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RESUMEN

Trypanosoma cruzi €s un parasito causante de la enfermedad de
Chagas, mal que constituye un problema de salud publica en
México y en América Latina. T. cruzi presenta mecanismos
atipicos en su Biologia molecular que sumados al natural interés
que este organismo despierta, hacen de él un interesante modelo
de estudio. Para determinar con precision la organizacién
gendmica de la proteina ribosomal S4 (prS4) en este organismo se
obtuvieron clonas gendémicas con las regiones codificadoras de la
misma, a partir de una biblioteca gendmica de Trypanosoma cruzi,
cepa CL Brenner. Estas clonas fueron caracterizadas por los
patrones mostrados al emplear endonucleasas de restriccion.
Posteriormente a través de ensayos tipo Southern se localizé en
estas clonas la posicién de las copias del gen que codifica para la
proteina ribosomal S4. Las regiones en que se encontré una sefial
de hibridaciéon a prS4 fueron secuenciadas. Se encontré que en
T. cruzi 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 pequeina region intergénica, la tercera copia se halla en
un alelo diferente. Resulté notable encontrar que las clonas son
idénticas salvo por la presencia de dos copias de prS4 en una de
ellas asi como por la region que separa a las dos copias
consecutivas. Debido al atipico procesamiento por el cual
maduran los RNAm en estos organismos se observé que por lo
menos en teoria se generarian tres RNAm diferentes, el significado
de esto no se conoce. También se encontré que los niveles de
equilibrio del RNAm de prS4 varian a lo largo de un cultivo de
epimastigotes lo que representa una modulaciéon de la expresién

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

La enfermedad de Chagas constituye un problema de salud publica
ampliamente distribuido en América Latina (13). Su agente etioldgico es el
hemoflagelado parasito Trypanosoma 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 sélo 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 Trypanosoma cruzi exhibe un ciclo de vida digenético (Fig. 1) compartido
entre un hospedero invertebrado que hace las veces de vector
(himendépteros 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 triatomido, quienes constituyen la forma replicativa en
el vector. De una a dos semanas después de la infeccién, dependiendo de
la temperatura, los epimastigotes se diferencian a tripomastigotes
metaciclicos, que son la forma infectiva (33, 50). 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 mamifero los tripomastigotes invaden rapidamente 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 fision binaria y forman un

pseudoquiste. Posteriormente se rediferencian a tripomastigotes
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circulantes o prociclicos. 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 intervencion de otra chinche (6, 33,
50).

Figura 1: Cicle de vida de Trypasesowes cruzi




1.2 LA TRIPANOSOMIASIS AMERICANA

1.2a Consideraciones sobre el vector

El mecanismo mas frecuente de transmisiéon del T. cruzi al hombre es el
vectorial. El vector responsable de la transmisién de este parasito es un
insecto hemiptero hematéfago de la subfamilia Triatominae (13, 33).

El primer registro de triatémidos en América, data de 1590, cuando
Lizarraga los describié en su viaje a Argentina (15). Estos hemipteros,
también conocidos como vinchucas o chinches voladoras son insectos
alados o apteros, dependiendo de su estadio de vida, poseen un aparato
bucal suctopicador, son oviparos y de metamorfosis gradual. En principio
son organismos de ambiente selvatico, pero cuando el hombre invadié 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 sélo doce son vectores comprobados (15). En
México, las especies con mayor responsabilidad epidemiolégica 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 defecacion, 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 duracién de
varias semanas, y una fase cronica que persiste por la vida del huésped.
Durante la fase inicial de la infeccién el parasito invade células y se
multiplica rapidamente ya que no hay reaccién inflamatoria alrededor de
las células parasitadas, ni una respuesta inmune especifica. Los parasitos
se diseminan a través de la circulacién pudiendo infectar todo tipo de

células nucleadas, sin embargo tienen marcada preferencia por células
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musculares cardiacas, macréfagos 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, destruccion de ganglios autonémicos del tracto
gastrointestinal y meningoencefalitis.
Con el desarrollo de inmunidad humoral y celular, el nimero de parasitos
en sangre y en los tejidos disminuye dramaticamente hasta llegar a no ser
detectables con los métodos usuales de diagnéstico asi queda instalada la
fase cronica. El empleo de métodos de diagndstico mas sensibles parece
indicar que las personas pueden permanecer infectadas de por vida con
parasitos tanto en sangre como en los tejidos. La mayoria de los individuos
infectados crénicamente permanecen asintomaticos y el daifio tisular se
limita a pequeiios focos de inflamacién y de fibrosis con pérdida limitada de
los ganglios autonémicos. En los casos de cardiopatia chagasica severa,
hay destruccion importante de las células musculares cardiacas y del tejido
de conduccién con fibrosis difusa. En los pacientes con afeccion
gastrointestinal hay destrucciéon severa de los ganglios autonémicos (10,
27, 39, 51).

Una de las mayores dificultades para estudiar la patogenia de la
enfermedad de Chagas es su lenta evolucion. La enfermedad generalmente
se expresa de 15 a 30 afios después de la entrada del parasito al
organismo. Los estudios hechos hasta el momento sugieren que el
desarrollo de la enfermedad podria estar asociado a seis posibles
mecanismos patogénicos:

a) lesion directa de tipo mecanico, por parasitismo de las células pcr el
T. cruzi

b) lesién producida por toxinas liberadas por el parasito

c) alteraciones del sistema nervioso auténomo

d) lesién producida por respuesta autoinmune

e) lesién microvascular



Sin embargo en vista de que ninguna de estas teorias explica por si misma
lo que ocurre en la enfermedad, no es aventurado sugerir que podrian ser
varios los mecanismos involucrados. De aqui se desprende la teoria
combinada o mixta, que involucra la participacién de todos los mecanismos
arriba mencionados (27, 39, 48).

1.2c Epidemiologia

Aun cuando la enfermedad de Chagas es exclusiva del continente
americano, cerca de 90 millones de personas estan en riesgo de infeccion.
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 estimé en 1985, que pueden existir cuatro millones
de personas infectadas. La encuesta nacional de epidemiologia de 1987,
demostré que la enfermedad tiene una distribucion heterogénea, y que la
prevalencia va del 0.1% para estados como Jalisco hasta 5% para Chiapas
y Oaxaca, lo que se relaciona con el ambiente ecolégico y social asociado a
esta zoonosis (presencia de triatémidos y condiciones para su anidacién en
el ambiente peridoméstico) (13, 39, 51). Los individuos infectados
constituyen wun riesgo de transmision pues la enfermedad puede
contagiarse también por transfusiones sanguineas y/o transplante de
o6rganos. Se ha reportado en los bancos de sangre de los estados de
Morelos y Puebla, una seroprevalencia del 17% (39, 51).



1.2d Diagnéstico y tratamiento

La OMS, recomienda el uso de por lo menos dos métodos para un
diagnéstico acertado. El mas comun y confiable es el xenodiagnéstico, sin
embargo en la fase cronica de la enfermedad resulta muy dificil detectar la
presencia del parasito por métodos convencionales por lo que se precisa de
otros de mayor sensibilidad como la inmunohistoquimica, PCR o
hibridacién in situ (13, 14, 48, 51).

Cuando en 1969 sali6é al mercado el nitrofurfuriliden-amino (nifurtimox), el
tratamiento de la enfermedad de Chagas parecié entrar en una etapa
optimista. En ese mismo afno se inicié el ensayo de otra droga, una
nitroimidazolacetamida (benzinidazol). El uso de estas drogas disminuye la
parasitésis y los titulos serolégicos hasta en un 80%; en un seguimiento
prolongado sin embargo los efectos colaterales y 1a magnitud de los mismos
provocaron que estos farmacos entraran en desuso desde 1991. El
allopurinol permanece como una buena opcién en casos de Chagas
crénico; se administra en altas dosis y sélo cuando el paciente no tiene
comprometida la funcién renal (44). Estudios mas profundos en la biologia
del T. cruziy sus peculiaridades bioquimicas y moleculares haran posible el
desarrollo de nuevos farmacos contra este organismo. En este momento
parecen ser prometedores el uso de derivados puricos e inhibidores de la
trypanotion reductasa (48). Finalmente aunque con reservas, hay autores
que proponen una cura espontanea, adan cuando admiten que
posiblemente ocurra en un bajo porcentaje de los enfermos (57).

1.2 PARTICULARIDADES DE LA BIOLOGIA DE Trypanosoma cruzi

1.3a Biologia Celular
Ademas de la importancia médica que representa este grupo de
organismos, los cinetoplastidos han llamado la atencion por lo atipico de

su biologia. Es pertinente tomar en cuenta su muy temprana divergencia
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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 tipico: es una célula con una membrana
plasmatica, un nucleo, reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, estos
ultimos poco desarrollados. Posee tres estadios o formas: Epimastigote,
tripomastigote y amastigote. Los dos primeros son formas alargadas que
poseen un flagelo aunque en diferente posiciéon, 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 s6lo una mitocondria que ocupa gran parte del
volumen celular. Un rasgo prominente en estos organismos y que le da
nombre al orden es el cinetoplasto, estructura formada por el DNA
mitocondrial. Este es excepcional en su contenido y organizacion:
constituye (dependiendo de la especie) del 15 al 30% del DNA celular total y
se halla organizado formando wuna red de moléculas circulares
concatenadas de dos tamaifios 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 tamarfio de 2500
pares de bases. Su funcién es codificar para RNAs pequefios que
participan como guias en el procesamiento de RNAm mitocondriales. En
cuanto a los maxicirculos, hay entre 25 y SO copias por célula y su tamario
se encuentra entre 30,000 y 50,000pb; codifican para RNAr, RNAt y para
enzimas mitocondriales (10, 37). Lo mas inusual de estas moléculas es
que se hallan "incompletas", pero son modificados por un proceso llamado
edicion en el que se afiaden o remueven uridinas de forma
postranscripcional, generando asi codones de inicio y término para dar asi
sentido a la traduccién (1, 3).

Los glicosomas son organelos que s6lo se han descrito en
tripanosomatideos. En ellos se concentran parte de las enzimas e

intermediarios de la gliclisis. Aparentemente se trata de peroxisomas
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prototipicos o primitivos (35). Otro aspecto notable de estos organismos es
un conjunto de microtiibulos subpeliculares organizados a manera de red,
localizados por debajo de toda la membrana plasmaitica, excepto en el area
por donde emerge el flagelo, el saco flagelar, que es donde ocurren todos los
fenémenos de exo y endocitosis. Los microtiibulos de este "corset” se

conectan entre si y le dan rigidez al parasito (33, 37).

— Giardia

Vaitmorcha
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Bacteria

Eucarya
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S paResSTma2 Fuglens

1.3b Biologia molecular y genética
De manera general se considera que los tripanosomatideos poseen
genomas pequerios, 4 a 6 veces el genoma de Escherichia coli (4.2 x106 pb)

(28, 45).

Figura 2: Pesicién del
géuero Trypanosoma en
un drbol filegenético
construido en base al 18
S RNAr. Como puede
notarse sc localiza en las
primeras ramas de
evolucion Eucarionte.
Tomado de
hitp://phylogeny.arizona.ed
u/tree/

Poseen ademas copias miltiples de genes, ya sea arregladas en

tandem (es decir varias copias de un mismo gen una detras de otra con
separaciones de 100 a 500 pb), o localizadas en diferentes cromosomas;
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Resultan raros los genes presentes en una o dos copias, mas aan si se
hallan en diferentes loci (cuadro 1) (45).

CLASE EJEMPLOS
Trypanosom
a T. cruzi Leishmania
brucei
1 a 3 copias PG1, ALD, ALD, DHFR,
en un locus gGAPDH gGAPDH gGAPDH
1 a 4 copias en .
RNA pollll, Actina
dos loci, en
PARP ? ?
cromosomas homélogos
Multicopia en una UBI; SL, THT
SL, UBI Gp63, RNAr
locus B-TUB
Multicopia en mas
de un locus, en
cromoso-
; RNAr SL, RNAr BTub
mas homodlogos o no
ho-
mologos.
Familia génica,
muchos loci, VSG Gp8S5 ?
diferentes cromosomas.

Cuadro 1: Organizacién de genes en Cinetopastidos : Se muestran
diferentes organizaciones génicas reportadas. Abreviaturas: PG1, fosfoglucosa
isomerasa; ALD, aldolasa; gGAPDH, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
glicosomal; DHFR, dihidrofolato reductasa; PARP, proteina repetitiva acida
prociclica; UBI, ubiquitina; SL, gen del RNA spliced leader; THT,
transportador de hexosa de Trypanosoma; $-TUB, B tubulina; gp63,
glicoproteina de superficie de 63 kDa; VSG, glicoproteina variable de
superficie; gp85, glicoproteina de superfice de 85 kDa. (Modificado de Swindle
et al 1996 (45).
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El nucleo de estos organismos no se comporta de manera tipica ya que
durante la divisiéon celular la membrana nuclear no se desintegra y
tampoco hay condensaciéon 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 asi separadas se consideran
cromosomas y se nombran con nameros romanos iniciando por el mas
pequeno. El cariotipo asi realizado revelé que en T. cruzi existen 12 bandas
cromosomales principales que miden de 1 a 3.5Mb; el que co-migren mas
de una banda no es un evento raro por lo que la resolucién que brinda este
método para observar separacion de genes no es muy alta. Ademas de las
bandas principales existen 8 bandas intermedias gque van de 0.45 a 1Mb
(7, 20). T. cruzi es un organismo ampliamente reconocido como diploide en
vista de que pruebas de hibridacién con diferentes genes muestran dos
bandas. El tamafio del genoma de 7. cruzi se ha calculado en 87 Mb. (7,
45).

1.3¢c Transcripcién

Aun cuando en la mayoria de los eucariontes la transcripcién de genes da
como resultado pre-RNAm monocistronicos 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 posicion 5' (5'cap) y un segmento
de adeninas en posicién 3' (28), sin embargo el proceso de maduracién de
RNAm en tripanosomatideos presenta particularidades que lo distinguen:
la transcripcion es policistronica, 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 cinetoplastidos y ahora se sabe que ocurre
también en euglénidos, trematodos y nematodos (4). En el trans-splicing
participan 2 moléculas precursoras independientes: por un lado el
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transcrito primario policistréonico (secuencias codificadoras separadas entre
si por 100 a 500 pb) y por otro lado una secuencia no codificadora de 39
nucleétidos que contiene €l "cap” en su extremo 5' (splice leader SL). Adn
cuando en una misma posicion cromosomal existen varias copias génicas
del SL cada una es transcrita de manera independiente.

Au:!d.éau: L:m T

Transcripcién
Trans-splicing y esphososoma
poliadeniiacion
RNAM ﬂlm__m
macuro
L Promotor

T Tracto de polipirimidinas, CT
T Stio de poliadeniiacin

Figura 3: Trans-splicing: Intervienen dos moléculas de difereate procedencia. El pre-
RNAm policistrénico y el splice-leader (SL). La maquinaria quc lleva a cabo el splicing
(espliceosoma) reconoce una sccuencia de polipirimidinas junto con un AG adyacente a é€ste
presentes rio arriba del ATG iniciador de cada gen, como sefial de corte y aceptacion del SL
y simultineamente localiza el sitio de poliadenilacion del gen ubicado rio amriba. Cada
RNAmM que madura queda constituido por ¢l SL con su 5°Cap, la region codificadora de
cada gen, una fraccién de la region no traducida hacis ¢l extremo 3” de cada gen y la cola de
adeninas

Para la maduracion del transcrito primario se requiere de sefiales
presentes en sus regiones intergénicas. En la region rio arriba de cada gen
existe una secuencia de pirimidinas (citosinas y timinas), delante del cual
se encuentra un dinucleétido AG, éste es la seiial de corte y aceptacion del
SL. Cuando el SL es aiadido al extremo 5' de RNAm contribuye con el &'
CAP que sera recomocido por la maguinaria de traduccion. El extremo 3'
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del RNAm de cada gen particular se forma cuando al gen que se localiza rio
abajo se le adiciona el SL. Hasta el momento no se ha descrito en estos
organismos una sefial consenso de poliadenilacién, mas bien se cree que la
adicion de adeninas es dirigida por la localizacion del sitio aceptor de
splicing, el AG que se encuentra rio abajo. Todos estos estos eventos son
catalizados por un mismo complejo molecular, el spliceosoma y se llevan a
cabo de forma simultanea (10, 11, 45, 49). Una vez que los mensajeros
han madurado, éstos son exportados del nucleo para su traduccion la que

resulta ser tipica 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 regulaciéon en Trypanosoma

cruzi.

1.4 EL RIBOSOMA

El ribosoma es la maquinaria responsable del proceso de traduccion. Esta
constituido por dos subunidades las cuales se designan por su coeficiente
de sedimentacién: la pequena (40S) y la mayor (60S) en organismos
eucariontes. La subunidad pequenia esta formada por la molécula de RNAr
tipo 18S y 33 proteinas, mientras que la subunidad mayor esta constituida
por las moléculas de RNAr 5 S, 5.8 S, y 28 S asi como por 50 proteinas. La
biogénesis del ribosoma requiere del ensamblaje equimolar de sus
componentes moleculares (28, 30).

1.4a Cistron de RNA en Trypanosoma crusi.

De manera general en los organismos eucariontes los genes de las
moléculas 18S, 5.85 y 28S forman una unidad de transcripcién
fundamental o cistron de RNAr y se transcriben en un RNA precursor
comun. Este precursor ribosomal incluye espaciadores transcritos

internos y externos, los cuales son eliminados para generar las moléculas
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de RNAr independientes (41). Las regiones codificadoras para el RNA SS
generalmente no forman parte de la unidad de RNAr sino que constituyen
un locus independiente (17). En tripanosomatideos se ha encontrado que
su RNAr tipo 28S presenta un procesamiento atipico (19, 22), ya que se
originan dos moléculas grandes (34Sa y 24S) y cuatro moléculas
pequ;:ﬁas (S1, S2, S4 y S6). El analisis de las secuencias y las estructuras
secundarias de estas seis moléculas de RNAr ha permitido establecer su
analogia con los distintos dominios del RNA 28S tipico encontrandose que
las moléculas S2, S4 y S6 son analogas del dominio VII de la molécula 28S
(54). Por otra parte la molécula S3 es equivalente al RNA 5.8S (18) y la
molécula S5 es analoga al RNA 5S de otros organismos (24). En los
tripanosomatideos como en la mayoria de los eucariontes el RNA S5 no
forma parte de la unidad fundamental de transcripcion (24). Una
organizacion similar para el cistrén de RNAr ha sido descrita para T. brucei
(54) y Chritidia fasciculata, esto parece indicar que se trata de un arreglo
génico caracteristico del orden Kinetoplastida (21).

- -
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Figura 4: Unidad de transcripcién mayor de RNAr en Trypanosoma cruzi.
Se muestra la organizacién. Tomado de Hernandez, R. et al 1988 (23)
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Las células eucariontes presentan de 100 a 5000 copias de la unidad
fundamental de transcripcién 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 transcripcion mayor (8) (figura 4). Se
ha demostrado que ésta en 7. cruzi mide alrededor de 10Kb y cada una de

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

1.4b Proteinas ribosomales

Actualmente se acepta que las proteinas ribosomales contribuyen al
plegamiento correcto de las diferentes especies de RNAr que forman parte
del ribosoma asi también mantienen la estructura tridimensional del
mismo. El componente catalitico lo constituyen las moléculas de RNAr
incorporadas (28) (9).

Las proteinas 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 patrén
electroforético en un gel de dos dimensiones (25, 55). En su mayoria las
proteinas ribosomales son basicas, pero existe un grupo menor de
proteinas acidas que son llamadas P, por ser fosforiladas (55). Las
proteinas ribosomales de T. cruzi que mas se han estudiado son de tipo

acido, pero también existen reportes de proteinas de tipo basico (23) (25).

1.4c¢ Proteina ribosomal 84

Con una masa molecular de 23 kDa, S4 es una de las proteinas
ribosomales mas grandes e importantes (30). Esta proteina ha sido
estudiada desde un punto de vista estructural principalmente en sistemas

bacterianos, por lo que la descripcién de su estructura corresponde a como
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esta orgamizada en estos organismos. En el ribosoma procarionte S4
pertenece a la subunidad 30S y junto con las proteinas S7, S8, S15y S17
controla los estadios iniciales del plegamiento de la molécula de RNAr 16S
y es crucial para determinar la arquitectura de la subunidad pequeinia (30,
40) (53). S4 se localiza en la interfase entre las subunidades ribosomales,
formando parte del llamado “dominio de fidelidad” (23, 30). S4 esta
involucrada en el reconocimiento de los 3 tipos de RNA: mensajero,
ribosomal y de transferencia. Aparentemente 1las regiones de
reconocimiento para el RNAr 16S estan distribuidas en dos dominios: El
primero inclhuye 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 interacttia mas directamente con
el RNAr 16S. La region de reconocimiento del RNAm se localiza entre los
residuos 48 al 177 y en la interaccién con €l RNAt participan los residuos 1
al 32 (igura 5) (26, 30, 32, 40, 42).
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Fig. 5: Organizacién caquemiitica de Ia proteins ribessemal S4. Demarcacion de
sus regiones funcionales. Las dreas punteadas en verde corresponden al dominio 1
de reconocimiento al 16 S ribosomal, ¢l drea rayada en amul s el dominio 2 que
reconoce RNAr 16 S, ls zona cuadriculade naranja cs la involucrada en interaccion
con el RNAt y regién de lincas negras pasticipa en reconocimicnto al RNAm.

En cuanto a la argenizaciin gendmica de esta proteina se ha descrito en alganos
aganismos cucariontes como Dictyosteliuon discoideun {47), Saccharomyces
cevevisiae (46), Leishrnaria major, reda (12, 36) y humano (16), por mencionar
algunos. En S cerevisine se localizan dos copias de este gen, entre cllas existen 14
cambios a nivel de nudedtidos, pero estas diferencias no generan cambios a nivel de
aminoaciios. Se ha probado gue d producto de estos gemes es esencial para este
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organismo. Aan cuando la viabilidad ochular se puede mantener con una séla copia,
la carencia de una de ellas dismimaye Ia tasa de aedmiento (46). Por lo que respecta
a los cinetoplistidos se sabe que en Leishmarda major existen dos copias de prS4
organizadas en tandem oon una scparaciin entre ellas de una kilobase
(www.sanger.ac.uk/ Projects/ L_major/ offimaps/ LMFL2464arfs. shtml).

1.44 Consideraciones particulares sobre el tema de estudio

Como se mencioné anteriormente en nuestro laboratorio se tiene como
interés general la identificacion y anilisis molecular de genes esenciales
cuyos productos se integyen al ribosoma de 7T.cruzi. Con este fin se
determiné la secuencia de dos cDNA para la proteina S4 provenientes de
una biblioteca de cDNA de T. cruzi, cepa Tulahuén. Por medio de una
sonda heterdloga de T. brucei especifica para prS4 se encontraron dos
mensajeros correspondientes en T. cruzi, uno de 924 pb y otro de 903 pb.
Resultaron ser idénticos en secuencia salvo por 21 nucleétidos adicionales
presentes en la region 3' no traducida del mas largo (cuadro 2) (23). Esto
condujo a la pregunta de si se trata de dos genes diferentes o de dos sitios
de poliadenilacién de un mismo gen.

psS4-1 aactaacgct attattgat acagtttctg tactatattg tgagtigcag
ps4-2 aactaacgct attattgat acagtttctg tactatattg tgagttgcag

pS4-1 ctcttigica ttatgaccaa
PS4-2 ctctttgltca ttatgaccaa

aggcacgaaa ataggtaczg
aggcacgaaa atagatgcay

pPS4-1 agcaactitqg
PS4-2 agcaactttg

PS4-1 gtgaacttitt ctgt
pS4-2 gta

Cuadro 2 cDNA identificados correspondientes a prS{ en Trypanesoma cruzi.

En color azul se observa la secuencia del miniexén o "splicc-leader™, en rojo parte de 1a
regién no traducida 5'(5' UTR) que se conserva en ¢l RNAm maduro y en verde esti la
regiéon no traducida 3' (3'UTR). En ncgro subrayado se observa la secuencia
codificadora de S4 en forma abreviada.
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Por 1o anterior y con la intension de conocer el nimero de veces que se

halla representado prS4 en el genoma de este organismo se realizé un
analisis tipo Southern de DNA gendmico de T. cruzi digerido con algunas
endonucleasas de restriccion que no reconocen sitios en el interior de la
region codificadora de prS4 (EcoR 1, EcoR 1.Sst1, Sstl-Clal), se obtuvieron
dos bandas de hibridacion lo que apoyoé la idea de que se trataba de dos
copias de un mismo gen (25). Para determinar la posiciéon cromosomal de
estas senales se realizd6 una separacion de bandas cromosomales de
T. cruzi por medio de una electroforesis en gel de campos alternos
transversos (PFGE) y ésta se hibridé con la misma sonda anteriormente
empleada. Se encontraron dos seriales de hibridacién en dos cromosomas

de diferente tamaio (figura 6) esto apoyé la hipétesis de que prS4 se
hallaba en dos alelos (25).

Figura 6: Leocalizacién cromosomal de
prS4 en T. cruzi. Pancl A: Electroforesis
cromosomal de 7. cruzi teiiido con
bromuro de etidio. 1) Marcador de peso
molecular: Cromosomas de Sacharomyces
cerevisiae. 2) DNA cromosomal de
T. cruzi, separado por clectroforesis en gel
de campos alternos transversos (PGFE).
En el panel B se observa la hibridacién de
S4 con 2 bandas cromosomales (25).

La intensién de realizar reemplazos génicos de prS4 para determinar su
caracter de esencial en 7. cruzi, cred la necesidad de conocer con exactitud
la estructura, el namero de copias y la posicién de este gen en el genoma
de este organismo. Para esto se decidié emplear clonas genémicas. El
presente trabajo describe a detalle la organizacion genémica de las
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secuencias codificadoras de S4 en T. cruzi, a partir de dos clonas
gendémicas obtenidas de una biblioteca de DNA de T. cruzi cepa CL Brenner.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar la organizacion de secuencias codificadoras de la proteina
ribosomal S4 en Trypanosoma cruzi y caracterizar su expresion durante el

crecimiento.
2.2 Objetivos particulares
2.2a Determinar el nimero de copias del gen prS4 en Trypanosoma cruzi

mediante el empleo de clonas genémicas.

2.2b Sefalar la organizacién de las copias de prS4 asi como las diferencias

y/o semejanzas entre ellas.

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

genémicas homélogas.

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

expresadas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 DEFINICION DE CLONAS GENOMICAS

A lo largo de este trabajo se hara mencién continua de los plasmidos p811
y p812, obtenidos por la QFB Juliana Herrera Loépez. Son clonas
gendémicas con extremos EcoR 1, y contienen las regiones codificadoras para
la proteina ribosomal S4 (prS4). Estas clonas se obtuvieron a partir de la
busqueda en una biblioteca gendémica de Trypanosoma cruzi cepa CL
Brenner, construida en el vector A-ZAP II (Lambda ZAP II predigested vector
kit, Stratagene) elaborada por la Dra. Imelda Loépez Villasefior 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 proteina ribosomal S4 de T.cruzi (pS4-2, copia corta) obtenidos
por Sergio Palacios. El tamaiio del inserto del plasmido p811, es de 8.5 Kb
y de p812 es de 7.5 Kb.

3.2 CARACTERIZACION DE LAS CLONAS pg811 y p812.

3.2a Preparaciones de DNA a mediana escala (midipreparaciones).

Para realizar digestiones con endonucleasas de restriccion o para
subclonar fragmentos de los plasmidos originales es decir p811 y p812, fué
necesaria la purificacion de DNA de los mismos, ésta se realiz6 a través del
método de purificacion de plasmidos de QIAGEN (QIAGEN plasmid
purification kit), protocolo basado en una modificaciéon del procedimiento
de lisis alcalina seguido de la uniéon del DNA plasmidico a la resina de
intercambio aniénico QIAGEN, bajo las condiciones apropiadas de pH y
baja salinidad. Las impurezas de bajo peso molecular, RNA y proteinas,
son eliminadas con un lavado de mediano contenido de sales, mientras que
el DNA plasmidico es eluido de la columna de resina en un amortiguador
de alto contenido en sales y finalmente concentrado y desalado en una
precipitaciéon con isopropanol.
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De una preparacién de bacterias transformadas con el plasmido deseado y
conservadas en glicerol al 50 % a -70°C se tomé una asada para inocular
25 ml de medio de cultivo LB pH 8 (triptona 1%, extracto de levadura 0.5%,
NaCl 0.5%, TRIS 10mM), se dejoé crecer a 37°C por toda la noche (12 a 16
horas en agitacién vigorosa); las bacterias se cosecharon por centrifugacién
a 6 krpm durante 15 minutos a 4°C en un rotor Sorvall SS34. El
sobrenadante fue eliminado, mientras que el boton celular fue ligeramente
disgregado. A partir de este punto se procedi6 de acuerdo con el
instructivo de la casa comercial y con los reactivos y soluciones incluidas
en el kit. El DNA obtenido asi, finalmente fue resuspendido en un volumen
apropiado de agua desionizada estéril (~100 pl). El rendimiento de cada
preparaciéon y su pureza se determind por espectrofotometria UV (a

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

3.2b Patrones de restriccion

Para ubicar sitios de corte reconocidos por endonucleasas de restriccién en
los plasmidos p811 y p812 , éstos fueron digeridos con las siguientes
enzimas: Clal, EcoR V, Xba I, Spel, Smal, Hind IIl, Sstl, XholI, Notl,
Kpnl y Pstl. Las digestiones de DNA se realizaron de acuerdo a las
recomendaciones de la casa comercial (GibcoBRL Life-technologies). Las
reacciones se realizaron como a continuacién se describe: 5 ug de DNA
plasmidico (p811 y p812), 1.5 ul de enzima (10u/ul) y 2 ul de buffer de
reaccién 10x, especifico para cada enzima, agua estéril suficiente para un
volumen final de 20 pl. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 5
horas. Para fijar algunos sitios en un mapa se recurrié6 a reacciones
empleando dos enzimas (digestiones simultaneas o subsecuentes). Las
reacciones se analizaron en geles de agarosa 0.8% y se sometieron a una
diferencia de potencial de 75 Volts en una camara de electroforesis
horizontal (11x14, Gibco Life-technologies), durante 4 horas. Los geles
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fueron tenidos en una solucién de bromuro de etidio 0.5 ug/ml y después

fueron fotografiados expuestos a luz UV.

3.3 POSICION DE prS4 EN LAS CLONAS GENOMICAS p811 Y p812

Con la intension de localizar los genes prS4 en las clonas gendémicas se

realizaron ensayos tipo Southern buscando una serfial especifica.

3.3a Preparacion de inserto para ser empleado como sonda.

El plasmido pS4-2 contiene el cDNA con la secuencia codificadora completa
para la proteina ribosomal S4 de T. cruzi (copia corta). El tamario del
inserto es de 945 pb. De este plasmido se digirieron 6 pg para separar el
inserto del vector pBluescript KS-, esto para emplearlo como sonda de
hibridaciéon. Los productos de digestién se separaron en un gel de agarosa
0.8% en TBE (amortiguador de Tris hidroximetil aminometano boratos
EDTA.). Posteriormente se corté la banda de interés y se purificod
separandola de la agarosa. El DNA se limpié de impurezas realizando tres
extracciones organicas secuenciales con fenol, fenol-cloroformo en una
mezcla 1:1 y cloroformo, para finalmente precipitar el DNA en etanol 100%.
La concentracion se calculé por espectrofotometria y por analisis en un gel

de agarosa.

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

El DNA fué marcado con 32 I[P] dCTP, por uso del método de “iniciador al
azar” (Random primer DNA labeling system, Gibco BRL Life-technologies).
Esta técnica esta basada en la incorporacién de deoxicitosina trifosfato
[a]32 P (ACTP) a partir de hexanucleétidos iniciadores no especificos y con la
ayuda del fragmento Klenow de la DNA polimerasa I. La reaccién “random
primer” se llevd a cabo, partiendo de 15 nanogramos de inserto en un
volumen de 12 pl de TE y se desnaturalizé6 a 96°C durante 10 minutos. Se
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agregaron 3 ul de una mezcla de dATP, dGTP, dTTP, 2 ul de amortiguador
de reaccién, 5 ul de dCTP[a]-32P (50 uCi totales}) y 2 ul de polimerasa
Klenow (1lu/ul)(Gibco BRL Life-technologies). Esta reacciéon se incubé a
37°C durante una hora. La reaccién se detuvo agregando 2 ul de EDTA
0.2 M, pH 8.0 y se afor6 hasta un volumen final de 125 ul con TE. La
sonda se purificé a través de una columna de Sephadex G-50 hidratada y
empaquetada en TE. Debajo de ésta se colocé un tubo Eppendorf de SO0 ul
para colectar la sonda. La columna con la sonda fué centrifugada por S
minutos a 2 krpm. La radioactividad incorporada se determiné con la
ayuda de un contador de centelleo. Esta sonda fue etiquetada como S4.
Justo antes de emplear la sonda en diferentes ensayos, se desnaturaliz6
calentando a 96°C durante 12 minutos. Después de emplearla se guardé a
—20 °C.

3.3c Southern blot

El DNA de cada plasmido fue digerido con diversas endonucleasas de
restriccion para realizar ensayos tipo Southern. Estas reacciones se
corrieron en una camara de electroforesis horizontal (Gibco BRL 11x14) en
un gel de agarosa 0.8%, a 75 V. Las bandas se visualizaron por tincién con
0.5 pg/ml de bromuro de etidio y se observaron en un transiluminador de
onda corta (Mighty brigth, Hoefer Scientific instruments). El gel tipo
Southern se enjuagé con agua desionizada y se fotografié con una regla de
referencia fluorescente. Después se colocé en solucién desnaturalizante
(NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M), en agitaciéon suave durante 50 minutos. Pasado
este tiempo se aplicaron dos enjuagues de 3 minutos cada uno en agua
bidestilada, para pasarlo a una solucién neutralizante (NaCl 1.5 M, Tris-
HCL 0.S M pH 7.2, EDTA 0.1 mM), durante 30 minutos también en
agitacion suave. El gel se enjuagdé por 2 minutos en agua bidestilada.
Después de este tratamiento el gel se colocé 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) durante toda la noche. Posteriormente se lavo la membrana en
SSC 2x durante 2 minutos, se dejé secar al aire y finalmente el DNA se fijé
permanentemente a la membrana mediante un pulso de luz UV (UV
crosslinker, Hoefer scientific instruments). La membrana se prehibridé
durante 2 horas en 10 ml de solucion de pre-hibridacion (formamida 50%,
Denhardt's 4x (albimina bovina sérica 0.02%, ficoll 400 0.002%, PVP-40
0.002%), SDS 0.2%, EDTA 2 mM, amortiguador de fosfatos 120 mM, SSC
2x], a 42°C en un horno de hibridacion (hybridizer HB-1000 UVP
laboratory products). Posteriormente se elimind la solucién de
prehibridacién y se cambié por soluciéon de hibridaciéon conteniendo la
sonda ésta se dejé durante toda la noche también a 42°C. Después las
membranas se lavaron dos veces por 1 hora con una solucién de SSC 0.2%
y SDS 0.2% a 42° C. Posteriormente la membrana se expuso en una placa
fotografica (Kodak X OMAT AR 5 film), con pantalla 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 SUBCLONACION DE DNA

Una vez identificada la localizacion de prS4 en las clonas p811 y p812, se
consideré subclonar estas regiones para facilitar el manejo de las mismas
en experimentos posteriores.

3.4a Preparacion de células competentes

De un stock guardado a ~70°C de células de Escherichia coli cepa JM109,
se tomd una asada que fue estriada en medio LB aguar sin antibidtico, se
dejé incubando a 37 °C durante toda la noche (14-16 hrs.). Al dia
siguiente en un matraz con capacidad de un litro se colocaron 200 ml de
medio SOB (peptona 140 al 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCL 10 mM,



26
KCl 2.5 mM, MgCl; 10 mM, MgSOas 10 mM) y se inoculé con ~15 colonias.
Los cultivos se mantuvieron a 18°C en agitacién (200 a 250 rpm) hasta que
uno de ellos alcanzé una densidad optica de 0.6 al leerlo en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 600 nm. El cultivo se colocé
en hielo con agua durante 10 minutos. Se transfiri6 a dos frascos para
centrifuga y se centrifugé a 4 krpm por 10 minutos a 4°C (rotor Sorvall
GSA). El sobrenadante se eliminé por decantacién y el botén celular se
resuspendié con suaves movimientos circulares en SOml de TB
(transformation buffer) frio (PIPES 10 mM, CaClz 15 mM, KCl 250 mM, el
pPH se ajusta a 6.7 con KOH y se agrega MnClz 55 mM.), esto se dejé en
agua con hielo por 10 minutos. Nuevamente se centrifugoé bajo las mismas
condiciones mencionadas arriba. Esta vez el botén se resuspendid
suavemente en 9.3 ml de TB y 0.7 ml de DMSO (dimetil sulféxido) para
obtener una concentracién final del 7%. Se incubdé en agua-hielo por
10 minutos. La suspension de células se guardé en alicuotas de 200 pul en

tubos Eppendorfy se congelaron inmediatamente a —70°C.

3.4b Purificacién de material para subclonar

Los fragmentos a subclonar se obtuvieron por digestion de 6 a 10 ug del
plasmido p811. Simultaneamente se prepararon los vectores de clonaciéon
en que se habrian de insertar los fragmentos a subclonar. Por cada
subclona se digieron 7 ug de vector pBluescript II KS- con las mismas
endonucleasas con que se liberaron los fragmentos de subclonacién, de
forma que los extremos de inserto y vector coincidieran. Los vectores
digeridos sé6lo con una endonucleasa fueron tratados con CIAP (Fosfatasa
alcalina de ternera, GIBCO BRL life-techhologies) para ser defosforilados y
asi evitar su recircularizacién. Las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen de 40 ul y los fragmentos se separaron en un gel de agarosa 0.8%
en una camara de electroforesis a 20 volts durante 12 horas. Las bandas
de DNA se visualizaron por tincién del gel en bromuro de etidio y su

exposicion a luz UV. El tamanfno de las bandas se estimé por comparacion
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con €l marcador de peso molecular (1 Kb DNA ladder, Gibco BRL
Technologies). Se identifico la posicién de las bandas de interés en el gel y
se cortaron de la agarosa. El fragmento cortado se colocé en un tubo
Eppendorf de 500 ul a los que previamente se les habia hecho un orificio en
el fondo y se los habia colocado una pequeia cantidad de fibra de vidrio
siliconizada a manera de filtro. Este tubo a su vez se colocé dentro de otro
mayor, de 1.5 ml de capacidad. El conjunto asi formado se centrifugé a
6 krpm durante 5 minutos. El liquido recuperado en el tubo inferior se
afor6 hasta 450 ul con agua destilada estéril y se le practicaron 3
extracciones quimicas de la siguiente forma: Se agregé un volumen igual
de fenol, se agité vigorosamente y se centrifugé a 6 krpm por 3 minutos.
Se recuperé la fase acuosa en un nuevo tubo y se le agregé un volumen
igual de una mezcla 1:1 de fenol-cloroformo, se agité y se centrifugé en las
mismas condiciones mencionadas antes, se recuper6 la fase acuosa y se le
agregé un volumen igual de cloroformo, se agité y centrifugé. La tltima
fase acuosa se recuperd y se le arniadieron 2.5 volimenes de etanol 10% y
1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M. El contenido del tubo se agit6
con suavidad y se dejé a —20 °C durante 2 horas. Cuando el tubo adquirié
temperatura ambiente, se centrifugé a 13 krpm durante 15 minutos. El
sobrenadante se desechd y el botén de DNA se lavée con 400 ul de etanol
70 % y se centrifugé nuevamente a 13 krpm durante 5 minutos. El etanol
fue desechado, el botén se dejé secar al aire durante S5 minutos y se

resuspendié en un volumen apropiado de agua estéril bidestilada.

3.4¢ Ligacion del inserto con ¢l vector y transformacién

Se emplearon 150 ng del inserto purificado por ~75ng del- vector
pBluescript II KS- predigerido para realizar una reaccion de ligacion. Se
agregaron 1 ul de ligasa (lu/upl) (T4 DNA ligasa, Gibco BRL Life-
technologies), 4 pl de amortiguador de reacciéon S x, y se aforé la reaccién
hasta 20 pl con agua bidestilada. La reaccion se incubé por dos horas a

temperatura ambiente.
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Para transformar se descongelé una alicuota de 200 ul de células
competentes preparadas con DMSO, se les agregé 10 pl de la reaccion de
ligacion y se dejaron transcurrir 30 minutos en hielo. Se le aplicé un
choque térmico de 42 °C por 45 segundos al tubo en un bano térmico y
después de 5 minutos en hielo se les agregé 800 ul de medio SOC (medio
SOB- enriquecido con glucosa ) para incubar las células durante 50
minutos a 37 °C. A continuacién se tomaron 100 ul de la suspensién de
células y se espatularon sobre medio LB agar con ampicilina (100 ug /ml),
en cajas de Petri. El resto de las células se centrifugaron 15 segundos en
microfuga, el sobrenadante se decanto y el boton celular se resupendio y se
plagueé. Las cajas se incubaron a 37°C toda la noche. Al aparecer
colonias algunas de estas se selecionaron para comprobar el éxito de la

transformacién y su posterior crecimiento para purificar DNA.

3.4d Preparaciones de DNA a pequeiia escala por el método de lisis
alcalina.

De las colonias resultantes de la transformacién se escogieron algunas al
azar. Cada colonia se crecié en 3 ml de medio LB con ampicilina a 37°C en
agitacion toda la noche. EIl cultivo se centrifugé a 14 krpm durante 30
segundos, el sobrenadante se deseché y al boton celular se le agregaron
100 ul de soluciéon para resuspender fria (glucosa 500 mM, TRIS-HCl
25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8). Se dejo en hielo durante cinco minutos
después de los cuales se agregaron 200 ul de solucién de lisis (NaOH 0.2 N,
SDS 1%), de preparacién fresca. Los tubos se mezclaren por inversion y se
incubaron en hielo durante tres minutos. Se afiadieron 150 ) de solucién
neutralizante fria (acetato de potasio 5M, acido acético glacial , agua
destilada). Se mezclé por inversion y se dejé en hielo durante cinco
minutos. Se centrifugé a 14 krpm por cinco minutos. El sobrenadante se
transfiri6 a un tubo nuevo. Se realizaron tres extracciones organicas

secuenciales, con fenol, fenol-cloroformo en wuna mezcla 1::1 y con
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cloroformo, siempre empleando un volumen igual al del sobrenadante
recuperado. Cada extraccién fue seguida de una centrifugacién a 14 krpm
durante 5 minutos. El DNA plasmidico se recuperé agregando a la altima
fase acuosa recuperada 2 volumenes de etanol 100 % y un décimo de
acetato de sodio 3 M. Se precipité a -20°C durante dos horas. Pasado este
tiempo se centrifugé a 14 krpm durante 15 minutos. El sobrenadante se
deseché por decantaccién y se lavo el pellet con etanol 70%, para dejar
secar al aire por cinco minutos. Se resuspendié en 7S5 ul de TE con RNAsa
(Tris 10 mM pH 7.4, EDTA 0.2 mM pH 7.2, RNAsa 20 ug/ml). Se incubd
durante una hora a 37°C. Las minipreparaciones asi obtenidas se
corrieron en un gel analitico para observar si correspondian a los tamarios
esperados y se determind su concentraciéon por lectura en
espectrofotémetro.

3.5 SECUENCIA DE DNA

El trabajo de secuenciacion de los plasmidos p811 y p812 asi como de las
subclonas obtenidas fue realizado en la unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM, empleando wun secuenciador
automatico (ABI Prism Mod. 310, version 3.4) por la Dra. Laura Ongay
Larios quien dirige la unidad de servicio de secuencia.

3.5a Anidilisis de las secuencias

Las secuencias obtenidas, fueron analizadas mediante el programa BLAST
contenido en la pagina www.ncbi.nlm.nih.gov. Este programa compara la
secuencia problema con todas aquellas en su base de datos y reporta si se
encontré6 o no alguna homologia. Las secuencias obtenidas también se
analizaron con la asistencia de los programas DNAman (DNAman for
Windows, version 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 Hinf IIIl DE SEGMENTOS NO SECUENCIADOS

Los plasmidos p811 y p812 fueron digeridos simultianeamente con las
enzimas EcoR1 y Notl. La reaccién fue separada en un gel de agarosa
0.8%. De los fragmentos obtenidos se recuperé en ambos plasmidos el
fragmento de 6 Kb, cortandolo y purificandolo de la agarosa. Después
estos fragmentos fueron digeridos con Hinf I. En un gel de agarosa 1% se
separaron las bandas de esta digestion. Se tiné y fotografié el gel y se

compararon los resultados.

3.7 AMPLIFICACION DE DNA

Se decidié amplificar una secuencia de 250 pb mediante una reaccién de
PCR (reaccion de amplificacion en cadena de polimerasa). Los
oligonucleédtidos empleados fueron IVS1 (gtt ctt tgc tgg cga tg) e IVS2 (caa
aga gct gca ac cac tat) (ambos sintetizados por Gibco BRL). En tubos para
PCR de 200 ul se colocaron 10 pl de amortiguador libre de Mg 10x, 2 ul de
dNTP's (100 mM 25 umol cada uno ), 3 ul MgCl: (50 mM), 2 ul de los
oligonucleétido IVS1 e IVS2 (100 picomolas de cada uno), 2 pul de Taq
polimerasa (5u/ul) (Gibco BRL Life-technologies), 50 ng del DNA empleado
como templado para amplificar y agua estéril suficiente para un volumen
final de 100 ul. La reaccion transcurri6 durante 29 ciclos en un
termociclador automatico (mastercycler personal, Eppendorf scientific Inc.).
Las condiciones usadas fueron: 2 min a 94°C, 30 s a 94°C, 30 s a 55°C,
30 s a 72°C, extension final S s 72°C.

El DNA obtenido por amplificaciéon se cargé 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 genoémico de T. cruzi digerido con Hind III.

3.8 HORTHERN BLOT
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Con la intension 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 Maria Cevallos. Estas fueron hibridadas con la sonda S4 a 42°C
por 15 horas. Posteriormente las membranas fueron lavadas y expuestas a
una placa Kodak X-OMAT AR S Film durante 10 dias y posteriormente
fueron reveladas. Las membranas también se expusieron en una placa
sensible a actividad de radioisdtopos (imagging screen-K 35x43cm, Bio-Rad
laboratories) para cuantificar la cantidad de RNA especifico de S4 con
asistencia de un analizador de imagenes (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 plasmidos p811 y p812 se

digiri6 DNA de éstos con diferentes endonucleasas. Se emplearon EcoR 1,

Hind 111, Sac I, PstI y Notl, para ubicar algunos sitios se realizaron las
siguientes dobles digestiones: EcoR I-Sac I, EcoR I-Hind III, Hind IlI-Sac I
(Figura 7). El tamario de las bandas obtenidas fue calculado a través del

marcador de peso molecular (1Kb DNA ladder, Gibco BRL) (cuadro 3).

Kb

23.13

a.41
6.55

4.36

232
2.02

0.56

Figura 7: Patrones de restriccién de los plismidos p811 y p812. Las digestiones se
muestran ordenadas en pares: par 1 Sst I; par 2 Ssz I-EcoR I, par 3 EcoR 1, par 4 Hind 111-
EcoR 1, par 5 Hind1ll, par 6 Hind III-Sst1. En todos los pares el carril izquierdo
corresponde a p811 y el derecho a p812. El tamafio de las bandas obtenidas se estim6 por
comparacion con el marcador de peso molecular (*) de 1 Kb y con el fago A digerido con

Hind II1 y cuyos valores se muestran cn el extremo derecho. Los tamaiios de las bandas se
pueden comparar en el cuadro 3.
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Cuadro 3: Comparacién de los fragmentos de restriccién eatre clonas
p81ll y p812. Se muestran en negro el tamaiio de fragmentos comunes a
ambas clonas y en rojo el tamarfio de fragmentos que aparecieron de
diferente tamaio en las dos clonas.

ENZIMAS |CLONA [FRAGMENTOS GENERADOS (Kb) T?KT.:;'-
P81 1 8.6 30 11.6
Eco R1 p812 75 30 10.5
) p811 |50 38 16 1.1 11.5
Hind 1 p812 |50 38 16 10.4
p811 50 30 16 1.1 08 1.5
Eco RY/ Hind Il | o, 50 30 16 o8 10.4
P81 1 63 52 11.5
Sacl p812 53 52 10.5
p811 6.3 30 22 115
EcoR1/Sacl 1,812 |53 30 23 10.6
p811 50 33 28 03 114
Pst1 p812 40 33 28 03 104
p811 514 29 28 03 02 1.3
EcoR1Pstl 1,812 | 40 29 28 03 02 10.2
] p811 44 30 16 11 08 06 114
HindWSact 1,812 | 44 30 16 08 06 104
) p811 131 29 20 11 10 08 04| N3
Hind WPsf p812 |34 29 20 10 08 04| 102
811 80 3.5 115
Not 812 | 80 2.5 105




34
Como puede verse los fragmentos obtenidos son practicamente los mismos
en ambas clonas, salvo por una diferencia constante entre ellas de
alrededor de 1.1 Kb (cuadro 3). Los fragmentos fueron ordenados
partiendo de los siguientes hechos: el vector pBluescrip KS- en el que
estan construidas las clonas genémicas tienen un tamaiio 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).

Figura 8: Mapas de restriccién de los plasmidos p811 y p812: Al ordenar los fragmentos se
observa una marcada similitud entre las clonas. La banda negra comresponde a la secuencia del
vector pBluescript KS-. Los sitios enzimiticos que lo flanquean pertenecen al sitio de
clonacion mualtiple del vector.

Una vez ordenados los fragmentos y obtenidos los mapas de restricciéon se
hizo evidente que la diferencia entre ambos plasmidos radica en un
fragmento que es escindido con Hind III y que se localiza tinicamente en la
clona p811 (figura 8)
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8.2 IDENTIFICACION Y SUBCLONACION DEL GEN prS4 EN LAS
CLONAS GENOMICAS p811 y p812.
Con el mapa de restriccién resuelto (figura 8), se localizaron en los
plasmidos regiones con .secuencias relacionadas a la proteina ribosomal
S4. Esto se hizo por medio de ensayos tipo Southern de las clonas
hibridadas con la sonda S4. En la digestion con Hind III en p812 se
observa una seiial correspondiente a S4, mientras que en p811 se observan
dos (figura 9 panel B, par de carriles 3). Es notable que la sefial presente
en ambas clonas corresponde a fragmentos de igual tamafio y posicion,
mientras que la segunda sefial en p811 pertenece al fragmento "ausente"
en p812. Esto solamente nos permite decir que probablemente hay un gen
"extra” para S4 en p8l1 con respecto a p812. En vista de que la seiial
presente en ambas clonas se localiza en una banda de 5.0 Kb y tomando
en cuenta que el gen prS4 mide sélo 820 pb no es posible asegurar la
presencia de sélo una copia génica dentro de esta banda. Como puede
verse en los mapas de restriccién para la enzima Notl sélo existe un sitio
de corte en el interior de cada plasmido, ademas del sitio en la regiéon de
clonacién miltiple del vector, esto genera dos fragmentos en cada clona al
ser digerida con esta enzima. Cuando esta digestion es hibridada con S4
se encuentra que por arriba del sitio de corte de esta enzima no hay sefial
alguna. El empleo de la digestion doble Hind III-Not1 permite acotar la
sefial de S4 hasta un fragmento de 1.5 Kb en ambas clonas y para p811
una sefial (gen?) extra en una banda de 1.1Kb.
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Figura 9: Fragmentos de hibridacién minima para S4 en los plasmidos p811 y p812. La
digestion con Not I permite ver que en cada clona mas alla de este sitio no hay hibridacion
para S4 (par de carriles # 1) (ver también figura 9) es decir que la sonda empleada
solamente hibrida con la fraccién que no contiene al vector. Al hibridar la digestiéon con
Hind 11T (par de carriles # 3) se distinguen dos seiiales en p811 y sélo una en p812.
Finalmente la digestion Hind 111-Not 1 (par de carriles # 2) proporciona la minima region de
hibridacion mostrando una seiial para S4 en p812 de 1.6 Kb y dos sefiales en p811 una de
1.6 Kb y otra de 1.1 Kb. En cada par de carriles que se¢ presenta el carril de la izquicrda
corresponde a p811 y el de la derecha a p812.. Panel A: gel tefiido con bromuro de etidio;
pancl B: Southem blot hibridado con la sonda S4.)
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Lo anterior nos permitié6 fijar en los mapas de restriccion la posiciéon
relativa de prS4 en los plasmidos p811 y p812 (figura 10). Conociendo esto
se decidié secuenciar precisamente la region comprendida entre las
enzimas EcoR I y Notl iniciando en el sitio de clonacién multiple del vector.

rea s g g¢8
o1 g Sg g g’ 333 nl
=N I N B L) ,@-
7375

Figura 10: Posiciban relativa de prS¢ en los plismidos p8il1 y
p812. La regitn de hibridacién para S4 (linca rayada roja) es acotada
por los sitios Not 1y Hind Il Es evidente la similitud entre los dos
plasmidos. La diferencia entre ellos parece radicar en un fragmento
generado por Hind I presemte sSlo en p811 (Himd I 6535-Hind 11
7610).
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8.3 ESTRATEGIA DE SECUENCIACION.

Para caracterizar la regién genémica de prS4 a nivel de secuencia se
decidié secuenciar las regiones de ambas clonas en donde se presenté
hibridacién. Se obtuvieron 3410 pb del plasmido p811 y 2380 de p812. La
secuencia de las clonas se inici6 a partir del sitio de clonacién multiple del
vector p-Bluescript KS-, para continuar la secuencia se emplearon
oligonucleétidos disefiados 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 p811 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 region en donde se presenté
hibridacién con la sonda S4, una de ellas mide 1.2 Kb y la segunda 5.1 Kb,
ambas se construyeron con extremos Hind III en el vector pBluescript II
KS- (Figura 11). Una vez obtenidas las secuencias éstas fueron ordenadas
con la asistencia de los programas DNAsis y DNAman para formar una séla

secuencia continua (Figura 12).
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8.3 ANALISIS DE SECUENCIA
El analisis de las secuencias mostré que en la clona p811 existen dos
copias del gen prS4, y una sola en la clona p812. Las dos copias de p811
estan organizadas en tandem (flechas negras copias 1 y 2 de figura 13) es
decir una detras de la otra, se encuentran arregladas de cabeza a cola,
separadas por 251pb. Las regiones codificadoras, es decir desde el codén
de inicio hasta el coddén de término de las tres copias son idénticas (figura
12 y 13).

Por medio del programma BLAST se identific6 en el extremo 3' de las dos
clonas un marco de lectura abijerto de 350pb que corresponde a la
secuencia codificadora de un transportador de nucleésidos. La similitud es
mayor con uno presente en el cromosoma 2 de Leishmania major (valor
E=6e-40). Resulta interesante que en este organismo, que se encuentra
cercano filogenéticamente a T. cruzi, este transportador de nucledsidos se
localice también adyacente al gen para la proteina ribosomal S4 del cual
posee dos copias en tandem arregladas de cabeza a cola (figura 12 y 13).

En T. cruzi encontramos que la regién rio 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 rio abajo de la copia 3 y de la copia 2
(bandas verdes en figura 13). En contraste la region rio 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 regiéon
rio arriba de la copia 2 no se parece a las correspondientes de copia 1 y 3.
Esto parece indicar la pérdida de una de las copias junto con los 251

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

A pesar del parecido que ostenta la organizaciéon de los genes prS4 en
T. cruziy L. major, al comparar las regiones intergénicas (entre S4-1y S4 -2
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asi como entre S4-2 y el transportador de nucledsidos) no se encontréo un
valor significativo de similitud.

Figura 12 Alincamieato de Ins secacncias del fragmento Not I- EcoR 1 de las clomnas
P81l y p812. Enm aral sc ebserva la regiém rio arvibe de las copias 1 y 3 de prS¢; En
negro se distinguen las regiones codificaderas de prS4 (copias 1, 2 y 3). El texto en
turquesa correspomnde a Ia regién rio abajo de copia 2. En rojo se observa ¢1 ' UTR de
copia 2, en verde las regiones rio debajo de copias 2 y 3. Fiaslmente cn marron esth la
secucncia del transportador de mncdiedsides. Les colores corresponden a los empleados
en los mapas de In Gigura 13 excepto cn el case de Ia secuencia del tramsportador de
mucledsidos.. Las fdreas subrsyadas seam Ias secwencias de polipirimidinas que
putativamente podrian ser empleadas para el recomocimicento de sitio aceptor de
splicing. En letras miés intemsas se observam los sitios aceptores de splicing
(dinucledtido ag), asi como los codones de inicio y término de las dreass codificadoras.
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Figura 13: Mapas de Ins regiones identificadas a partir de Is secucncia en los pliamides
p8il y p8l12. Las flechas ncgras indican las regiones codificadoras para Ia proteina
ribosomal S4 y su orientacidn en direccién 5°-3°. En azul oscuro se obscrvan las regiones rio
ariba de las copias 1y 3, en verde las regiones rio debejo de las copias 2 y 3. En amaerillo se
observa Ia secuencia del transportador de nucledsidos. NOTA: An cuando las cscalas de
los mapas son diferentcs sc puede ver Is marcada semejanza entre Ia organizacién presente
en L. major y el alelo 2 de T. crwzi. Los tamafios de prS4 coire cstas cspecies dificre
Gnicamente en 7 nt pero nucvamente por cfecto de la escala es dificil apreciar esto. El drca
roja scilala a regién de proccsamiento de ia copia 2 de prS¢ en T. cnai (ver figura 12).




46

8.3a Identificacifa de Ia copia exprosada
En el RNAm maduro existen regiones no traducidas o UTRs, uno en la
region 5' y otro en posicién 3'. El primero abarca desde el sitio aceptor del
miniexon hasta el codén de inicio. El segundo va desde el codim de
término del gen hasta el sitio de poliadenilacion. No hay un claro consenso
con respecto a la longitud de estas regiones. La comparacion de la
secuencia de los mensajeros identificados previamente con la secuencia
gendmica nos permitié encontrar los sitios donde ocurre el procesamiento
de los mismos (Cuadro 4). Con esto sabemos gque estos mensajeros
corresponden ambos a la segunda copia del tandem (copia 2). Hacia 3' los
mensajeros difieren en 20 nt, esto es por que son polindenilados a diferente
nivel (Cuadro 4). Hacia 5' de la region codificadora se identifico el
dinicleétido (AG) donde ocurre la adicion del miniexon (SL), el cual se
localiza a 22 nt del coddon de inicio. También se identificd una secuencia de
li-pirimidinas que como se ha reportado es la sefial putativa que dirige el

reconocimiento del sitio de splicing (10, 49).

GTTTGTTCTT TGCTGGCGAT GGGTGATGCT AATGGTTCCG TTTCTTTTTT
51 GATCCTCTTT GTTCATTTCC ATTTAAARAAT AGAATTYTTIT TCTTGCTTCT
101 CTATCTTGCC GTTAGCGTGG TAGCGGGAAC CCTTATTATC ATTGIGTGAG
151 GTAGCCGNTC GTTTTTCATT AGCACTTCTT TTITTTTTTTT TTTGGCTTGT
201 TTTACGTTTA CTTTTCTTTA TCTGATAGTG AGTTGCAGCT CTTTGTCATT
251 ATGACCARGA .......... ACGARARATAL GTGCAGAGCA ACTTTGTTIT
301 TAATTTTATT TTGATTATTT TTCTTTTTTT GCATTMTGA ACTTTTCTIGT
351 GCATGTTTT g AAGATGCTCC TCTTCTTGAC GGTTTGTACG TCCGTGTCGC

Cuadre 4 Les cDNA identificades correspenden ambes 2 In copin 2
Trypancsems crugl. Sc aprecia la sccuencis espaciadora entre Ia copia 1 y Ia copia 2

de prSé em
dec eSS4 (1-

1
250); en rojo sc cbecrva e 5° UTR gque sc conserva en ¢l RNAm maduro. El dinucledtido AG en

cl gue ocmre ¢l proccsmmiento es marcado cn ictras vojO imtcnso.

En oegritas

|

abreviada Is secuencia codificadors de la proteine ribosomal S4. En verde se localizen los 3°
UTR, las cabezas de flecha indican los dos sitios de pols
colores coinciden con jos empleados en los mapes de Ia figers 13 y en Ia figsas 12,

an encostrados.

NOTA: Los
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8.3c Observacion indirecta de homologia entre los plismidos p811 y
p812

Para identificar diferencias entre las &areas no secuenciadas de los
plasmidos p811 y p812, la regidon rio arriba del sitio Notl fue digerida en
ambas clonas con la enzima Hinfl que sélo reconoce 5Snt por lo que su
frecuencia de corte es mayor que la de endonucleasas que reconocen 6 nt.
El patréon de restriccion del segmento EcoRI-Notl no secuenciado en
ambas clonas realizado con Hinf I es idéntico (figura 14) para los dos
plasmidos lo que puede interpretarse como un alto grado de conservacion
entre ellos, a su vez esto nos permite decir que prS4 se localiza en regiones
homoélogas, presumiblemente cromosomas homdlogos.

En el futuro se
tiene contemplada la secuenciacion de estas clonas en su totalidad.

p811 mp p812

Figura 14: Patrén de digestién 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
malecnlar
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8.4 AMPLIFICACION DE DNA

La regién de 251 pb que se localiza entre las copias 1 y 2 del gen prS4en el
plasmido p811 fue amplificada por PCR. El producto obtenido fue de
243 pb ya que los primers empleados se localizan a 5nt del codén de
término de copia 1y a 4 nt del codon de inicio de copia 2. Este producto se
empledé como sonda en un Southern de DNA genémico de T. cruzi digerido
con Hind III para observar si esta secuencia se encuentra representada en
alguna otra regién del genoma de este organismo. La sonda sélo hibridé en

la zonas correpondiente a p811, lo que nos demuestra que esta secuencia
es alelo especifica (Figura 15).

Figura 15: Identificacion de una
region alelo-especifica. La sonda
realizada con la region intergénica
(entre copia 1 y 2 de prS4), hibrida
unicamente en un sitio que corresponde
alalelo 2 (clona p811).
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8.5 NIVELES DE EQUILIBRIO DE RNAm DE prS4
Los niveles de equilibrio del RNAm de S4 se cuantificaron a partir de un
northern blot de RNA total de 7. cruzi realizado 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 dramatica (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. Variacién de los niveles de equilibrio del RNAm de prS4. En la grafica los
cuadros muestran el crecimiento del cultivo de epimastigotes. Los tridngulos sefialan 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 cstacionaria del cultivo. En los
pancles inferiores se observan las seiiales 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 Namero de copias del gen prS4

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio sugirieron la existencia
de dos copias génicas codificadoras de la proteina 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 nucleétidos arregladas de cabeza a cola. Esta
organizacion recuerda en gran medida a la reportada para el mismo gen en
Leishmania major debido a que este organismo posee dos copias
organizadas en tandem de cabeza a cola. Esta semejanza se acentua
cuando observamos que en ambos organismos hacia 3' de prS4 se localiza
un transportador de nucleésidos. Se ha propuesto que la organizacién
génica se mantiene en tripanosomatideos, es decir que la posicion relativa
de algunos genes con respecto de otros se conserva entre tripanosomas
africanos, T. cruzi y las diferentes especies de Leishmania, mientras que
simultaneamente es factible encontrar diferencias entre las regiones
espaciadoras (5). Las regiones codificadoras de la proteina ribosomal S4
entre las dos especies poseen 73% de similitud a nivel de nucleétidos y
77% de identidad en cuanto a aminoacidos. Sin embargo las regiones
espaciadoras son muy diferentes ya que mientras que en L. major existen
alrededor de 2 Kb de separacion entre las copias de prS4 en T. cruzi sélo
hay 259 nt de separacién. En cuanto a la secuencia del transportador de
nucleésidos no sabemos en este momento de cuanto es la identidad pues
no tenemos la secuencia completa de éste. »

La tercera copia de prS4 se encuentra en una regiéon presumiblemente
homsoéloga a la localizaciéon de la copia, 1 y de la copia 2, esto a juzgar por
las secuencias adyacentes y a los patrones de restriccion 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 homédlogos de

diferente tamarfio. L. major es un organismo de evolucién independiente y



52
posterior a T. cruzi por lo que podemos pensar que la organizacién que
presenta para prS4 es la condicién ancestral de este gen. Por esto podemos
pensar que en algiin momento una de las copias junto con la region
intergénica se perdieron, sin embargo para saber esto se requieren de mas
estudios.

9.2 Organizaciéon genémica

De acuerdo a lo sefialado 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 1o que ocurre con prS4 es decir hay 2+ 1
copias. Una organizacién 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 investigaciéon en
el genoma de este organismo.

Atn cuando muchos de los productos génicos no son requeridos
continuamente en un organismo, existen otros que son esenciales y
ademas solicitados en grandes cantidades. Un ejemplo de esto es el RNAr.
Mientras mas metabdlicamente 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 fenémeno
es llamado redundancia génica y no se restringe a genes de RNAr(28, 52).
De hecho en tripanosomatideos es mas la regla que la excepcion ya que los
genes esenciales frecuentemente se presentan en multicopia (5 a 9)
organizadas en tandem. Es por esto que llama la atencién 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 numero
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 regulaciéon en trypanosomatideos es
mayormente post-transcripcional en vista de la naturaleza policistrénica de
sus RNAm y la escasa identificacién 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 morfolégicos y metabdlicos a los cuales se debe
adaptarse rapidamente.
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 1o sabremos al secuenciarlas..

9.4 NIVELES DE EQUILIBRIO DE RNAm DE 84.

Se observé que los niveles de equilibrio de RNAm de S4 disminuyen con la
instalacion de la fase estacioraria 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 modulacion. El significado de este fenémeno es desconocido.
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10 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

> El analisis de las clonas genémicas por patrones de restriccién 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 duplicacién génica por el cual surgid el
tandem de S4 (copias 1 y 2), es anterior a la separacion de Leishmania del
linaje de los tripanosomas, pues esta presente en el género, pero qué tan
anterior no lo podemos saber en este momento.

> Hasta el momento no sabemos si el transportador de nucledsidos es
funcional, pero la sefial 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 localizacién cromosomal de este gen, y por el
arreglo genémico de las areas adyacentes a €él, podemos decir que se trata
de cromosomas homélogos de diferente tamano.

» Las regiones reguladoras de las tres copias de prS4, (regiones no
traducidas 5’y 37, son diferentes. Esto nos puede servir en el futuro como
una herramienta para conocer el papel que juegan dichas regiones en la

regulacion de la expresion génica de T. cruzi por 1o menos de este gen en
particular.

> En el futuro podremos determinar si S4 es o no una proteina esencial
para esta célula. No podemos descartar su empleo como blanco para el

disefio de farmacos y por ello el conocimiento de su regulacién y fisiologia
es obviamente necesario.
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> El conocimiento de la organizacién de los genes prS4 nos proporcionara
las bases para poder desarrollar reemplazos génicos especificos de los

mismos.

> La modulacién presentada en los niveles de RNAm de prS4 sera
explorada para determinar en qué punto ocurre.
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