32 

Fig. S: O~ -.--6tica 4le la p; ' ka rill•amd 84. IJcnw'C8Ción de 
sus Rgiones func:irpales. Lm ._ p_., ..._ en vade CAiia~ .. dominio l 
de reconoeimicnto .. 16 S n'bn••-i. d "- nl}'*la en anal es d ckiminio 2 que 
~ RNAr 16 S. lll ~ awlricullida aw..ga ca la involucnda en intaM:CÜl 
con el RNAt y región de lfoc8s ~ J*úcipa en recaoocimicnfo .. RNAm. 

En cuento a Ja 01§M'mwirw1 ..,.~ ... ca de e8la polleíua. ae ha de&aito en elglmna 

Oil!J*IÍaDU8 euca:iuub:s como ..llictyl f 5cm clisujJecan (47}. Saot:!hamnryoes 

OE!ft!VisiCle (46t, .úlishmania mqiDr; mm (12. 36¡ y hnnano (l«it. por DVftl .,.,,... 

algunos.. En s. oeft!IAÍ9Ía8 ee •• pi' • dos copilm de eate (!ll!D. entte ~ ~ 14 

awnbjos a nivd de mw :1rowJtir.1os. pero el!ltaa c&sa:w::iat no ge.neaa:a aadjoa a nivd de 

a11i••IÁ!:idca Se ha pul:Jedu que d pnxluao de eSD8 l§5JleS es • • ,. W pm1. eate 
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cwwu •isnv>. 

la carencia. de una de eDas djy11ü "J}le Ja tasa de ao i•nia 1h• f46). Ar Jo que Iespecta 

a los cin.et.oplástid se sabe que en Leislunania mqjor existen dos copias de prS4 

orppnizadas en taodem am una seperaciúa eoire ellas de \.U1a kilobese 

(www..sBDF"..ac..uk/ ~/ LJDBjoc/ c• fi•Mij,18/ ~ shtmJ). 

1.4d Co:aalderacl-- putlcalluee ....._el tema de estudio 

Como se mencionó anterionnente en nuestro laboratorio se tiene como 

interés general Ja identificación y análisis molecular de genes esenciales 

cuyos productos se integren al nñosoma de T. CTUZi. Con este fin se 

determinó la secuencia de dos cDNA para la proteína S4 provenientes de 

una biblioteca. de cDNA de T. c:ruzi. cepa Tulahuén.. Por medio de una 

sonda heteróloga de T. brucei específica para. prS4 se encontraron dos 

mensajeros correspondientes en T. c:ruzi. uno de 924 pb y otro de 903 pb. 

Resultaron ser idénticos en secuencia salvo por 21 nucleótidos adicionales 

presentes en Ja región 3' no traducida del más largo (cuadro 2) (23). Esto 

condujo a Ja pregunta de si se trata de dos genes diferentes o de dos sitios 

de poliadenilación de un mism.o gen. 

pS4-l 
pS4-2 

aactaacgct attattgat acagtttctg tactatattg tgagLtgcag 
aactaacgct attattgat acagtttctg tactatattg tgaqttqcag 

pS4-l ctcttLgtca 
pS4-2 cLctttgLca 

ctatqaccaa 
ttatgaccaa 

aqqcacgaaa ataqgt•:.ica.g 
aqgcacqaaa atag9tgcay 

pS4-1 agcaactttg t~tttaat~c ~att~tg~tt h~ttttc~L~ ~tttgcattc 
pS4-2 agcaac~Ltg t~t~ta~~~t tattt~tgatc a~~~~~c~et ttttgcattc 

pS4-1 gt9bactttt 8tgtnc2tgt t~tc 
pS4-2 ·;;i::•:; 

Cuadro 2 cDNA idelltillcad-~ aprS4 em 1",,,,.. __ t:rsd. 
En color azul se observa la secuencia del miniexón o •sptice lmd=", c:n rojo pm1e de la 
región no traducida 5'(5' UTR) que .se consmva en el RNAm nwduro y en -.de está la 
región no traducida 3' (3UIR.). F.n DC@J'O subl'ayado se obsava la secuencia 
codificadora de S4 en fonna abreviada.. 
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Por lo anterior y con la intensión de conocer el número de veces que se 

halla representado prS4 en el genoma de este organismo se realizó un 

análisis tipo Southern de DNA genómico de T. cruzi. digerido con algunas 

endonucleasas de restricción que no reconocen sitios en el interior de la 

región codificadora de prS4(EcoR1, EcoR l.Sstl, SstI-Cla 1), se obtuvieron 

dos bandas de hibridación lo que apoyó la idea de que se trataba de dos 

copias de un mismo gen (25). Para determinar la posición cromosomal de 

estas seiiales se realizó una separación de bandas cromosomales de 

T. cntZi por medio de una electroforesis en gel de campos alternos 

transversos (PFGE) y ésta se hibridó con la misma sonda anteriormente 

empleada. Se encontraron dos seiiales de hibridación en dos cromosomas 

de diferente trunaiio (figura 6) esto apoyó la hipótesis de que prS4 se 

hallaba en dos alelos (25). 

A B 
J.2 

Figura 6: Localización cromosomal de 
prS4 en T. Crtl'l.i. Panel A: Electroforesis 
cromosomal de T. cruzi teñido con 
bromuro de etidio. 1) Marcador de peso 
molecular: Cromosomas de Sacharomyces 
cerev1siae. 2) DNA cromosomal de 
T. cruzi, separado por electroforesis en gel 
de campos alternos transversos (PGFE). 
En el panel B se observa la hibridación de 
S4 con 2 bandas cromosomales (25). 

La intensión de realizar reemplazos génicos de prS4 para determinar su 

carácter de esencial en T. cruzi., creó la necesidad de conocer con exactitud 

la estructura, el número de copias y la posición de este gen en el genoma 

de este organismo. Para esto se decidió emplear clonas genómicas. El 

presente trabajo describe a detalle la organización genómica de las 
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secuencias codificadoras de 84 en T. cruzi, a partir de dos clonas 

genómicas obtenidas de una biblioteca de DNA de T. cruzi cepa CL Brenner. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo general 

Caracterizar la organización de secuencias codificadoras de la proteína 

ribosomal 84 en Trypanosoma cruzi y caracterizar su expresión durante el 

crecimiento. 

2.2 Objetivos particulares 

2.2a Determinar el número de copias del gen prS4 en Trypanosoma cruzi 

mediante el empleo de clonas genómicas. 

2.2b Señalar la organización de las copias de prS4 asi como las diferencias 

y/o semejanzas entre ellas. 

2.2c Determinar si las copias de prS4 se encuentran en regiones 

genómicas homólogas. 

2.2d Localizar los sitios de procesamiento de la(s) copia(s) de prS4 

expresadas. 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 DEFINICIÓN DE CLONAS GERÓMICAS 

A lo largo de este trabajo se hará mención continua de los plásmidos p811 

y p812, obtenidos por la QFB Juliana Herrera López. Son clonas 

genómicas con extremos EcoR 1, y contienen las regiones codificadoras para -

la proteína ribosomal S4 (prS4). Estas clonas se obtuvieron a partir de la 

búsqueda en una biblioteca genómica de Trypanosoma cruzi cepa CL 

Brenner, construida en el vector A.-ZAP 11 (Lambda ZAP 11 predigested vector 

kit, Stratagene) elaborada por la Dra. Imelda López Villaseñor y 

corresponden a los dos sitios identificados para prS4 encontrados en el 

genoma de T. cruzi. El tamizaje se hizo empleando como sonda uno de los 

cDNA de la proteína ribosomal S4 de T.cruzi (pS4-2, copia corta) obtenidos 

por Sergio Palacios. El tama:ño del inserto del plásmido p81 l, es de 8.5 Kb 

y de p812 es de 7.5 Kb. 

3.2 CARACTERIZACIÓN DE LAS CLONAS p811 y p812. 

3.2a Preparaciones de DRA a m.ecllana escala (miclipreparaciones). 

Para realizar digestiones con endonucleasas de restricción o para 

subclonar fragmentos de los plásmidos originales es decir p811 y p812, fué 

necesaria la purificación de DNA de los mismos, ésta se realizó a través del 

método de purificación de plásmidos de QIAGEN (QIAGEN plasmid 

purification kit), protocolo basado en una modificación del procedimiento 

de lisis alcalina seguido de la unión del DNA plasmídico a la resina de 

intercambio aniónico QIAGEN, bajo las condiciones apropiadas de pH y 

baja salinidad. Las impurezas de bajo peso molecular, RNA y proteínas, 

son eliminadas con un lavado de mediano contenido de sales, mientras que 

el DNA plasmídico es eluído de la columna de resina en un amortiguador 

de alto contenido en sales y finalmente concentrado y desalado en una 

precipitación con isopropanol. 
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De una preparación de bacterias transformadas con el plásmido deseado y 

conservadas en glicerol al 50 % a -70ºC se tomó una asada para inocular 

25 ml de medio de cultivo LB pH 8 (triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, 

NaCl 0.5%, TRIS lOmM), se dejó crecer a 37ºC por toda la noche (12 a 16 

horas en agitación vigorosa); las bacterias se cosecharon por centrifugación 

a 6 krpm durante 15 minutos a 4ºC en un rotor Sorvall SS34. El 

sobrenadante fue eliminado, mientras que el botón celular fue ligeramente 

disgregado. A partir de este punto se procedió de acuerdo con el 

instructivo de la casa comercial y con los reactivos y soluciones incluidas 

en el kit. El DNA obtenido así, finalmente fue resuspendido en un volumen 

apropiado de agua desionizada estéril (-100 µl). El rendimiento de cada 

preparación y su pureza se determinó por espectrofotometria UV (a 

260 nm) y por su inspección en geles de agarosa 0.8%. 

3.2b Patrones de restricción 

Para ubicar sitios de corte reconocidos por endonucleasas de restricción en 

los plásmidos p811 y p812 , éstos fueron digeridos con las siguientes 

enzimas: Cla 1, EcoR V, Xba 1, Spe 1, Sma 1, Hind 111, Sst 1, Xho 1, Not 1, 

Kpn 1 y Pst l. Las digestiones de DNA se realizaron de acuerdo a las 

recomendaciones de la casa comercial (GibcoBRL Life-technologies). Las 

reacciones se realizaron como a continuación se describe: 5 µg de DNA 

plasmídico (p811 y p812), 1.5 µl de enzima (lOu/µl) y 2 µl de buffer de 

reacción lOx, especifico para cada enzima, agua estéril suficiente para un 

volumen final de 20 µl. Las reaccion~s se incubaron a 37ºC durante 5 

horas. Para fijar algunos sitios en un mapa se recurrió a reacciones 

empleando dos enzimas (digestiones simultáneas o subsecuentes). Las 

reacciones se analizaron en geles de agarosa O.So/o y se sometieron a una 

diferencia de potencial de 75 Volts en una cámara de electroforesis 

horizontal (l lxl4, Gibco Life-technologies), durante 4 horas. Los geles 
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fueron teñidos en una solución de bromuro de etidio 0.5 µg/ml y después 

fueron fotografiados expuestos a luz UV. 

3.3 POSICIÓN DE prS4 EN LAS CLONAS GENÓMICAS p811 Y p812 

Con la intensión de localizar los genes prS4 en las clonas genómicas se . 

realizaron ensayos tipo Southern buscando una señal específica. 

3.3a Preparación de inserto para ser empleado como sonda. 

El plásmido pS4-2 contiene el cDNA con la secuencia codificadora completa 

para la proteína ribosomal 84 de T. cruzi (copia corta). El trunaño del 

inserto es de 945 pb. De este plásmido se digirieron 6 µg para separar el 

inserto del vector pBluescript KS-, esto para emplearlo como sonda de 

hibridación. Los productos de digestión se separaron en un gel de agarosa 

0.8% en TBE (runortiguador de Tris hidroximetil aminometano boratos 

EDTA.). Posteriormente se cortó la banda de interés y se purificó 

separándola de la agarosa. El DNA se limpió de impurezas realizando tres 

extracciones orgánicas secuenciales con fenol, fenol-cloroformo en una 

mezcla 1:1 y cloroformo, para finalmente precipitar el DNA en etanol 100"/o. 

La. concentración se calculó por espectrofotometria y por análisis en un gel 

de agarosa. 

3.3b Marcaje radiactivo del inserto mediante el método del iniciador al 

azar 

El DNA fué marcado con a2 IP) dCTP, por uso del método de •iniciador al 

azar" (Random primer DNA labeling system, Gibco BRL Life-technologies). 

Esta técnica está basada en la incorporación de deoxicitosina trifosfato 

[0132 P (dCTP) a partir de hexanucleótidos iniciadores no específicos y con la 

ayuda del fragmento Klenow de la DNA polimerasa l. La. reacción •random 

primer" se llevó a cabo, partiendo de 15 nanogramos de inserto en un 

volumen de 12 µl de TE y se desnaturalizó a 96ºC durante 10 minutos. Se 
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agregaron 3 µl de una mezcla de dATP, dGTP, dTTP, 2 µl de ainortiguador 

de reacción, 5 µl de dCTP(a)-32p (50 µCi totales) y 2 µl de polimerasa 

Klenow {lu/µl)(Gibco BRL Life-technologies). Esta reacción se incubó a 

37ºC durante una hora. La reacción se detuvo agregando 2 µl de EDTA 

0.2 M, pH 8.0 y se aforó hasta un volumen final de 125 µl con TE. La 

sonda se puríficó a través de una columna de Sephadex G-50 hidratada y 

empaquetada en TE. Debajo de ésta se colocó un tubo Eppendorf de 500 µl 

para colectar la sonda. La columna con la sonda fué centrifugada por 5 

minutos a 2 krpm. La radioactividad incorporada se determinó con la 

ayuda de un contador de centelleo. Esta sonda fue etiquetada como S4. 

Justo antes de emplear la sonda en diferentes ensayos, se desnaturalizó 

calentando a 96ºC durante 12 minutos. Después de emplearla se guardó a 

-20 ºC. 

3.3c Soutllern blot 

El DNA de cada plásmido fue digerido con diversas endonucleasas de 

restricción para realizar ensayos tipo Southern. Estas reacciones se 

corrieron en una cámara de electroforesis horizontal (Gibco BRL 1 lx14) en 

un gel de agarosa O.So/o, a 75 V. Las bandas se visualizaron por tinción con 

0.5 µg/ml de bromuro de etidio y se observaron en un transiluminador de 

onda corta (Mighty brigth, Hoefer Scientific instruments). El gel tipo 

Southern se enjuagó con agua desionizada y se fotografió con una regla de 

referencia fluorescente. Después se colocó en solución desnaturalizante 

(NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M), en agitación suave durante SO minutos. Pasado 

este tiempo se aplicaron dos enjuagues de 3 minutos cada uno en agua 

bidestilada, para pasarlo a una solución neutralizante (NaCl 1.5 M, Tris

HCL 0.5 M pH 7.2, EDTA 0.1 mM), durante 30 minutos también en 

agitación suave. El gel se enjuagó por 2 minutos en agua bidestilada. 

Después de este tratamiento el gel se colocó en un aparato de transferencia 

(Blot transfer system 11 x 14, GibcoBRL) con SSC 20x (NaCl 3M, citrato de 

sodio 0.3 M), para permitir que el DNA fragmentado se transfiriera por 
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capilaridad hacia una membrana Hybond-N (Amersham Pharmacia 

Biotech) duran.te toda la noche. Posteriormente se lavó la membrana en 

SSC 2x duran.te 2 minutos, se dejó secar al aire y ímalmente el DNA se fijó 

permanentemente a la membrana median.te un pulso de luz UV (UV 

crosslinker, Hoefer scientific instruments). La membrana se prehibridó 

durante 2 horas en 10 mi de solución de pre-hibridación (formamida 50"/o, 

Denhardt's 4x (albúmina bovina sérica 0.02%, ficoll 400 0.002°k, PVP-40 

0.002%), SDS 0.2°/o, EDTA 2 mM, amortiguador de fosfatos 120 mM, SSC 

2x), a 42ºC en un horno de hibridación (hybridizer HB-1000 UVP 

laboratory products). Posteriormente se eliminó la solución de 

prehibridación y se cambió por solución de hibridación conteniendo la 

sonda ésta se dejó durante toda la noche también a 42°C. Después las 

membranas se lavaron dos v~ces por 1 hora con una solución de SSC 0.2°/o 

y SDS 0.2% a 42° C. Posteriormente la membrana se expuso en una placa 

fotográfica (Kodak X OMAT AR 5 film), con pan.talla intensificadora en un 

cassette a -70°C por el tiempo necesario (de 4 horas a 3 dias dependiendo 

de la radioactividad incorporada en la membrana), para finalmente ser 

revelada. 

3.4 SUBCLORACIÓR DE DRA 

Una vez identificada la localización de prS4 en las clonas p811 y p812, se 

consideró subclonar estas regiones para facilitar el manejo de las mismas 

en experimentos posteriores. 

3.4a Preparación de célula• competente• 

De un stock guardado a -70°C de células de Escheri.chia coli cepa JM109, 

se tomó una asada que fue estriada en medio LB aguar sin antibiótico, se 

dejó incubando a 37 ºC durante toda la noche (14-16 hrs.). Al día 

siguiente en un matraz con capacidad de un litro se colocaron 200 ml de 

medio SOB (peptona 140 al 2°/o, extracto de levadura 0.5%, NaCL 10 mM, 
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KCl 2.5 mM, MgCh 10 mM, MgS04 10 mM) y se inoculó con -15 colonias. 

Los cultivos se mantuvieron a 18ºC en agitación (200 a 250 rpm) hasta que 

uno de ellos alcanzó una densidad optica de 0.6 al leerlo en un 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 600 nm. El cultivo se colocó 

en hielo con agua durante 10 minutos. Se transfirió a dos frascos para 

centrifuga y se centrifugó a 4 krpm por 10 minutos a 4°C (rotor Sorvall 

GSA). El sobrenadante se eliminó por decantación y el botón celular se 

resuspendió con suaves movimientos circulares en 50 ml de TB 

(transformation buffer) frío (PIPES 10 mM, CaCh 15 mM, KCl 250 mM, el 

pH se ajusta a 6.7 con KOH y se agrega MnCh 55 mM.), esto se dejó en 

agua con hielo por 10 minutos. Nuevamente se centrifugó bajo las mismas 

condiciones mencionadas arriba. Esta vez el botón se resuspendió 

suavemente en 9.3 mi de TB y O. 7 mi de DMSO (dimetil sulfóxido) para 

obtener una concentración final del 7%. Se incubó en agua-hielo por 

10 minutos. La suspensión de células se guardó en alicuotas de 200 µl en 

tubos Eppendorfy se congelaron inmediatamente a -70ºC. 

3.4b Purlflcaci6n. de m.at:erial para aubclon.ar 

Los fragmentos a subclonar se obtuvieron por digestión de 6 a 10 µg del 

plásmido pB 11. Simultáneamente se prepararon los vectores de clonación 

en que se habrian de insertar los fragmentos a subclonar. Por cada 

subclona se digieron 7 µg de vector pBluescript 11 KS- con las mismas 

endonucleasas con que se liberaron los fragmentos de subclonación, de 

forma que los extremos de inserto y vector coincidieran. Los vectores 

digeridos sólo con una endonucleasa fueron tratados con CIAP (Fosfatasa 

alcalina de ternera, GIBCO BRL life-technologies) para ser defosforilados y 

así evitar su recircularización. Las reacciones se llevaron a cabo en un 

volumen de 40 µl y los fragmentos se separaron en un gel de agarosa 0.8'>/o 

en una cántara de electroforesis a 20 volts durante 12 horas. Las bandas 

de DNA se visualizaron por tinción del gel en bromuro de etidio y su 

exposición a luz UV. El tamafto de las bandas se estimó por comparación 
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con el marcador de peso molecular (1 Kb DNA ladder, Gibco BRL 

Technologies). Se identificó la posición de las bandas de interés en el gel y 

se cortaron de la agarosa. El fragmento cortado se colocó en un tubo 

Eppendorf de 500 µl a los que previamente se les había hecho un orificio en 

el fondo y se los había colocado una pequeña cantidad de fibra de vidrio 

siliconizada a manera de filtro. Este tubo a su vez se colocó dentro de otro 

mayor, de 1.5 ml de capacidad. El conjunto así formado se centrifugó a 

6 krpm durante 5 minutos. El liquido recuperado en el tubo inferior se 

aforó hasta 450 µl con agua destilada estéril y se le practicaron 3 

extracciones químicas de la siguiente forma: Se agregó un volumen igual 

de fenol, se agitó vigorosaniente y se centrifugó a 6 krpm por 3 minutos. 

Se recuperó la fase acuosa en un nuevo tubo y se le agregó un volumen 

igual de una mezcla 1: 1 de fenol-cloroformo, se agitó y se centrifugó en las 

mismas condiciones mencionadas antes, se recuperó la fase acuosa y se le 

agregó un volumen igual de cloroformo, se agitó y centrifugó. La última 

fase acuosa se recuperó y se le añadieron 2.5 volúmenes de etanol 10"/o y 

1/ 10 del volumen de acetato de sodio 3 M. El contenido del tubo se agitó 

con suavidad y se dejó a -20 ºC durante 2 horas. Cuando el tubo adquirió 

temperatura ambiente, se centrifugó a 13 krpm durante 15 minutos. El 

sobrenadante se desechó y el botón de DNA se lavó con 400 µl de etanol 

70 o/o y se centrifugó nuevamente a 13 krpm durante 5 minutos. El etanol 

fue desechado, el botón se dejó secar al aire durante 5 minutos y se 

resuspendió en un volumen apropiado de agua estéril bidestilada. 

3.4c Ligación del inserto con el vector y tranaf'ormación 

Se emplearon 150 ng del inserto purificado por -75 ng del - vector 

pBluescript 11 KS- predigerido para realizar una reacción de ligación. Se 

agregaron 1 µl de ligasa (lu/µl) (T4 DNA ligasa., Gibco BRL Life

technologies), 4 µl de amortiguador de reacción 5 x, y se aforó la reacción 

hasta 20 µl con agua bidestilada. La reacción se incubó por dos horas a 

temperatura ambiente. 
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Para transformar se descongeló una alícuota de 200 µl de células 

competentes preparadas con DMSO, se les agregó 10 µl de la reacción de 

ligación y se dejaron transcurrir 30 minutos en hielo. Se le aplicó un 

choque térmico de 42 ºC por 45 segundos al tubo en un baño térmico y 

después de 5 minutos en hielo se les agregó 800 µl de medio SOC (medio 

SOB- enriquecido con glucosa ) para incubar las células durante 50 

minutos a 37 ºC. A continuación se tomaron 100 µl de la suspensión de 

células y se espatularon sobre medio LB agar con ampicilina (100 µg /ml), 

en cajas de Petri. El resto de las células se centrifugaron 15 segundos en 

microfuga, el sobrenadante se decantó y el botón celular se resupendió y se 

plaqueó. Las cajas se incubaron a 37ºC toda la noche. Al aparecer 

colonias algunas de estas se selecionaron para comprobar el éxito de la 

transformación y su posterior crecimiento para purificar DNA. 

3.4d Preparaciones de DNA a pequeña escala por el mét:odo de lisis 

alcalina. 

De las colonias resultantes de la transformación se escogieron algunas al 

azar. Cada colonia se creció en 3 m1 de medio LB con ampicilina a 37ºC en 

agitación toda la noche. El cultivo se centrifugó a 14 krpm durante 30 

segundos, el sobrenadante se desechó y al botón celular se le agregaron 

100 µl de solución para resuspender fria (glucosa 500 mM, TRIS-HCl 

25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8). Se dejó en hielo durante cinco minutos 

después de los cuales se agregaron 200 µl de solución de lisis (NaOH 0.2 N, 

SDS 1%), de preparación fresca. Los tubos se mezclaron por inversión y se 

incubaron en hielo durante tres minutos. Se añadieron 150 µJ de solución 

neutralizante fria (acetato de potasio 5 M, ácido acético glacial , agua 

destilada). Se mezcló por inversión y se dejó en hielo durante cinco 

minutos. Se centrifugó a 14 krpm por cinco minutos. El sobrenadante se 

transfirió a un tubo nuevo. Se realizaron tres extracciones orgánicas 

secuenciales, con fenol, fenol-cloroformo en una mezcla 1: 1 y con 



29 

cloroformo, siempre empleando un volumen igual al del sobrenadante 

recuperado. Cada extracción fue seguida de una centrifugación a 14 krpm 

durante 5 minutos. El DNA plasmídico se recuperó agregando a la última 

fase acuosa recuperada 2 volúmenes de etanol 100 o/o y un décimo de 

acetato de sodio 3 M. Se precipitó a -20ºC durante dos horas. Pasado este 

tiempo se centrifugó a 14 krpm durante 15 minutos. El sobrenadante se 

desechó por decantacción y se lavó el pellet con etanol 70"/o, para dejar 

secar al aire por cinco minutos. Se resuspendió en 75 µl de TE con RNAsa 

(Tris 10 mM pH 7.4, EDTA 0.2 mM pH 7.2, RNAsa 20 µg/ml). Se incubó 

durante una hora a 37ºC. Las minipreparaciones así obtenidas se 

corrieron en un gel analítico para observar si correspondían a los tamaños 

esperados y se determinó su concentración por lectura en 

espectrofotómetro. 

3.5 SECUENCIA DE DNA 

El trabajo de secuenciación de los plásmidos p811 y p812 así como de las 

subclonas obtenidas fue realizado en la unidad de Biología Molecular del 

Instituto de Fisiología Celular, UNAM, empleando un secuenciador 

automático (ABI Prism Mod. 310, versión 3.4) por la Dra. Laura Ongay 

Larios quien dirige la unidad de servicio de secuencia. 

3.Sa Anállala de laa secuencias 

Las secuencias obtenidas, fueron analizadas mediante el programa BLAST 

contenido en la página www.ncbi.nlm.nih.gov. Este programa compara la 

secuencia problema con todas aquellas en su base de datos y reporta si se 

encontró o no alguna homología. Las secuencias obtenidas también se 

analizaron con la asistencia de los programas DNAman (DNAman for 

Windows, versión 2.7, Lynnon Biosoft) y DNAsis (DNAsis for Windows, 

Ver. 2.5, Hitachi software engineering Co. Ltd) para construir una 

secuencia continua de las clonas. 
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3.6 DIGESTION CON Hl.m 111 DE SEGMENTOS NO SECUENCIADOS 

Los plásmidos p811 y p812 fueron digeridos simultáneamente con las 

enzimas EcoR 1 y Not l. La reacción fue separada en un gel de agarosa 

O.So/o. De los fragnientos obtenidos se recuperó en ambos plásmidos el 

fragniento de 6 Kb, cortándolo y purificándolo de la agarosa. Después 

estos fragmentos fueron digeridos con Hirü l. En un gel de agarosa 1 % se 

separaron las bandas de esta digestión. Se tiñó y fotografió el gel y se 

compararon los resultados. 

3. 7 AMPLIFICACION DE DMA 

Se decidió amplificar una secuencia de 250 pb mediante una reacción de 

PCR (reacción de amplificación en cadena de polimerasa). Los 

oligonucleótidos empleados fueron IVSl (gtt ctt tgc tgg cga tg) e IVS2 (caa 

aga gct gca ac cae tat) (ambos sintetizados por Gibco BRL). En tubos para 

PCR de 200 µl se colocaron 10 µl de amortiguador libre de Mg lOx, 2 µl de 

dNTP's (100 mM 25 umol cada uno ), 3 µl MgCh (50 mM), 2 µl de los 

oligonucleótido IVSl e IVS2 (100 picomolas de cada uno), 2 µl de Taq 

polimerasa (Su/µl) (Gibco BRL Life-technologies), 50 ng del DNA empleado 

como templado para amplificar y agua estéril suficiente para un volumen 

final de 100 µl. La reacción transcurrió durante 29 ciclos en un 

termociclador automático (mastercycler personal, Eppendorf scientific Inc.). 

Las condiciones usadas fueron: 2 min a 94ºC, 30 s a 94ºC, 30 s a 55ºC, 

30 s a 72ºC, extensión final 5 s 72ºC. 

El DNA obtenido por amplificación se cargó en un gel de agarosa 0.8% para 

purificarlo y posteriormente marcarlo radioactivamente (método random 

primer, Gibco BRL) y emplearlo como sonda para hibridar un Southern blot 

de DNA genómico de T. cruzi digerido con Hind 111. 

3.8 lfORTHERN BLOT 
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Con la intensión de cuantificar los niveles de equilibrio del RNAm de prS4 a 

lo largo de un cultivo de epimastigotes de T. cruzi, se utilizaron ensayos 

tipo northern de RNA total de T. cruzi en membranas preparadas por la 

Dra. Ana María Cevallos. Estas fueron hibridadas con la sonda 84 a 42ºC 

pc_:ir 15 horas. Posteriormente las membranas fueron lavadas y expuestas a 

una placa Kodak X-OMAT AR 5 Film durante 10 dias y posteriormente 

fueron reveladas. Las membranas también se expusieron en una placa 

sensible a actividad de radioisótopos (imagging screen-K 35x43cm, Bio-Rad 

laboratories) para cuantificar la cantidad de RNA específico de 84 con 

asistencia de un analizador de imágenes (Quantity One Molecular Imager 

FX, Bio-Rad laboratories). 
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8 RESULTADOS. 

8.1 MAPAS DE RESTRICCION 

Para iniciar los estudios estructurales de los plásrnidos p811 y p812 se 

digirió DNA de éstos con diferentes endonucleasas. Se emplearon EcoR 1, 

Hind 111, Sac I, Pst I y Not 1, para ubicar algunos sitios se realizaron las 

siguientes dobles digestiones: EcoR 1-Sac I, EcoR 1-Hind 111, Hind 111-Sac I 

(Figura 7). El tamaño de las bandas obtenidas fue calculado a través del 

marcador de peso molecular (lKb DNA ladder, Gibco BRL) (cuadro 3). 

1 2 3 4 5 6 Kb 
23.13 

9_41 
5_55 
4_36 

2_32 
2_02 

0_56 

Figura 7: Patrones de restricción de los plásmidos p811 y p812. Las digestiones se 
muestran ordenadas en pares: par 1 Sst I; par 2 Sst 1-EcoR 1, par 3 EcoR 1, par 4 Hind 111-
EcoR l, par 5 Hind 111, par 6 Hind lll-Sst l. En todos los pares el carril izquierdo 
corresponde a p81 l y el derecho a p812. El tarnafio de las bandas obtenidas se estimó por 
comparación con el marcador de peso molecular ('"') de 1 Kb y con el fago A. digerido con 
Hind 111 y cuyos valores se muestran en el extremo derecho. Los tarnafios de las bandas se 
pueden comparar en el cuadro 3. 
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Cuadro 3: Coaapuaol6a da loe f'alsmeato. de aemtak»cl6a eatn c:Jonv 
p811 y p812. Se muestran en negro el tamaño de fragmentos comunes a 

SDlbas clonas y en rojo el tamaño de fragmentos que aparecieron de 

diferente tamaño en las doa clonaa. 

ENZIMAS CLONA FRAGMENTOS GENERADOS (Kb) TOTAL 
fKb) 

ip811 8.6 3.0 11.6 
EcoR1 ¡p812 10.5 7.5 3.0 

ip811 5.0 3.8 1.6 1.1 11.5 
Hind 111 p812 10.4 5.0 3.8 1.6 

p811 5.0 3.0 1.6 1.1 0.8 11.5 
Eco R1/ Hind 111 p812 5.0 3.0 1.6 0.8 10.4 

p811 6.3 5.2 11.5 
Sacl p812 1°0.5 5.3 5.2 

'ip811 6.3 3.0 2.2 11.5 
Eco R1/Sacl ¡p812 5.3 3.0 2.3 10.6 

p811 5.0 3.3 2.8 0.3 11.4 
Pstl p812 4.0 3.3 2.8 0.3 10.4 

p811 5.1 2.9 2.8 0.3 0.2 11.3 
EcoR1/Pst 1 

lp812 4.0 2.9 2.8 0.3 0.2 10.2 

p811 4.4 3.0 1.6 1.1 0.8 0.6 11.4 
Hind 111/Sac 1 

p812 4.4 3.0 1.6 0.8 0.6 10.4 

p811 3.1 2.9 2.0 1.1 1.0 0.8 0.4 11.3 
Hind 111/Psll 

p812 3.1 2.9 2.0 1.0 0.8 0.4 10.2 

p811 8.0 3.5 11.5 
Not 

'P812 8.0 2.5 10.5 
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Como puede verse los fragmentos obtenidos son prácticamente los mismos 

en ambas clonas, salvo por una diferencia constante entre ellas de 

alrededor de Ll Kb (cuadro 3). Los fragmentos fueron ordenados 

partiendo de los siguientes hechos: el vector pBluescrip KS- en el que 

están construidas las clonas genómicas tienen un tamaño de 2.960 Kb y el 

inserto clonado es totalmente liberado con EcoR 1 (esta enzima no corta al 

interior del inserto). Con esto en mente el orden de los fragmentos fue 

elucidado (figura 8). 

EcolU 

SacI 

Figura 8: Mapas de restricción de los plásmidos p811 y p812: Al ordenar los fragmentos se 
observa una marcada similitud entre las clonas. La banda negra corresponde a la secuencia del 
vector pBluescript KS-. Los sitios enzimáticos que lo flanquean pertenecen al sitio de 
clonación múltiple del vector. 

Una vez ordenados los fragnientos y obtenidos los mapas de restricción se 

hizo evidente que la diferencia entre ambos plásmidos radica en un 

fragmento que es escindido con Hind 111 y que se localiza únicamente en la 

clona p811 (figura 8) 
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8.2 IDENTIFICACIÓN Y SUBCLONACIÓN DEL GEN prS4 EN LAS 

CLONAS GENÓMICAS p811 y p812. 

Con el mapa de restricción resuelto (figura 8), se localizaron en los 

plásmidos regiones con .secuencias relacionadas a la proteína ribosomal 

S4. Esto se hizo por medio de ensayos tipo Southern de las clonas 

hibridadas con la sonda S4. En la digestión con Hind 111 en p812 se 

observa una señal correspondiente a S4, mientras que en p811 se observan 

dos (figura 9 pánel B, par de carriles 3). Es notable que la señal presente 

en ambas clonas corresponde a fragmentos de igual tamaño y posición, 

mientras que la segunda señal en pS 11 pertenece al fragm.ento "ausente" 

en pS 12. Esto solamente nos permite decir que probablemente hay un gen 

"extra" para S4 en p811 con respecto a p812. En vista de que la señal 

presente en ambas clonas se localiza en una banda de 5.0 Kb y tomando 

en cuenta que el gen prS4 mide sólo 820 pb no es posible asegurar la 

presencia de sólo una copia génica dentro de esta banda... Como puede 

verse en los mapas de restricción para la enzima Not 1 sólo existe un sitio 

de corte en el interior de cada plásmido, además del sitio en la región de 

clonación múltiple del vector, esto genera dos fragm.entos en cada clona al 

ser digerida con esta enzima. Cuando esta digestión es hibridada con S4 

se encuentra que por arriba del sitio de corte de esta enzima no hay señal 

alguna. El empleo de la digestión doble Hind 111-Not 1 permite acotar la 

señal de 84 hasta un fragmento de 1.5 Kb en ambas clonas y para p811 

una señal (gen?) extra en una banda de 1. lKb. 
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Figura 9: Fragmentos de hibridación minima para 84 en los plásmidos p811 y p812. La 
digestión con Not 1 permite ver que en cada clona más allá de este sitio no hay hibridación 
para S4 (par de carriles # 1) (ver también figura 9) es decir que la sonda empleada 
solamente hibrida con la fracción que no contiene al vector. Al hibridar la digestión con 
Hind 111 (par de carriles # 3) se distinguen dos señales en p81 l y sólo una en p812. 
Finalmente la digestión Hind Ill-Not 1 (par de carriles # 2) proporciona la mínima región de 
hibridación mostrando una señal para S4 en p8 l 2 de 1.6 Kb y dos señales en p8 l 1 una de 
1.6 Kb y otra de 1.1 Kb. En cada par de carriles que se presenta el carril de la izquierda 
corresponde a p811 y el de la derecha a p812.. Panel A: gel teñido con bromuro de etidio; 
panel B: Southem blot hibridado con la sonda S4.) 
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Lo anterior nos permitió fijar en los mapas de restricción la posición 

relativa de prS4 en los plásmidos p811 y p812 (figura 10). Conociendo esto 

se decidió secuenciar precismnente la región com.prendida entre las 

enzimas EcoR 1 y Not 1 iniciando en el sitio de clonación multiple del vector. 

8450 

Figura 10: Poúci6a relativa de pr&I - lm pllbmW- p811 y 
p812. La región de bibrideci6n para S4 {lfnca rayada n>ja) es ecotada 
por los sitios NDl 1 y Hbwl DI Ea evidenae Ja simililud eDlre Jos dos 
plásmidos. La diRrc:ncia ~ellos pmU1C ..ticmr CD UD ~ 
gcoemdo por Kurd m i*estille 96Jo CD p1111 (Hmd m 6S3S-Hind m 
7610). 
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8.3 ESTRATEGIA DE SECUENCIACIÓR. 

Para caracterizar la región genómica de prS4 a nivel de secuencia se 

decidió secuenciar las regiones de ambas clonas en donde se presentó 

hibridación. Se obtuvieron 3410 pb del plásmido p811y2380 de p812. La 

secuencia de las clonas se inició a partir del sitio de clonación múltiple del 

vector p-Bluescript KS-, para continuar la secuencia se emplearon 

oligonucleótidos diseñados en base a la secuencia ya obtenida y fueron 

empleados como "primers" para continuar la secuencia. Para facilitar el 

trabajo de secuencia se realizaron subclonaciones de fragmentos de la 

clona p8 l 1 esto en vista de que esta clona contiene un elemento duplicado 

por lo que el primer podria haberse anclado en 2 sitios al mismo tiempo. 

Se obtuvieron 2 subclonas a partir de la región en donde se presentó 

hibridación con la sonda 84, una de ellas mide 1.2 Kb y la segunda 5.1 Kb, 

ambas se construyeron con extremos Hind 111 en el vector pBluescript 11 

KS- (Figura 11). Una vez obtenidas las secuencias éstas fueron ordenadas 

con la asistencia de los programas DNAsis y DNAman para formar una sóla 

secuencia continua (Figura 12). 
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Figura 11: Estrategia de 
secuenclaclón de los 
plésmldos p811 y p812. Se 
observa únicamente las 
regiones secuenciadas de cada 
plásmido. Las barras muestran 
las regiones en donde se 
encontró hibridación para S4. 
El proceso inició en el sitio Eco 
Rl de cada clona. Para 
continuar se usaron 
oligonucleótidos diseflados a 
partir de la secuencia 
previamente obtenida. La 
dirección de las flechas indica 
la dirección de la secuencia. 
Entre paréntesis se muestra el 
plásmido y el oligonucleótido 
empleados en cada reacción. 
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8.3 ANÁLISIS DE SECUENCIA 

El análisis de las secuencias mostró que en la clona pB 11 existen dos 

copias del gen prS4, y una sola en la clona p812. Las dos copias de p811 

están organizadas en tandem (flechas negras copias 1 y 2 de figura 13) es 

decir una detrás de la otra, se encuentran arregladas de cabeza a cola, 

separadas por 25lpb. Las regiones codificadoras, es decir desde el codón 

de inicio hasta el codón de término de las tres copias son idénticas (figura 

12 y 13). 

Por medio del programa BLA8T se identificó en el extremo 3' de las dos 

clonas un marco de lectura abierto de 350pb que corresponde a la 

secuencia codificadora de un transportador de nucleósidos. La similitud es 

mayor con uno presente en el cromosoma 2 de Leishmania majar (valor 

E=6e-40). Resulta interesante que en este organismo, que se encuentra 

cercano filogenéticamente a T. cruzi, este transportador de nucleósidos se 

localice también adyacente al gen para la proteina ribosomal 84 del cual 

posee dos copias en tandem arregladas de cabeza a cola (figura 12 y 13). 

En T. C1UZi encontramos que la región río arriba de la copia 3 y de la copia 

1 son idénticas (banda azul de los mapas en la figura 13), la identidad se 

presenta también entre las regiones río abajo de la copia 3 y de la copia 2 

(bandas verdes en figura 13). En contraste la región río debajo de la copia 

1 es diferente a la de las copias 2 y 3, no se encontraron elementos de 

homologia significativa entre estas secuencias. Del mismo modo la región 

rio arriba de la copia 2 no se parece a las correspondientes de copia 1 y 3. 

Esto parece indicar la pérdida de una ~e las copias junto con los 251 

nucleótidos que la separan de la copia 1 en el alelo 1. 

A pesar del parecido que ostenta la organización de los genes prS4 en 

T. cruziy L. majar, al comparar las regiones intergénicas (entre 84-1 y 84 -2 
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así como entre S4-2 y el transportador de nucleósidos) no se encontró un 

valor significativo de sünilitud.. 

Fic1mt 12 Ali-=· Mo de ... -•z ñt .. del fnlsmeato N# 1- EcoR 1 de las cloaaa 
p811 y p812. Ea mi ae ......_ la ...... rio ania. de las coplas 1 y 3 de prS4; Ea 
negro se distiag-• las Hp11•t11 eeiii• ._... de ..,si& (eepiaa 1, 2 y 3). El testo en 
tarqaeaa correspo•de a la rq:i6m rie ••J• de cepia 2. Ea -Jo ae .._.,,. el 5' UTR de 
copia 2, ea verde las reai- rfo de•Jo de copla 2 y 3. ll'lllal-•te em -rróa está la 
secaellCia del 1nl-porCader de •w' bi...._ Les ealona c:orrespoadea a m empleados 
en los -pas de la fi&llra 13 ~ - el c:w de la llCC8ellCÜI del tra-portador de 
•-.cle6sidos.. Las ~ 1 •J da1 - lal • aiaciaa de polipirimidiaaa qae 
pntativameate podrlaa ser e•pleadaa para el recoaocilaiemto de sitio ac:eptor de 
spUcing. Ea letras más iatew 11e olwnra• loa Jlitit9 aceptores de splicing 
(dinacleótido ag), asf co-1• eodomes de illicio y ~-de las 6ras codUleadoras. 

P8ll GCGGCCGCTT CGGCTGGGTA GCTGTl'.GATT GGGGCACACG GGAAGCGTGT 
P812 GCGGCCGCTT CGGCTGGGTA GCTGTAGATT GGGGCACACG GG.l\AGCGTGT 

P81l P•.TGCGTTTAT GG.Z\GGACAAA AGCAGCTAAC CCCAF..ACF.AG GTTTCCGCAA 
P812 ATGCGTTTAT GGAGGACAA1\. AGCAGCTJ'.AC CCCAAACAAG GTTTCCGCAA 

P8l1 AACP..GTTTCA CAGACACAAG TCCAACGTCA GTCAAATGTT GGCAA.l';AGT'l' 
P812 .r\J'..CAGTTTCA CAGACP..CAAG TCCA.Z\CGTCA GTCAF.ATGTT GGCAAAAGTT 

P81l ACTGCTTGTG TTTGCGCGAG GCTCACTGGA AA TGGP._I\AA T TTCGTTGAAA 
P812 ACTGCTTGTG TTTGCGCG}\.G GCTCACTGGA AATGGAAAAT TTCGTTGAAA 

P8ll ATTTTAGCGA CTGP...l'-"'AGGA CAGACfu.'\.TGC CGTGTGGGCT GTGGGGCGGC 
P812 ATTTTAGCGA CTGAAAAGGA C.Z\GACI\ATGC CGTGTGGGCT GTGGGGCGGC 

P8ll TGTATTGCAG CATA..'\..l'\GGCT TTTTTTTTCT TTCTTTCTTT TAGACGCTTT 
P812 TGTJ'.TTGCAG CATAAAGGCT TTTTTTTTCT TTCTTTCTTT TAGACGCTTT 

PBll TGGCGAGGGA GTGCCACGGG TGAA.ü...TCTCA CGAGGTGA..l\.C TGATGGCGTC 
P812 TGGCGAGGGA GTGCCACGGG TG..;;A..n_TCTCr. CGl'.GGTGA...l;.C TGATGGCGTC 

P811 TC."-.GGGTCTT GACGP..AAAA.G GCGGCGCTTG CGAATGTGTT TTTGATACCC 
P81:2 TCP..GGGTCTT GACG . .1\A...1'..AAG GCGGCGCTTG CGFv""\TG'IGTT TTTGATACCC 

P811. CAGGCGACAT TACGA.Z\TCCT TTGTTTTTCC TACTTTTGAT TGTGCATTAC 
P8l2 CAGGCGACAT TACGA..l\TCCT TTGTTTTTCC TACTTTTGP..T TGTGCATTAC 

P811 Ti'.TTTTTTTC TTTTTTTCC1\ AGC T GA T GP...;'-. T A..7.\r"\l'_n.J'.AAA TGAGGTGACG 
P812 TATTTTTTTC TTTTTTTCCA AGCTGATGAA TA1V"\AAAA..Z\l\ TGAGGTGACG 

PSll GGTGGGTTTA GCGTTCTTTT CCTTCC'l'TTT TTTCTTGCCG GGTAACATTT 
P812 GGTGGGTTTA GCGTTCTTTT CCTTCCTTTT TTTCTTGCCG GGTAACATTT 
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P811 TF--TGCGATGG CCACTGGCAC TCGTGGGATT CGGTGGTCAA ACGTGCTTTC 
P812 TATGCGATGG CCACTGGCAC TCGTGGGATT CGGTGGTCAA ACGTGCTTTC 

P811 TGG-~.AT G.Z\TTTATTGT CAGATTTTAT TTGCTGAATT TCTTGTGACC 
P812 TGGAAAAAA.T GATTTATTGT CAGATTTTAT TTGCTGAATT TCTTGTGACC 

P811 CCGTGCG.7'J\G TGGG.Z\..Z\GAAT AACGAGGCAA TATTCTTTTT TATTATACAT 
P812 CCGTGCGAAG TGGGAAGAAT AACGAGGCAA TATTCTTTTT TATTATACAT 

P811 TTAGTTTCT-Z\ TCGCCTTTTT TTTCCCATTC CACCCTTTGC ATCTACCCGT 
P812 TTI~GTTTCTA TCGCCTTTTT TTTCCC}\.TTC CACCCTTTGC ll.TCTACCCGT 

P811 ACTCTTGTAC ATACGTGTJ'_Z\ Jl.AGGA..Z\CCTA P...AACATGACC AAGAAGCACC 1 
P8l2 .Z\CTCTTGTAC ATACGTGT_l:v\ AAGG.~CCTA P..AACATGACC AAGAAGCACC 2 

P811 TGAAGCGCCT TTATGCCCCC AAGGACTGGA TGCTGAGCAA GCTCACGGGC 1 
P812 TGAAGCGCCT TTATGCCCCC AAGGACTGGA TGCTGAGCAA GCTCACGGGC 3 

P811 GTGTTCGCTC CACGTCCCCG TGCTGGACCC CACAAGCTGC GTGAGTGCAT 1 
P812 GTGTTCGCTC CACGTCCCCG TGCTGGACCC CACAAGCTGC GTGAGTGCAT 3 

P811 GACTCTTATG ATCATCATCC GCAATCGTCT GAAGTATGCG CTGAACGCCG 1 
P812 GACTCTTATG ATCATCATCC GCAATCGTCT GAAGTATGCG CTGAACGCCG 3 

P811 CCGAGGCTCA GATGATTCTT CGCCAGGGCC TTGTGTGCGT GGACGGTAAG 1 
P812 CCGAGGCTCA GATGATTCTT CGCCAGGGCC TTGTGTGCGT GGACGGTAAG 3 

P811 CCCCGCAAGG ACACCAAGTA TCCGGTTGGC TTCATGGACG TTGTGGAGAT 1 
P812 CCCCGCAAGG ACACCAAGTA TCCGGTTGGC TTCATGGACG TTGTGGAGAT 3 

P811 CCCACGGACC GGGGATCGTT TCCGCATTCT GTACGACGTG AAGGGCCGCT 1 
P812 CCCACGGACC GGGGATCGTT TCCGCATTCT GTACGACGTG AAGGGCCGCT 3 

P811 ACAGGGTCTC CGCATCAACG TGATTCAGGA GCGTGAGGAG AAGCTTAAGC 1 
P812 ACAGGGTCTC CGCATCAACG TGATTCAGGA GCGTGAGGAG AAGCTTAAGC 3 

P811 TTATCGCTGC TGAGGCACGC AAGAACATGC AGACTCGCGG CGTACGCAAG 1 
P812 TTATCGCTGC TGAGGCACGC AAGAACATGC AGACTCGCGG CGTACGCAAG 3 

P811 GCACGAAAA or.aa:·:· : .. -·- ··:· ... -·./·.'!""'·: ;..._ ~'["~'C 1 
P812 GCACGAAAA TAG 3 

P811 •¡,r;•C·• "'"T'•~'<_'T•.~~··· T--~1~·-:-:..·_=.·''. ..•.. -~-·./·. _.-.J-..T_.-\.(;/1.A''!'TT 

P812 

P811 .l'. ·; .. ··¡·_c .. ~ .. ,!'T.:=·.~ r:_:f,;T 1'.--:...c~: .. ~G'J .-: s·:·_.-._~;;_-:c;(;;.=;f·J·. CCC:TTATTAT 
P812 

P811 .. -... -,,~,, ;'I't _:; ':_-' :::; .. -... :_-;GT/\\.:;C:CG1..:T C:GTTT'l'TC:Ii....}_' __ ·r~~-~:~r!.~~!_T'l~_!:J~_'!'TT 
P812 
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P811 CTCTTTGTCA TTATGACCAA GAAGCACCTG AAGCGCCTTT ATGCCCCCAA 2 
P812 

P811 GGACTGGATG CTGAGCAAGC TCACGGGCGT GTTCGCTCCA CGTCCCCGTG 2 
P812 

p811 CTGGACCCCA CAAGCTGCGT GAGTGCATGA CTCTTATGAT CATCATCCGC 2 
P812 

P811 AATCGTCTGA AGTATGCGCT GAACGCCCGC CGAGGCTCAG ATGATTCTTC 2 
P812 

P811 GCCAGGGCCT TGTGTGCGTG ACGGTAAGCC CGCAAGGACA CCAAGTATCC 2 
P812 

PB11 GGTTGGCTTC ATGGACGTTG TGGAGATCCC ACGGACCGGG GATCGTTTCC 2 

PB11 GCATTCTGTA CGACGTGAAG GCCGCTTTGC CCTCGTGAAG GTTGGCGAGG 2 
PB12 

PBll CTGAGGGGAA CATCAAGCTC CTGAAGGTGG AGAACGTCTA CACGAGCACT 2 
PB12 

PB11 GGCCGCATTC CTGTTGCCAT GACACACGAC GGTCACCGCA TTCGTTACCC 2 
PB12 

P811 CGACCCCCGG CACCCACCGT GGCGACACCC TGGTATACAA CCTGAAGGAG 2 
PB12 

P811 AAGAAGGTGG TGGACCTCAT CAAGTCCAGC AACGGCAAGG TGGTGATGGT 2 
P812 

P811 CACCGGCGGC GCGAACCGCG GCCGTATTGG CGAGATCATG TCGATTGAGC 2 
P812 

P811 GCCACCCTGG TGCGTTCGAC ATTGCACGTC TGAAGGATGC GGCGGGACAC 2 
P812 

P811 GAGTTTGCTA CTCGAGCGTC CAACATTTTT GTGATTGGCA AGGACATGCA 2 
P812 

PB11 GAGCGTTCCT GTGACGCTGC CGAAGCAACA GGGTCTCCGC ATCAACGTGA 2 
P812 
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P811 CAGACTCGCG GCGTACGCAA GGCACGAAAA TAGGTGC.'\GA GCAF.CTTTGT 2 
P812 GTGC.Z\GA GCA..ll.CTTTGT 

P811 TTTTA-::....TTTT F:.TTTTG.::....TTJ;.. TTTTTCTTTT TTTGC.r..TTCG TGAACTTTTC 
P812 TTTT.."'-_:l.TTTT l'·.TTTTG.Z\.TTl'\. TTTTTCTTTT TTTGCJ".TTCG TGA..Z\.CTTTTC 

P811 TGTc;c;:..TGTT TTC7~~G.z:.._TGC TCCTCTTCTT GACGGTTTGT .!"..CGTCCGTGT 
P812 TGTGCATGTT TTC."'-"'.GATGC TCCTCTTCTT GACGGTTTGT ACGTCCGTGT 

P811 CGCCG•_-:cc_::._c .~c.~=....TG-~....AGT TGCF'.l.GT:"\.TTT GT(:;TTTT'T.;;. ... ~ TTTTTGCAAT 
P812 CGCCGCGCI'-C T~-...c-~ .. TG.=...l-·• .. GT TGCAGTI-.TTT GTGTTTTTi'.A 'I'TTTTGCAAT 

P811 CP·.CCT'.'f7TTT TT~TGTT'l~TT GTTTCCCCTT TTCGTTTGTF":.. I\TC."'1'-.CTACA 
P812 C.~CCTTTTL'T TTTTGTTTTT GTTTCCCCTT TTCGTTTGTA ATC."'-.".CTP..CA 

P811 C:r!·r.._,~ .=·.C:T(;I--L.r;. .. _7¿.':' .::._T.:--..Tl\..TP..T AT-~TA. Tl·.J.';,_c GCl:.CACt:.. .. CJ\C 7\C~,._CGP..GGGA 

P812 e ·~?.c .. .::.c:rG.:~Z\ AT."'.Tt-,,T."-.TAT ll.T."'.TAT."-.TJ'-.C GC.n ... CAC .. ~C]l-.. C ACACGAGGGA 

P811 :---. ""i_·;:.·"? ;.._.~:r.r TT -~ CGC:~G.-:....GTGJvl... cr .. G'.I'.A.?.GGCT í'CCTTTGTT!-~ CTGTACCP..GC 
P812 T-·.T.:>.T-:: .. cTTTF!. CGGGAGTGF.P ... CJl.GT_:'.\...'°\GGCT TCCTTTGTTA CTGTACCAGC 

P811 ·l.::.. 1-;;~ •• ~-:: ·:;ce_::_¡--;_ 1:.;:~~GCG·~ .. ~ T ?~ AP._TF> .. CCTCTT GTT'2~TTTGTT TTTTTTTTTT 
P812 '2'!1.s.r•. 1--:-=c;ccJ:..A G.;.,......-'\.GCGCP._TA t>_z>.TACCTCTT GTTTTTTGTT TTTTTTTTTT 

P811 T:~~·.:-~T:~-:TGT .;; .!""'\ Ti:>::TT.:-:...TI'T' GP.TTGcr..::cTG TTTGTG!:..C-:C:G 1'-.CTTCl\CGGA 
P812 TCC~TTCTGTP.. J\TCCTT.l\TTT GI'-TTGCCCTG TTTGTG,",CCG ACTTCACGGA 

P811 TGGCACTTGG ATTTTCTTCT TGGGCGGAGT TCTACGTTTA TACGP..CATGC 
P812 TGGCACTTGG P..TTTTCTTCT TGGGCGGi'.GT TCTACGTTTA TACGACATGC 

P811 ATTACTTTGG GCGTCTCCAT GTTGATGCCA ATGAACGCCC TGACATCTGC 
P812 JO..TT1-...CTTTGG GCGTCTCCAT GTTGATGCCl'. ATGP..ACGCCC TGAC1\.TCTGC 

P811 F.CCTCGATAC 1".TGGTGG.Z\.TT ACT?.CCGCTJI. CGTCTCAGGA GACCCCCATG 
P812 l'>CCTCG.">.TAC l'.TGGTGGATT ACTACCGCTA CGTCTCAGGA GACCCCCATG 

P811 CGl'..;..GGc.n_r;..!';. CGTGCCAATA TTTTGGGCCJl. ACATTTTCAC CTTCTACAAC 
P812 CGA.!\GGC.l\A..Z\. CGTGCCAATA TTTTGGGCCA P..CATTTTCAC CTTC:Tl\CAAC 

P811 GTTGTGTCGT TGGTGACGC!". .A..Z\.TTATATTT GGACCCACCG TGTTGACGCA 
P812 GTTGTGTCGT TGGTGACGCA AATTATATTT GGACCCACCG TGTTGACGCA 

P811 TTTGGCG~::;.GA AP.ATTTTCCC TTAGCA.!\TCG CTTTATTTTT GCGCTCACAT 
P812 TTTGGCGl'.·GA AAATTTTCCC TTP..GCAF.TCG CTTTATTTTT GCGCTCACAT 

P811 GTATGATGCT GGAGGTTATT GTGGTTCTTT TGCTGCCCAC GGGAAAGGTC 
P812 GTll.TGi'.TGCT GGAGGTTATT GTGGTTCTTT TGCTGCCCAC GGGAAAGGTC 

P811 TC.?.Cl".GA;:..TT e 
P81.2 TCACP..GA."-TT e 
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S.3aN 1 n"cecilladelaeofllawpaH•da 

En el RNAm. maduro existen regiones no traducidas o UJ'Rs, uno en Ja. 

región S y otro en posición 3'. El primero abarca desde el sitio aceptar del 

miniexón basta el codón de inicio. El eegundo va deade el codón de 

término del gen hasta el sitio de poliadenilacióo. No ~ un claro conaenso 

con respecto a Ja. longitud de estas regiones. La comparación de Ja. 

secuencia de los mensajeros identificados previamente con Ja. aecuencia 

genómica nos permitió encontrar los sitios donde ocurre el pnx:eeamiento 

de los mismos (Cuadro 4). Con esto sabemos que estos mensajeros 

con espo11den ambos a la aegunda copia del t:andem. (copia 2). Hacia 3' los 

mensajeros difieren en 20 nt. esto es por que soo polistdenilados a diferente 

nivel (Cuadro 4). Hacia 5' de Ja. región codificadora ae identificó el 

dinicleótido (AG) donde ocurre la adición del IDÍDÍexón (SL). el cual se 

localiz.a a 22 nt del codón de inicio. También se identificó una secuencia de 

poli-pirimidinas que como ae ha reportado ea Ja. aeñal putativa que dirige el 

reconocimiento del sitio de spliring (10, 49). 

GTTTGTTCTT TGCTGGCGAT GGGTGATGCT AATGGTTCCG TTTCTTTTTT 

GATCCTCTTT GTTCATTTCC AT'l'TAAAAAT AGAAT'l!'i:"J:rT TCTTGCTTCT 

101 CTATCTTGCC GTTAGCGTGG TAGCGGGAAC CCTTATTATC ATTGTGTGAG 

151 GTAGCCGNTC GTTTTTCATT AGCACTTCTT TTTTTTTTTT TTTGGCTTGT 

201 TTTACGTTTA CTTTTCTTTA TCTGATAGTG AGTTGCAGCT CTTTGTCATT 

251 AT"IP"X21MP' --------·- -c=cm•••tpag GT GCll.GAGCP.. ACTTTGTTTT 

301 T.DJ1.TTTTl'·.TT TTGATTATTT TTCTTTTTTT GCl\TT~TGA l'\.CTTTTCTGT 

35i GCATGTTTT~ AAGATGCTCC TCTTCTTGAC GGTTTGTACG TCCGTGTCGC 

c ..... ' ..... cDNA i' ns ·- ewa 1 , ............. 2 - "'54 -
r.,,._ •• omd. Se llplec:ia 1a • •• 1 - · *----= 1a.,.,... 1 y 1a copia 2 de pr51 (1-
250); en rojo se amena d $ UJ1t. qiae so a nra -d RNAm--.,_ e dilmcle6tido AG -
el que OCUlle d pN' eée •+• ea -.a.lo CD idl9 Rijo ---.. &a l&ilw .9C amena ..,.._._ .. -·-rie c:udj&e .. _ de .. ... E fib.:w¡ ! 84. F.a -- - 'oc-'inm loa 3" 
UTR. a- abczm de flCll:ba illldic:ml loa .._ sililJS de pc•iw' 7 MM GADCIA...._ NOTA: Lae 
colon:a coiocidcn con loaª'•' +•ca lm ....-de la fieiira 13 y ca1 la_.... 12. 
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8.3c Observación indirecta de hom.ologia ent:re los plásmidos p811 y 

p812 

Para identificar diferencias entre las áreas no secuenciadas de los 

plásmidos p811 y p812, la región río arriba del sitio Notl fue digerida en 

runbas clonas con la enzima Hin! 1 que sólo reconoce 5 nt por lo que su 

frecuencia de corte es mayor que la de endonucleasas que reconocen 6 nt. 

El patrón de restricción del segmento EcoR 1-Notl no secuenciado en 

runbas clonas realizado con Hiní 1 es idéntico (figura 14) para los dos 

plásmidos lo que puede interpretarse como un alto grado de conservación 

entre ellos, a su vez esto nos permite decir que prS4 se localiza en regiones 

homólogas, presumiblemente cromosomas homólogos. En el futuro se 

tiene contemplada la secuenciación de estas clonas en su totalidad. 

p811 mp p812 

Figura 14: Patrón de digestión de regiones 
no secuenciadas con Hinf I . Las bandas 
obtenidas son las mismas para ambas clonas. 
La diferencia observada en la intensidad de las 
bandas se debe a diferencias en la carga de 
cada muestra. Mp: marcador de peso 
mnlec.nh•r 

--~ -·------'-·-· 
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8.4 AMPLIFICACION DE DNA 

La región de 251 pb que se localiza entre las copias 1 y 2 del gen prS4 en el 

plásmido p811 fue amplificada por PCR. El producto obtenido fue de 

243 pb ya que los primers empleados se localizan a 5 nt del codón de 

término de copia 1 y a 4 nt del codón de inicio de copia 2. Este producto se 

empleó como sonda en un Southern de DNA genómico de T. cruzi digerido 

con Hind 111 para observar si esta secuencia se encuentra representada en 

alguna otra región del genoma de este organismo. La sonda sólo hibridó en 

la zonas correpondiente a p811, lo que nos demuestra que esta secuencia 

es alelo especifica (Figura 15). 

1~·· 
¡.;2' 
Fr-~ 

Kb 

1.1 

Figura 15: Identificación de una 
región alelo-especifica. La sonda 
realizada con la región intergénica 
(entre copia 1 y 2 de prS4), híbrida 
únicamente en un sitio que corresponde 
al alelo 2 (clona p811 ). 
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8.5 NIVELES DE EQUILmRIO DE RNAm DE prS4 

Los niveles de equilibrio del RNAm de 84 se cuantificaron a partir de un 

northern blot de RNA total de T. cruzi realiza.do por la Dra. Ana Maria 

Cevallos Gaos. Las muestras tomadas corresponden a los dias 4,5, 6, 7, 9, 

13, 17, 21 y 27 de un cultivo de epimastigotes (figura 16). Las cantidades 

de RNAm de prS4 fueron obtenidas extrapolando la cantidad de 

radioactividad incorporada en las membranas y estos valores fueron 

ajustados al medir también los niveles de RNAr para demostrar que las 

diferencias observadas no se debieran a un efecto de carga de la muestra. 

Se observa que en principio mientras el cultivo de epimastigotes se 

encuentra en fase logaritmica los niveles de equilibrio del RNAm de prS4 

aumentan a la par, sin embargo en cuanto se instala la fase estacionaria 

estos niveles caen de forma dramática (figura 16). Datos similares se han 

obtenido en nuestro laboratorio por la Dra Ana Maria Cevallos para el gen 

de actina. 
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Figura 16. Variación de los niveles de equilibrio del RNAm de prS4. En la gráfica los 

cuadros muestran el crecimiento del cultivo de epimastigotes. Los triángulos señalan los 

niveles de RNAm de prS4 en algunos puntos de la curva de crecimiento. Se puede observar 

como estos niveles caen en el punto en que se instala la fase estacionaria del cultivo. En los 

páneles inferiores se observan las señales obtenidas en un ensayo tipo northern hibridado 

con la sonda S4 y con una sonda hecha a partir de RNAr. 
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9 DISCUSION 

9.1 Número de copias del gen pr84 

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio sugirieron la existencia 

de dos copias génicas codificadoras de la proteína ribosomal S4 en T. cruzi 

(23, 25). Sin embargo, hemos encontrado que en realidad existen 3 copias 

de este gen (Figs.12 y 13). Dos de las copias se encuentran en tandem, 

separadas por 251 nucleótidos arregladas de cabeza a cola. Esta 

organización recuerda en gran medida a la reportada para el mismo gen en 

Leishrnania major debido a que este organismo posee dos copias 

organizadas en tandem de cabeza a cola. Esta semejanza se acentúa 

cuando observamos que en ambos organismos hacia 3' de prS4 se localiza 

un transportador de nucleósidos. Se ha propuesto que la organización 

génica se mantiene en tripanosomatídeos, es decir que la posición relativa 

de algunos genes con respecto de otros se conserva entre tripanosomas 

africanos, T. cruzi y las diferentes especies de Leishrnania, mientras que 

sinlultáneamente es factible encontrar diferencias entre las regiones 

espaciadoras (5). Las regiones codificadoras de la proteína ribosomal S4 

entre las dos especies poseen 73% de similitud a nivel de nucleótidos y 

77% de identidad en cuanto a aminoácidos. Sin embargo las regiones 

espaciadoras son muy diferentes ya que mientras que en L. majar existen 

alrededor de 2 Kb de separación entre las copias de prS4 en T. cruzi sólo 

hay 259 nt de separación. En cuanto a la secuencia del transportador de 

nucleósidos no sabemos en este momento de cuánto es la identidad pues 

no tenemos la secuencia completa de éste. 

La tercera copia de prS4 se encuentra en una region presumiblemente 

homóloga a la localización de la copia. 1 y de la copia 2, esto a juzgar por 

las secuencias adyacentes y a los patrones de restricción de las clonas 

(Figs. 12 y 14). En vista de los resultados obtenidos por Herrera en 1998 

(25) (Fig. 6) podemos decir que se trata de cromosomas homólogos de 

diferente tamaño. L. major es un organismo de evolución independiente y 
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posterior a T. cruzi por lo que podemos pensar que la organización que 

presenta para prS4 es la condición ancestral de este gen. Por esto podemos 

pensar que en algún momento una de las copias junto con la región 

intergénica se perdieron, sin embargo para saber esto se requieren de más 

estudios. 

9.2 Organización genómica 

De acuerdo a lo señalado por Swindle (45)(cuadro 1) en T. cruzi son poco 

comunes los genes organizados en 1 a 2 copias presentes en 2 loci, sin 

embargo esto es precisamente lo que ocurre con prS4 es decir hay 2 + 1 

copias. Una organización muy similar a esta se ha encontrado en nuestro 

laboratorio para el gen de actina, lo que implica algo relativamente 

novedoso o que tal vez ha sido poco reportado por falta de investigación en 

el genoma de este organismo. 

Aún cuando muchos de los productos génicos no son requeridos 

continuamente en un organismo, existen otros que son esenciales y 

además solicitados en grandes cantidades. Un ejemplo de esto es el RNAr. 

Mientras más metabólicamente activa es una célula es mayor su demanda 

de esta molécula. En teoria una copia del gen que codifica para RNAr seria 

inadecuada tal vez por esto es que existen muchas copias. Este fenómeno 

es llamado redundancia génica y no se restringe a genes de RNAr(28, 52). 

De hecho en tripanosomatideos es más la regla que la excepción ya que los 

genes esenciales frecuentemente se presentan en multicopia (5 a 9) 

organizadas en tandem. Es por esto que llama la atención que un 

producto que debe ser requerido tanto como el RNAr este presente en pocas 

copias sin embargo se ha visto que los genes presentes en menor nÜillero 

de copias son transcritos preferencialmente sobre aquellos que son 

abundantes en copias (29). 
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9.3 Regiones 3' y 5' no traducidas (3' y 5' utr) 

Hasta este momento se acepta que la regulación en trypanosomatídeos es 

mayormente post-transcripcional en vista de la naturaleza policistrónica de 

sus RNAm y la escasa identificación de promotores (10, 49). Si asumimos· 

que las tres copias de prS4 son transcritas una vez que estos transcritos 

primarios maduren a través de trans-splicing, es evidente que se 

generarian 3 mensajeros maduros diferentes, no por sus regiones 

codificadoras las cuales son idénticas, sino por sus regiones no traducidas 

3' y 5', las implicaciones de esto no las conocemos al momento. Sin 

embargo existen autores ,que consideran que estas regiones UTR, pueden 

tener valor regulador, interviniendo en la vida media del mensajero y hasta 

en el estadio en el cual se expresan. Esto cobra particular importancia si 

tomamos en cuenta que T. cruzi es un organismo que atraviesa diferentes 

ambientes y sufre cambios morfológicos y metabólicos a los cuales se debe 

adaptarse rápidamente. 

Cuando se aislaron los dos cDNA de prS4 en T. cruzi, se escogieron 2 de 

entre 12 clonas positivas, sin embargo resulta curioso que las dos 

correspondieran a la copia 2 de este gen; si las copias 1 y 3 se expresan no 

lo sabemos en este momento. Tal vez alguna(s) de las 10 clonas de cDNA 

que se tienen aisladas correspondan a alguna de las copias 1 y/ o 3 de prS4 

pero esto solo lo sabremos al secuenciarlas .. 

9.4 NIVELES DE EQUILIBRIO DE RNAm DE 84. 

Se observó que los niveles de equilibrio de RNAm de S4 disminuyen con la 

instalación de la fase estacionaria del cultivo, esto implica que en 

determinado punto del crecimiento del cultivo se activa un mecanismo que 

modula estos niveles. Estas cuantificaciones se llevaron a cabo en 

northerns de RNA total por lo que no podemos deducir a qué nivel se lleva 

a cabo la modulación. El significado de este fenómeno es desconocido. 
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10 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

~ El análisis de las clonas genómicas por patrones de restricción y por 

secuencia, indica que existen tres copias del gen prS4 en el genoma de 

Trypanosoma. cruzi. A cada copia corresponde un juego de regiones no 

traducidas 5' y 3' diferente. 

~ Resulta claro que el evento de duplicación génica por el cual surgió el 

tandem de S4 (copias 1 y 2), es anterior a la separación de Leishrnania del 

linaje de los tripanosomas, pues está presente en el género, pero qué tan 

anterior no lo podemos saber en este momento. 

~ Hasta el momento no sabemos si el transportador de nucleósidos es 

funcional, pero la señal que le corresponde como sitio aceptor de trans

splicing, es empleado por la copia 2 de S4 que le antecede, para que ésta 

sea debidamente poliadenilada, pues se sabe que estos son eventos 

acoplados. 

~ Actualmente se conoce la localización cromosoma! de este gen, y por el 

arreglo genómico de las áreas adyacentes a él, podemos decir que se trata 

de cromosomas homólogos de diferente tru:naño. 

~ Las regiones reguladoras de las tres copias de prS4, (regiones no 

traducidas 5' y 3'), son diferentes. Esto nos puede servir en el futuro como 

una herramienta para conocer el papel que juegan dichas regiones en la 

regulación de la expresión génica de T. cruzi por lo menos de este gen en 

particular. 

~ En el futuro podremos determinar si S4 es o no una proteína esencial 

para esta célula. No podemos descartar su empleo como blanco para el 

diseño de fármacos y por ello el conocimiento de su regulación y fisiología 

es obviamente necesario. 
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)> El conocimiento de la organización de los genes prS4 nos proporcionará 

las bases para poder desarrollar reemplazos génicos específicos de los 

mismos. 

)> La modulación presentada en los niveles de RNAm de prS4 será 

explorada para determinar en qué punto ocurre. 
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