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Resumen.

Trypanosoma cruzi es un protozoario digenético, hemoflaglelado causante de la
enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis americana). Este parasito alterna
durante su ciclo de vida entre estadios proliferativos (epimastigote y amastigote) y
estadios diferenciados donde la célula no se divide (tripomastigotes). Las
evidencias estructurales indican que el nucleolo es evidente solo en las formas
celulares que se dividen (como lo es el epimastigote). La fibrilarina (~34 kDa) es
una proteina nucleolar altamente conservada entre las especies, que presenta un
papel fundamental en la maduracion del ARNr precursor (pre-ARN), como lo es la
metilacion de bases especificas. Estos sitios de metilacion son guiados por el
reconocimiento de un ARN de doble cadena integrado por el pre-ARNr y
pequefios ARN nucleolares de tipo C/D. Interesados en la biologia fundamental
de T. cruzi, particularmente en la biogénesis de ribosomas y en la estructuracion
del nucleolo, en el presente trabajo se inicia el estudio molecular del sistema
geénico de fibrilarina. A partir de ADN gendémico se amplificé una sonda homologa
de regiones internas para cada par de alelos anotados de fibrilarina. Con analisis
bioinformatico se caracterizaron los contigs que contenian los genes de fibrilarina
y por ensayos de hibridacion utilizando ADN gendmico digerido (Southern blot
gendmico) se verifico la especificidad de las sondas. Los transcritos de fibrilarina
fueron identificados y caracterizados con las sondas gene-especificas en ensayo
northern blot. Los ARNm identificados tienen un tamano aproximado de 2.1 kb,
tamano suficiente para contener la region codificadora de las 2 isoformas de
fibrilarina. Con el seguimiento de la curva de crecimiento de epimastigotes se
observo que fases estacionarias de epimastigote la cantidad de transcritos de
fibrilarina disminuye, sin embargo esta disminucion se hace mas evidente en
formas metaciclicas. La conclusién del trabajo resalta la probable regulacién en la
expresion de fibrilarina en T. cruzi en diferentes condiciones de proliferacion

celular.
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1. Introduccion.

1.1. Trypanosoma cruzi

Es un parasito protozoario digénetico que alterna, en su ciclo de vida natural,

entre un huésped vertebrado y otro invertebrado.

1.1.1. Clasificacion taxondmica:

Reino: Protista

Subreino: Protozoa

Phylum: Sarcomastigophora
Clase: Zoomastigophora
Orden: Kinetoplastidae
Familia: Trypanozomatidae
Género: Trypanosoma
Subgénero: Schizotrypanum

Especie: cruzi

1.1.2. Estructura del grupo biolégico

Los tripanosomas de los mamiferos han sido divididos en dos secciones:
Salivaria y Estercorlaria, a esta ultima pertenece Trypanosoma cruzi, la
caracteristica de esta seccion es que estos parasitos son trasmitidos por un

insecto vector a partir de las deyecciones que elimina.

A continuacion se describen algunas estructuras subcelulares de este grupo

biolégico:

T. cruzi posee una estructura llamada cinetoplasto (caracteristica del Orden
Kinetoplastidae) integrada a una mitocondria que recorre todo su cuerpo. En una

region especializada de esta se ubica el ADN-K (Stornio y Milei, 1994; McGeeh y

11



Cosgrove, 1980). El ADN-K es la porcion mas grande de material genético
extranuclear hasta ahora descrito. Puede representar hasta el 20% del total del

ADN celular y esta estructurado como una malla de circulos concatenados.

El unico flagelo que el parasito posee nace del cuerpo basal o cinetosoma que
esta situado cerca de la envoltura mitocondrial de cinetoplasto, y surge por el
bolsillo flagelar (caracteristica de la Familia Trypanosomatidae). El cinetosoma
tiene una estructura cilindrica constituida por 9 tripletes de microtubulos que se
proyectan hacia el bolsillo flagelar: una parte es citoplasmatica y la otra es una
zona de transicidén hacia el flagelo; entre ambas existe un septum. El flagelo
presenta 9 pares de microtubulos periféricos longitudinales, unidos entre si por
filamentos oblicuos, que conforman una banda estriada de aproximadamente
10.15 um de diametro. El flagelo presenta una vaina que es una extension
tubular de la membrana celular. El conjunto de flagelo mas cinetosoma

constituye el érgano de locomocion del parasito (Fig. 3B; Storino y Milei, 1994).

El aparato de Golgi esta cerca del bolsillo flagelar sin conectarse con el cuerpo
basal ni con el flagelo. El nucleo del parasito es fibrilar y cuando comienza a
duplicarse se presenta en acumulos de material genético préximos a la
membrana nuclear. El cuerpo del parasito esta limitado por la membrana
citoplasmatica que tiene 8-10 nm de espesor y por debajo de ella se encuentra el

sistema de microtubulos (Fig. 3B; Storino y Milei, 1994).

1.1.3. Diversidad genética y linajes de T. cruzi:

T. cruzi esta clasificado como una sola especie que muestra una gran diversidad
genética y fenotipica. La clasificacion actual reconoce dos tipos genéticos o
subespecies, T. cruzi |y T. cruzi Il. El grupo T. cruzi | se encuentra ligado al ciclo
de transmision selvatico e infeccion de marsupiales, y a T. cruzi |l se asocia al
ciclo de transmision doméstica e infeccion a mamiferos, este linaje se dividi6 en:
lla, llb, llc, IId y lle. La clasificacion del Il reconoce 5 subgrupos o linajes (DTU,
Unidad Discreta de Tipificacion) lla, llb, lic, lid y lle, siendo DTU |

12



correspondiente al linaje T. cruzi | y el DTU IIb correspondiente al linaje T. cruzi Il.
Los sublinajes lla, llc-e incluyen las cepas hibridas originadas a partir de eventos
de hibridacion entre DTU | y DTU llb (Fig. 1). La cepa usada en el proyecto del
genoma (CL Brener) esta clasificada como miembro del linaje lle, y
ancestralmente se considera que es un hibrido derivado del linaje IIb y del linaje
llc. Debido a esto, durante el analisis del genoma se encontraron una gran taza
variaciones alélicas. Recientemente se dio a conocer la localizacidon
cromosomica de la mayoria de los genes de T. cruzi (CL Brener), anotados en el
proyecto genoma (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) en el que se cuentan 41
cromosomas (Aslett et al, 2010; Weatherly et al 2009; Westenberger et al, 2005).

Time Universal DXTL

DTU Ik

DTUT

ﬂ_u e
aeneration of
mosaic alleles loss of
// helerorvgosily
[pTUma| [DTUIC] [DTU 1B |
accumulation ol
DlU-specific
mutilions generation of
miosnic alleles
¥ [oro] oo [oro nd o g [om e o e

Fig. 1 Esquema de la evolucién de los grupos T. cruzi. Las cajas representan los grupos existentes y
sus progenitores ancestrales. Las lineas que conectan las cajas representan los periodos de la
reproduccion clonal. Las flechas representan las contribuciones de varios DTUs para formar las nuevas
cepas hibridas. De genotipo ancestral universal comun, surgieron dos genotipos diferentes que estan
representados hoy en dia como DTUs | y Il. Las cepas de estas DTUs subsecuentemente se hibridaron
para producir DTUs lla y llc. Una segunda hibridacién entre las cepas de DTUs llb y llc produjo las cepas

DTUs lld y lle. (Westenberger et al, 2005)

El andlisis comparativo de las secuencias idénticas con las del genoma de la
cepa Esmeraldo (subgrupo IIb) permitié distinguir en el genoma de CL Brener dos
haplotipos los cuales son llamados Esmeraldo (S) y No-esmeraldo (P). La
divergencia entre los haplotipos en las regiones codificadoras es
aproximadamente de 2.2%. (Aslett et al, 2010; Weatherly et al, 2009;
Westenberger et al, 2005).

13



1.1.4. Organizacién genémica:

Las regiones de genes codificadores de proteinas se encuentran
mayoritariamente agrupadas en tandem. Las regiones codificadoras estan
separadas por regiones intergénicas de aproximadamente 100 — 400 nucledtidos.
Los genes se transcriben policistronicamente (Haile y Papadopoulou 2007; Stiles
et al, 1999).

La transcripcion se lleva a cabo por tres tipos de ARN polimerasa. La ARN pol |
transcribe los genes de ARN ribosomales (excepto es 5S), la ARN pol Il
transcribe los genes que codifican para proteinas y los genes del miniexén o
“spliced leader” (SL), y la ARN pol Il transcribe los ARN de transferencia, el ARN
5S y los ARN nucleolares pequefios (snoRNA).

En T. cruzi, las unidades polisitrénicas de ARNm son procesadas por
mecanismos de trans-splacing, de lo que resulta que es la adicién de un ARN
pequefio SL (ARN de 39 nt) que confiere el “cap” al ARN mensajero procesado
(Guanosina del extremo 5’ metilada en el carbono 7). El procesamiento en el
extremo 3 ocurre cordinadamente con el trans-splicing del transcrito génico
adyacente en 3’ (Fig. 2). Los dos eventos dependen de una region rica en
pirimidinas (poli(Y)), localizadas dentro de las regiones intergénicas o regiones
sin traducir (UTRs). Se sabe que la mayoria de las UTRs presentan tamafios
entre 50 a 500 nt donde se encuentra las regiones reguladoras de trans-splicing y
poliadenilacion. (Campos, 2008). Se ha reportado que el trans-splicing necesita la
presencia de un dinucledtido (GT o AG) rio abajo de la region poli(Y) (Campos et
al, 2008; Huang y Van der PLoeg, 1991; Mandel et al, 2008)

14



Gen de miniexén DNA genomico
s R 3 5o o] Temil{roo o} SRR
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//
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Fig. 2 Trans-splicing y poliadenilacion. La maduracion del RNAm inicia con la transcripcion de alguno

de los genes de miniexdn o “splice leader” (SL). Este es modificado en su extremo 5’ con una guanosina
metilada en el carbono 7 (cuadro naranja). Por otro lado en las regiones intergenicas de las unidades
policistronicas de RNAm (pre-RNAm), existen regiones ricas en pirimidina (Poly (Y)), las cuales son
reconocidas por la maquinaria de splicing para realizar un corte. Rio abajo de este sitio de corte se
localiza un dinucleétido AG donde se lleva a cabo la unién de SL con el RNAm. Esta misma maquinaria de
splicing realiza la poliadenilacién del RNAm localizado rio arriba. Cada RNAmM maduro queda conformado
por la secuencia SL, seguida de una region no traducida en 5’ (UTR 5’), el marco abierto de lectura del

gen, la region no traducida en 3’ (UTR 3’) y la cola de poli A.

1.1.5. Ciclo de vida:

El T. cruzi se desarrolla a través de un ciclo de vida complejo. Este transcurre en

vertebrados mamiferos y en invertebrados, se reconocen los siguientes estadios:

e Epimastigote: Forma elongada con dimensiones de 20-40 x 3 um, el
flagelo se origina proximo y por delante del nucleo, emerge por un costado
del cuerpo del parasito, arrastra la membrana citoplasmatica en un corto
trayecto dando la imagen de una membrana ondulante corta que se libera
por el extremo anterior de parasito; este estadios se desarrolla en el vector

y constituye una de las formas proliferativas del T. cruzi. (Fig. 3)

e Amastigote: Forma esférica u ovalada aproximadamente de 2-4 um que
carece de flagelo libre; estadios replicativo del parasito en el mamifero.
(Fig. 3A)
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e Esferomastigote: Forma esférica con flagelo extracelular que bordea el
cuerpo del parasito; estadios replicativo presente en el estomago del

insecto vector.

e Tripomastigote: Forma elongada de 20-25 um con el cinetoplasto situado
por detras del nucleo; el flagelo nace en su proximidad y emerge por un
costado del cuerpo del parasito, se libera por el extremo anterior creando
la imagen de una membrana ondulante de importante extension; estadios
presente en la circulacion del mamifero y en la ampolla rectal del vector

(tripoastigote metaciclico) y carece de capacidad replicativa (Fig 3A).

El epimastigote prolifera en el intestino de los insectos triatominos que se han
alimentado de algun mamifero infectado (Fig. 4). El proceso de diferenciaciéon a
tripomastigotes inicia con el contacto de la membrana celular con proteinas
especificas de la parte distal del intestino del insecto. Esta proteina origina una
sefal extracelular que se traduce como una sefal intracelular inductora de la
morfogénesis, este proceso se da en la parte final del intestino, los parasitos se
transforman en formas infectivas y no proliferativas (tripomastigotes metaciclicos),
capaces de infectar a los mamiferos hospederos. La trasmision del padecimiento
se da cuando un vector infectado con T. cruzi defeca in situ durante 6 después de
una ingesta sanguinea. Excoriaciones de la herida o acceso a mucosas permiten

que el parasito se establezca exitosamente en el hospedero (Fig. 5).

El contacto inicial entre el tripomastigote metaciclico o circulante y la célula
hospedera es mediada por medio del reconocimiento de proteinas especificas,
estas proteinas receptoras permiten a T. cruzi adherirse y penetrar en las células
no fagociticas (Storino y Milei,1994). Cuando los tripomastigotes entran a las
células mamiferas, cambian a formas proliferativas (amastigotes), que se replican
intracelularmente. Los amastigotes se transforman nuevamente en formas no
reproductivas e infectivas (tripomastigotes), los cuales lisan a la célula infectada y
se liberan al torrente sanguineo (Fig. 5). Las formas infectivas solo pueden

16



proliferar después de invadir nuevas células o después de transformarse en

epimastigotes nuevamente. (Elias et al., 2001; Storino y Milei 1994).

A

Tripomastigote Amastiqote Epimastiqote

B

Fig. 3. Representacion esquematica de los principales estadios de T. cruzi. (A) Las principales formas
celulares de los tripanosomatidos se definen por la forma de la célula, la presencia de flagelo, la posicién del
cuerpo basal, cinetoplasto y el nucleo. En general, el epimastigote de T. cruzi se encuentra en el vector, el
tripomastigote en el hospedero y el amastigote en forma intracelular. (B) Representacion esquematica de la

seccion longitudinal de la forma epimastigote de T. cruzi. Imagen modificada de: Docampo et al, 2005.
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Fig. 4. Ciclo de vida de T. cruzi. Un insecto triatomino infectado defeca durante o después de la ingesta
sanguinea, liberando trypomastigotes en sus heces cerca del sitio de la herida por mordedura. Los
trypomastigotes entran en el hospedero a través de la herida o de las membranas mucosas. Dentro del
hospedero, los trypomastigotes invaden células cercanas al sitio de inoculacién, donde se diferencian a
amastigotes. Los amastigotes se multiplican por fision binaria y se diferencian a tripomastigotes, los cuales
lisan la célula y son liberados al torrente sanguineo. Los tripomastigotes infectan una gran variedad de
tejidos y se transforman en amastigotes intracelulares en los nuevos sitios de infeccion. El insecto traitomino
se infecta al alimentarse de sangre con parasitos circulantes de algun mamifero. La enfermedad de Chagas
se localiza desde sur de Estados Unidos hasta el sur de Argentina, en la mayoria de las zonas rurales
pobres de México, Centro América y Sur América, por lo que se considera una de las enfermedades que
mas afecta a todo el continente Americano. Imagen:

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm

Después de que el insecto se alimenta de la sangre de una persona infectada
con T. cruzi, el parasito se diferencia de tripomastigote circulante a epimastigote
dentro del tubo digestivo del insecto, y posteriormente a formas metaciclicas, en
la region distal del tubo digestivo. Experimentalmente se ha logrado la
diferenciacion de epimastigote a tripomastigote metaciclico, incubando los
epimastigotes en un medio pobre en nutrientes y ligeramente acido que semeja al

de la parte distal del intestino del insecto vector donde naturalmente se
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diferencian a tripomastigotes (Storino y Milei, 1994). Algunos autores han
logrado metaciclogénesis en medio de cultivo cuya concentracion salina y
contenido de monosacaridos es semejante a la presente en la orina del insecto
(Ferreira et al, 2008; Elias et al, 2001; Storino y Milei,1994).

En la diferenciacion a tripomastigotes metaciclicos ocurren eventos en el parasito
que le permiten transitar por un medio hostil como lo es el suero de los
mamiferos. Ejemplo de esto es la resistencia al complemento (Storino y Milei,
1994).

1.2. Tripanosomiasis americana (Enfermedad de Chagas).

La enfermedad de Chagas es una afeccion parasitaria histica y hematica
producida por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Esta infeccion es
transmitida por insectos hemipteros hematéfagos de la subfamilia Triatominae
(Storino y Milei,1994). Se estima que cerca de 50 000 personas mueren al afio

debido a esta enfermedad.

1.2.1. Fases de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas presenta generalmente tres estados en la infeccién
humana por T. cruzi, primero hay un periodo de incubacién de 4-10 dias
generalmente asintomatica, posteriormente le sigue una fase aguda corta seguida
de la fase cronica de larga duracion, las dos fases son separadas por una fase

asintomatica llamada fase indeterminada (Cassab et al, 1999).

e Fase aguda: Esta fase dura de 1-3 meses, con frecuencia no es detectada
debido a que los sintomas pueden ser inespecificos. Sélo el 1-2% de todos
los pacientes son diagnosticados. La fase aguda puede presentarse a
cualquier edad. Frecuentemente se presenta una pequena lesion llamada
chagoma en el punto de entrada del parasito, si éste se encuentra a nivel
del ojo, puede producirse un edema ocular unilateral lamado romafa. Los
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sintomas observados son fatiga acompafiada de fiebre continua o
recurrente, anorexia, diarrea y vomitos. Los pacientes pueden presentar
hepato-esplenomegalia moderada, edemas generalizados y adenopatias
difusas. Hasta el 30% de los pacientes presentan anormalidades
electrocardiograficas y/o radiolégicas debidas a una miocarditis aguda que
presenta diferentes grados de severidad. En nifilos menores de 2 afios
pueden presentar meningo-encefalitis cuya mortalidad puede llegar hasta
un 50%. En caso de evolucién favorable, los sintomas disminuyen
espontaneamente entre 4-8 semanas sin que se presenten secuelas

clinicas a corto plazo (Cassab et al, 1999).

Fase intermedia: Esta fase comienza unas 8-10 semanas después de la
fase aguda. Se caracteriza por la ausencia de sintomas. La serologia es
positiva y el parasito puede ser detectado por xenodiagndstico en 20-60%
de los casos. El enfermo tiene plena capacidad para realizar actividades
fisicas, sus electrocardiogramas y radiografias son normales. Las
personas en esta fase constituyen un reservorio importante para mantener

el ciclo de vida del parasito (Cassab et al, 1999).

Fase cronica: En esta fase los parasitos penetran y se multiplican en las
células de organos vitales a menudo causando dafos irreversibles de los
tejidos, particularmente del sistema nervioso autonomo y de los musculos
no estriados. Hay una reducida parasitemia después de 10-20 afos de la
infeccion inicial y el 30% de los casos puede evolucionar a dafos
cardiacos, digestivos o neurolégicos. La miocarditis cronica es la forma
mas comun de la cardiopatia chagasica. Las manifestaciones dependen
del grado de dafo al miocardio, provocando arritmia e insuficiencia
cardiaca. Los sintomas mas frecuentes son: palpitaciones, mareos
sincope, disnea, edema y dolor pectoral. La fibrilacion es la consecuencia
mas frecuente que provoca la muerte subita en los pacientes chagasicos
cronicos. En la visceropatia chagasica el tejido comunmente afectado es

el eséfago, con una dilatacién progresiva acompafada de disfagia,
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regurgitacion, hipersalivacion y dolor, otro tejido con gran incidencia es el
colon, provocando perturbaciones peristalticas manifestando estrefimiento
progresivo, meteorismo, asi como fecalotas y vélvulus agudo en casos
graves (megacolon). La neuropatia chagasica representa una destrucciéon
neuronal que afecta los sistemas nerviosos central, periférico y autonomo;
segun la localizacién de las lesiones se puede observar la perturbacion
funcional del cerebelo, convulsiones y anormalidades psiquiatricas
(Cassab et al, 1999).

1.2.2. Diagndstico y tratamiento

El diagndstico de la infeccion aguda se lleva a cabo a través de la identificacion
por pruebas de laboratorio por medio de 1) el analisis al microscopio de sangre
no coagulada del paciente en un frote sanguineo bajo tincién de Giemsa; 2) el
xenodiagndstico, el paciente es intencionalmente picado por el insecto trasmisor
no contaminado, después de 30 y 60 dias las heces e intestinos son analizados
para detectar tripomastigotes o epimastigotes; 3) por medio de inoculacion de la
sangre del enfermo en animales de laboratorio y la verificacion de si desarrollan
la enfermedad aguda; el crecimiento y multiplicacion de posibles parasitos en
medios de cultivo, por ejemplo, LIT (triptosa de infusion de higado). Por los
niveles tan bajos de parasitos en sangre, el diagndstico de las etapas intermedia
y crénica, la deteccion suele ser mas dificil, se han desarrollado técnicas
moleculares como deteccion de ADN del parasito por PCR, y pruebas

inmunoldgicas para detectar anticuerpos especificos.

Para el tratamiento las principales drogas usadas son los nitrofuranos (nifurtimox;
Bayer) y los nitroimidazoles (benznidazole; Roche), que actuan a través de la
induccién de dano oxidativo o reductivo del parasito; sin embargo, ambas drogas
son altamente mutagénicas y causan efectos secundarios importantes. Una gran
variedad de drogas estan en desarrollo por ejemplo inhibidores de sintesis y
metabolismo (Croft et al, 2005). Existe una gran cantidad de investigaciones con

el fin de desarrollar alguna vacuna.
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1.3. T. cruzi como modelo biolégico.

Los cinetoplastidos son un grupo bien conocido de protozoos flagelados los
cuales divergieron hace aproximadamente 800 millones de afios de otros
eucariotas (Fernandez et al., 1993). Estos microorganismos son distinguibles de
otros protozoos por la presencia del mitocondrial (ADN-K). Quiza como
consecuencia del largo tiempo de divergencia, los cinetoplastidos exhiben
caracteristicas bioldgicas raramente vistas en otros eucariontes como: edicion del
ARN (trans-splicing), variacion antigénica entre especies, cambios morfolégicos
durante su ciclo de vida, expresion diferencial de genes, estructuracion atipica del
cistron ribosomal, entre otros; constituyéndose en importantes modelos para el
estudio de procesos bioldgicos basicos (Stevens et al, 2001; Fernandez et al,
1993).

La familia Trypanosomatidae, agrupa organismos monogénicos y digenéticos
(Maslov y Simpson, 1995; Fernandez et al, 1993), patégenos para el hombre y
animales (Leishmania y Trypanosoma), estos parasitos son frecuentemente
estudiados debido a que constituyen unos excelentes modelo biolégico de
estudio para los organismos patdgenos en el complejo campo del fenémeno de la
morfogénesis de un parasito protozoario digenético y en estudios de inmunidad

celular en insectos de su familia y es facilmente cultivable.

Desde los inicio del grupo de trabajo del Dr. Roberto Hernandez se ha interesado
en la biogénesis del ribosoma (particularmente del ARN ribosomal) y en la
estructuracion del nucléolo utilizando como modelo experimental a T. cruzi cepa
CL Brener, algunas de las contribuciones sobre el campo de estudio son: el
aislamiento de las 3 moléculas grandes que conforman el ARNr (18S, 24Sa y
24Sp) y las 6 moléculas pequefias (S1-S6) en T. cruzi (Hernandez et al, 1990),
primer grupo en utilizar secuencias génicas ribosomales para analizar relaciones
filogenéticas entre miembros de la familia Trypanosomatidae (Gémez et al, 1991),

la cuantificacion del numero de genes para ARNr de T. cruzi, encontrandole que
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existen alrededor de 100 copias por nucleo (Castro et al, 1981), caracterizacidn
de la molécula de ARNr 5S correspondiente a la molécula de ARNr S5,
anteriormente identificada (Hernandez-Rivas et al, 1992), descripcién de la
estabilizacién de las moléculas de ARNr durante la fase estacionaria de cultivos
de epimastigotes (Cevallos et al, 2005), como colaboradores del grupo del Dr.
Luis Felipe Jiménez (Facultad de Ciencias, UNAM), se describio la naturaleza
ultra estructural de nucleolo en T. cruzi en células proliferativas, en la cual se
destaca un componente fibrilar denso y un componente granular (Lépez-
Velazquez et al, 2005).

1.4. Caracteristicas de los ribosomas:

El ribosoma es un complejo ribonucleoprotéico y es la estructura celular
encargada de generar proteinas. Los ribosomas procariontes son muy parecidos
a los eucariontes en cuanto a tamano y funcién. Cada uno de ellos estan
compuestos por una subunidad pequefa y una subunidad grande, que se
mantienen juntas formando un complejo de una masa de varios millones de
daltons. La subunidad pequefia se une al ARNm y a las moléculas de ARNt,
mientras que la subunidad grande cataliza la formacion de los enlaces peptidicos
(Alberts et al, 2000).

Mas de la mitad del peso del ribosoma es ARN, y cada vez es mas evidente que
el ARN ribosémico (ARNr) desempefa un papel central en las actividades
cataliticas del ribosoma. Los ribosomas contienen un numero elevado de
proteinas (~49 proteinas en la subunidad mayor y ~33 proteinas la subunidad
menor, numero que varia dependiendo la especie), pero muchas de ellas tienen
una secuencia poco conservada durante la evolucion e incluso un numero
sorprendente de ellas no parecen ser esenciales para la funcion del ribosoma
(Alberts et al, 2000).
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1.4.1. Biogénesis de los ribosomas

Los ribosomas citoplasmicos de organismos eucariontes representan el unico
componente subcelular formado por productos génicos de las tres ARN
polimerasas. La sintesis de ribosomas inicia en el nucleo e involucra un gran
numero de pasos en los que se pueden mencionar el procesamiento del
precursor del ARN ribosomal (pre-ARNr) y un ensamblaje secuencial de un gran

numero de proteinas ribosomales.

Fig. 5. Modelo de la biogénesis de los ribosomas. La transcripcion del ADN ribosomal (ADNr) por la ARN
pol | se produce en los centros fibrilares (FC) o bien al limite del componente fibrilar denso (DFC). El pre-
ARN ribosomal (pre-ARNr) es modificado por las pequeias ribonucleoproteinas nucleolares (snoRNP) en el
DFC. La maduracion final del pre-ARNr por las snoRNP ocurre en su mayoria en el componente granular del
nucleolo (GC). En el GC, la 5,8 S y 28S del ARN ribosomal (ARNr) se unen para formar la subunidad 40S del
ribosoma. Las subunidades 40S y 60S del ribosoma son exportados al citoplasma, donde se unen al ARNm

para formar los ribosomas funcionales. (Imagen: Boisvert et al, 2007)
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En la mayoria de las células eucaridticas, primero se lleva a cabo la transcripcion
de las unidades en tandem del ADN ribosomal (ADNr) con ayuda de la ARN pol |,
que origina el pre-ARNr inicial, tipo 47S, posteriormente es cortado en las
moléculas 28S 18S y 5.8S, los cuales, son modificadas de manera
postranscripcional por medio de interaccidén con las ribonucleoproteinas
nucleolares pequefas (snoRNP) y con ayuda de enzimas especificas, finalmente
es ensamblado con las proteinas de envoltura para poder ser exportados hacia el
citoplasma (Fig. 5). EI ARNr 5S se encuentra codificado generalmente fuera de
esta unidad y es transcrito por la ARN pol Ill (Boisvert et al, 2007; Reeder, 1992;
Granneman y Baserga, 2004). Las proteinas ribosomales, como la mayoria de las
proteinas, son traducidas en el citoplasma, posteriormente son enviadas al
nucleolo donde se ensamblan con los componentes de ARNr para conformar las

subunidades ribosomales.

En el caso de T. cruzi, el cistron ribosomal muestra una organizacion particular y
se hace evidente en un patron de moléculas de ARNr mas complejo (Fig 6). La
complejidad surge de un proceso diferente de procesamiento con la liberacién de
espaciadores transcritos internos adicionales. La molécula 24S de la subunidad
mayor (que equivale al 28S de la subunidad grande en la mayoria de las células
eucariontes) presenta una discontinuidad interna que libera las moléculas o y 3
(24Sa y 24Sp), ademas se presentan 6 moléculas pequefias de ARNr: S1 (small
rARN1), S2, S3, S4, S6 codificadas en el cistron y S5 codificada como una unidad
independiente de transcripcién. Esta corresponde al ARN 58S (S, unidad
Svedberg de sedimentacion). La molécula pequena de ARNr S3 corresponde al
ARNr 5.8S de otros eucariontes. EI ARNr 18S de T. cruzi es equivalente al de los
demas eucariontes (Cevallos et al, 2005; Hernandez et al, 1993; Macedo et al,
2004; Uliel et al, 2004).
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Fig. 6. Diagrama del cistron de ARN ribosmal de T. cruzi. Las regiones representadas con recuadros
negros representan las regiones transcritas identificadas como la subunidad pequefia de ARNr (18S), la
subunidad grande de ARNr (24Sa. y 24SB3), ARNr 5.8S (S3), y los ARNr pequefios (S1, S2, S4 y S6). Las
regiones codificadoras estan unidas por delgadas lineas que representan los espaciadores internos
transcritos (ITS). El punto de inicio de la transcripcion esta indicado por una flecha. Las barras marcadas
como pRTC muestran tres fragmentos gendmicos previamente clonados en el laboratorio del Dr. Roberto
Hernandez. (Hernandez et al, 1988).

1.4.2. Maduracion de ARNr:

El nucléolo ha sido considerado como la fabrica productora de ribosomas donde
se realiza la sintesis y el procesamiento del pre-ARN ribosomal. En la actualidad
esta percepcion se ha amplificado, considerando al nucleolo como una estructura
dinamica donde se realizan gran numero de actividades, tales como: el transporte
de moléculas que residen en el nucleo hacia el citoplasma, la modificacién de
ARNIr, el ensamblaje de ribonucleoproteinas, el reclutamiento de proteinas
reguladoras y el control del envejecimiento celular (Rosete et al, 2007). El
mecanismo fundamental del proceso de maduracion de ARNr no es conocido
completamente, pero algunas de las vias se han localizado en compartimentos

especificos (Fig. 5).

Se sabe que la transcripcién de un ARNr precursor se lleva a cabo por la ARN pol
| en los centros fibrilares (FC) del nucleolo, esta estructura es la mas interna, y
esta compuesta de pequefias fibras de aproximadamente 50A. La formacion del
pre-ribosoma se lleva acabo en el componente fibrilar denso (DFC) alrededor de
los centros fibrilares, el cual se observa como una capa compacta compuesta
principalmente por fibrilarina, aqui se forman pequefios complejos entre

pequefas secuencias de ARN de menos de 250 nucledtidos (snoRNAs) y las
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pequefias proteinas nucleolares (snoRNPs), las cuales participan en los eventos
que generan las modificaciones del pre-ARNr durante su maduracion. El
ensamblaje de las particulas pre-ribosomales ocurre en el compartimiento
granular (CG), el cual contiene granulos de 15-20nm de diametro (Alberts et al,
2000; Bachellerie y Cavaille, 1997; Jansen et al, 1991; Raska et al, 2006; Rosete
et al. 2007).

1.4.2.1. Pequeios ARN nucleolares (snoRNAs)

La mayoria de las moléculas de ARNr sufren modificaciones post-
transcripcionales, siendo estas en su mayoria la 2’-O-metilacion en la ribosa y la
pseudouridinilacion. La mayoria de las modificaciones estan situadas dentro
dominios conservados y funcionalmente importantes. La ubicacién de estas

modificaciones es guiada por dos clases de snoRNA.

La primera clase esta definida por la presencia de los motivos conservados
H/ACA, donde la parte llamada caja H presenta la secuencia ANANNA (N:
cualquier nucleotido). Estas secuencias conservadas unen dos regiones
contiguas con estructuras en forma de tallo (Fig. 7A). El modelo aceptado de
modificacion es que se lleva a cabo un apareamiento entre la regién del ARNr
con secuencias en forma de burbujas intermedias a los dos tallos. En la parte
central de esta interaccidn, en dos posiciones no apareadas se encuentra la
uridina blanco de isomerizacion (i.e., pseudouridinilacién). La region ACA se
encuentra a 3 nucledtidos del extremo 3’ terminal (Bachellerie y Cavaillé, 1997;
Reichow et al, 2007, Uliel et al, 2003). Los tripanosomatidos poseen snoRNAs
H/ACA con un solo tallo (H/ACA-like snoRNA). Estos presentan un motivo AGA
en lugar de ACA en el extremo 3’ (Fig. 7B), sin embargo se consideran dentro de

esta clase estructural (Uliel et al, 2003).

Las metilaciones del ARNr son dirigidas por la segunda clase estructural de
snoRNA, que tienen las secuencias conservadas C y D (C: 5RUGAUGA3Z3’, R:

purina; y D: 5-CUGAZJ’). Las secuencias C y D se encuentran en los extremos 5’
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y 3’ del snoRNA respectivamente, flanquean la region a la cual se aparea el ARNr
que sera modificado. Los nucledtidos de pre-ARNr que marcan los sitios que
seran modificados se unen de forma complementaria una regién en forma de
burbuja que se encuentra dentro de un tallo formado por el snoRNA (Fig. 7C).

Los snoRNA se encuentran en complejos estables junto con 4 proteinas que
sirven como envoltura: fibrilarina, Nop56, Nop58 y 15.5 K (Bachellerie et al, 1995;
Uliel et al, 2003). La mayoria de los snoRNA C/D tienen un segundo set de
secuencias conservadas en la region central del ARN, que son llamadas las cajas
C’y D’ (Raska et al, 2006; Reichow et al; 2007; Uliel et al, 2003).

Se ha observado que la complementariedad de bases entre el pre-ARNr y el
snoRNA se lleva a cabo con 10-21 bases y la metilacion se lleva a cabo
exactamente a 5 nucledtidos de distancia de los motivos D o D’ (Regla 5+).
(Dunbar et al, 2000; Reichow et al, 2007, Uliel et al, 2003).

Fig. 7 Estructura secundaria de los snoRNAs y sus reglas de orientaciéon. (A) H/ACA snoRNA que guia

la pseudouridilacion. Se indican las cajas H y ACA. Se muestran el ARN objetivo y el sitio de
pseudouridilacién (). La letra N designa cualquiera de los 4 nucleétidos en la bolsa de pseudouridilacion.

(B) La estructura secundaria del snoRNA H/ACA-like en tripanosomatidos compuesta por una simple tallo y

con el motivo AGA en el extremo 3'. (C) C/D snoRNA que guia la 2’-O-metilacion. Se muestran las cajas C/D
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y C'/D’ y el nucledsido metilado (m) en la cadena de ARN objetivo. La distancia entre el sitio de metilacién y

las cajas D/D’ se da por la “regla 5+” (Imagen modificada: Uliel et al, 2003; Reichow et al, 2007).

1.4.2.2. Ribonucleoproteinas pequefas (snoRNP):

Es importante resaltar que la modificacién de los pre-ARNr no es realizada por los
snoRNA, sino por enzimas especificas, como la pseudouridina sintasa (Cbf5p)
que realiza la conversion de uridina a pseudouridina (pseudouridilacion: W) o la
metiltransferasa (fibrilarina), para la 2’-O-metilacion en la ribosa (Fig. 8), estas
enzimas se les nombra como pequefias ribonucleoproteinas (snoRNP). Su
clasificacion esta basada al componente snoRNA (H/ACA 6 C/D) al que se unen
(Reichow et al, 2007; Uliel et al, 2003).

Los eventos de pseudouridilacién o conversién de uridina a pseudoruridina, en el
ARNr son numerosas en eucariontes pero pocas en bacteria y archea, se ha
observado que las regiones modificadas son regiones conservadas
evolutivamente en el ARNr de eucariontes, también que éstas regiones no estan
asociadas con alguna region involucrada en una funcién particular. Existe una
repercusion de esta modificacion, ya que, aumenta la sensibilidad a los cambios
de temperatura. Como se menciond anteriormente, los miembros de la familia
snoRNA H/ACA como la enzima Cbf5p, son las responsables de la

pseudouridilacion (Bachellerie y Cavaillé, 1998).

La metilacion de ribosa, ocurre siempre en la posicién 2’hidroxilo. Esta sucede
frecuentemente en eucariontes y es limitada en bacterias. Se postula que estas
modificaciones son importantes en el doblamiento del ARNr maduro y ayudan en
Su asociacion con las proteinas chaperonas que lo envuelven. La enzima que
lleva a cabo la metilacién del pre-ARNr es la fibrilarina (Fig. 7C), esta reaccion se
lleva a cabo a 5 nucleétidos de distancia de la caja D o D’ del snoRNA en la
secuencia complementaria de pre-ARNr (Bachellerie y Cavaillé, 199; Bachellerie
y Cavaillé, 1998; Barth et al, 2008; Dunbar et al, 2000; Reichow et al, 2007).
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Se cree que existe una relacion entre el numero de modificaciones en el ARNr y
los cambios de temperatura a los cuales el organismo esta sujeto por ejemplo las
plantas que presentan gran numero de metilaciones y estan expuestas a cambios
climaticos. Es probable que los cambios de temperatura durante el ciclo de vida
de los tripanosomatidos (temperatura de insecto: 26°C; temperatura de mamifero:
37°C) tengan relacién con la gran cantidad de modificaciones de su ARNTr (Uliel et
al, 2004).

A B
Pseudouridilacion Metilacion 2’-O-ribosa

Fig. 8. Modificaciones post-transcripcionales mas abundantes en los ARN ribosomales. (A) La
isomerizacion de la uridina en W requiere un giro total de la base uracilo. (B) La proteina metiltransferasa
(fibrilarina) cataliza la 2’-O-metilacion en la ribosa de los ARNr, al convertir AdoMet en S-

adenosilhomocicteina (AdoHcy). (Imagen modificada: Reichow et al, 2007)

1.4. Fibrilarina

La fibrilarina es una proteina de 34 — 36 kDa que se encuentra en el componente
fibrilar denso del nucleolo. Se descubri6 por primera vez en Physarum y
posteriormente en células de mamiferos. En humanos se descubrié gracias al
suero autoinmune de pacientes con escleroderma. Su actividad enzimatica fue
determinada por la asociacién entre la proteina y los snoRNAs. Con analisis
cristalograficos se confirmo su estructura y se mostré su similitud con enzimas
que tienen la actividad de metilar nucleétidos en otras especies (Reichow et al,
2007; Tollervey et al, 1991).
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1.4.1. La fibrilarina, snoRNP C/D metiltransefasa:

La fibrilarina esta formada por un dominio catalitico integrado por 7 laminas beta
plegadas rodeadas por 3 hélices alfa de cada lado, esta estructura es similar a las
enzimas catalizadoras de la metilaciéon de una gran variedad de sustratos
nucleofilicos (incluyendo a acidos nucleicos y proteinas). El donador del grupo
metilo es el cofactor S-adenosilmetionina (AdoMet). En células eucariontes se ha
observado que en la estructura primaria de fibrilarina existe una region rica en
glicina y arginina (GAR) cerca del extremo N terminal, el GAR muestra una gran
variabilidad en ortélogos de otras especies, y generalmente en estudios

cristalograficos la regién GAR no es representado.

La fibrilarina, para catalizar la metilacion del ARN, forma un complejo activo
(snoRNP C/D fibrilarina) al asociarse con 3 proteinas: 15.5kDa, Nop56 y Nop58,
gue son esenciales para estabilizar la unién entre el ARN vy fibrilarina. La
estructura que resulta entre la fibrilarina y Nop56 resulta en la asociacion con otro
complejo de fibrilarina de tal forma que las proteinas Nop56 y Nop58 reconocen
las cajas C y C’ respectivamente, mientras cada copia de fibrilarina interactua con
los motivos D y D’. (Uliel et al, 2004)

El complejo de fibrilarina reconoce las regiones que forman la ARN de doble
cadena (entre pre-ARNr y el snoRNA especifico). Esto hace pensar en el
reconocimiento de las metiltransferasas de ADN, sin embargo en este caso el
mecanismo enzimatico aun no se ha determinado. La mayoria de las reacciones
de las metiltrasferasas se llevan a cabo por la via de sustitucion tipo Sy2, donde
el grupo metilo activado de AdoMet sustituye al grupo saliente del aceptor
nucleofilico (en este caso el grupo hidroxilo de la ribosa 2’-OH del ARN), dentro
del sitio de reconocimiento se encuentra un aspartato (que se cree lleva a cabo la
desprotonacién del 2’-OH nucledfilo y/o estabilizar la interaccién con AdoMet)
altamente conservado en las secuencias de aminoacidos de fibrilarina en varias

especies (Reichow et al, 2007).
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Fig. 9 Fibrilarina, snoRNP C/D Metiltransferasa. (A) Estructura cristalografica de la fibrilarina arquea
(1FBN). Los principales elementos de la estructura se identifican en colores (Rojo: a-helices; violeta: 3-
plegadas; gris: regiones variables). La S-adenosilmetionina (AdoMet) se une al sitio conservado (estrella
amarilla) de esta enzima. Los detalles de la interaccion con los complejos snoRNA-ARNr no son conocidos.
(B) En la estructura cristalografica del C/D snoRNP de fibrilarina con las proteinas de envoltura se muestran
las cajas C/D y C'/D’ del snoRNA (azul), que guian la metilacion del nucleétido del ARNr (rosa). La estructura
cuaternaria del complejo Fibrilarina-Nop56/Nop58-Fibrilarina, posiciona 2 sitios cataliticos de fibrilarina sobre
el ARNr (estrella amarilla). (C) Estructura pseudo-simétrica propuesta en el ensamblaje de la C/D snoRNP.
Aparentemente la proteina 15.5K unicamente se une al snoRNA. Los paralogos Nop56 y Nop58, reconocen
los elementos de las cajas C y C’ respectivamente, las copias de fibrilarina (Fib) interactian con cada caja D
y D’, consistentemente con las participaciones de los centros cataliticos (Imagen modificada: Uliel et al.
2004).

Es importante recalcar que uno de los principales intereses del laboratorio del Dr.
Roberto Hernandez se centra en la biogénesis de ribosomas y en la
estructuracion del nucléolo de T. cruzi. Este tipo de estudios se han realizado en
otros organismos y han usado la fibrilarina como marcador de la funciones
nucleolares (Barneche et al, 2000, David et al, 1997; Dunbar et al, 2000; Jansen
et al, 1991; Jimenez-Garcia et al, 2008; Tollery et al, 1991).

1.4.2. Fibrilarina en T. cruzi

Los genes de fibrilarina se encuentran anotadas en el genoma accesado de T.
cruzi (CL Brener), en la base de datos disponible en el sitio:
http://www.genedb.org/, cada alelo esta identificado con una clave de acceso o
ID, las cuales son: Tc00.1047053509715.40, Tc00.104705351015.50,
Tc00.1047053506211.250 y Tc00.1047053511287.150.
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El gen con ID Tc00.1047053509715.40, esta localizado en el cromosoma 4, de
haplotipo No-esmeraldo, entre los nucledtidos 90020 — 90973, por lo que cuenta
con 951 pb, (Localizacién cromosémica: TcChr4-P; 90021 — 90972). Se reporta
en la secuencia deducida de aminoacidos que el gen codifica para una proteina
de 316 aa, con un peso de 34.05 KDa y un punto isoeléctrico de pH= 9.9
(http://www.genedb.org/).

El gen con ID Tc00.104705351015.50, esta localizado en el cromosoma 4, de
haplotipo Esmeraldo, entre los nucledtidos 90147 — 91064, por lo que cuenta con
915 pb, (Localizacion cromosdmica: TcChr4-S; 90148 - 91063). El gen codifica
para una proteina de 304 aa (secuencia deducida de aminoacidos), con un peso

de 32.45 KDa y un punto isoeléctrico de pH= 9.92 (http://www.genedb.org/).

El gen con ID Tc00.1047053511287.150, esta localizado en el cromosoma 40, de
haplotipo No-esmeraldo, entre los nucledtidos 467142 — 468020, por lo que
cuenta con 876 pb, (Localizacion cromosomica: TcChr40-P; 467143 - 468019). El
gen codifica para una proteina de 291 aa (secuencia deducida de aminoacidos),
con un peso de 30.5 KDa y un punto isoeléctrico de pH= 9.97

(http://www.genedb.org/).

El gen con ID Tc00.1047053506211.250, esta localizado en el cromosoma 40, de
linaje tipo Esmeraldo, entre los nucledtidos 467413 — 468294, por lo que cuenta
con 876 pb, (Localizaciéon cromosémica: TcChr40-S; 467414 — 468293). El gen
codifica para una proteina de 292 aa (secuencia deducida de aminoacidos), con
un peso de 30.5 KDa y un punto isoeléctrico de pH= 9.97
(http://www.genedb.org/).

Las secuencias a nivel de nucleétidos y aminoacidos se encuentran en el Anexo |
y IV respectivamente, las caracteristicas generales de los genes de fibrilarina en
T. cruzi (CL Brener) que se encuentran en la base de datos de genedb, y se

resumen en la Tabla 1.
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ID Haplotipo Localizacion cromosémica | # de bases | #aa Peso
Tc00.1047053509715.40 317
. No-esmeraldo TcChr4-P; 90021 — 90972 951 pb 34 kDa
(Fib 40) aa
Tc00.1047053510105.50 305
. Esmeraldo TcChr4-S; 90148 - 91063 915 pb 32 kDa
(Fib 50) aa
Tc00.1047053511287.150 292
) No-esmeraldo | TcChr40-P; 467143 - 468019 876 pb 30 kDa
(Fib 150) aa
Tc00.1047053506211.250 293 30
] Esmeraldo TcChr40-S; 467414 — 468293 879 pb
(Fib 250) aa KDa

Tabla 1. Caracteristicas generales de los alelos de fibrilarina en T. cruzi (CL Brener). Informacion
general encontrada en la base de datos de http://www.genedb.org/ de los alelos de fibrilarina en T. cruzi (CL

Brener). Entre paréntesis se encuentra la clave asignada en este trabajo para el facil manejo de los genes.
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2. Hipétesis.

La hipdtesis es que la expresion de fibrilarina se encuentre regulada para que

esta se sintetice en concierto con condiciones de proliferacion celular.
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3. Objetivo General.

Caracterizar molecularmente el sistema génico de fibrilarina de T. cruzi

3.1. Objetivos Especificos:

e Del genoma accesado de T. cruzi caracterizar las regiones genémicas
(contig) que contienen a fibrilarina.

e Amplificar y caracterizar secuencias especificas de cada par de alelos.

e Analizar la expresiéon de ARNm codificador de fibrilarina durante la curva
de crecimiento de epimastigotes de T cruzi.

¢ Analizar la expresiéon de ARNm codificador de fibrilarina en formas

diferenciadas de tripomastigotes metaciclicos de T cruzi.
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4. Material y métodos.

4.1. Cultivos

Se obtuvieron epimastigotes de T. cruzi cepa CL Brener (TINF/BR/1963/CL-
Brener) a partir de medios de cultivo LIT (liver infusion triptone medium) a una
temperatura de 28°C complementado con suero fetal bovino inactivado al 10%,
Penicilina 100U/ml, Estreptomicina 100 ug/ml y hemina. El cultivo se monitoreo
mediante cuenta celular en camara de Neubauer. Dentro del sistema
experimental usado se define como fase logaritmica como el punto en que el
cultivo alcanza una densidad entre 8-10 x10° células/ml y fase estacionaria
cuando, al hacer la cuenta, no registra un aumento en su densidad por 72 h

(aproximadamente 80-100 x10° células/ml).

Para obtener cultivos T. cruzi enriquecidos en formas diferenciadas de
tripomastigotes, primero se cosecharon las células de un cultivo de epimastigotes
en fase logaritmica por medio de dos centrifugaciones a 4500x g durante 10 min
a 4°C en rotor SS-34 Sorvall y dos lavados con PBS 1x entre cada centrifugacion,
el botén de células obtenido se resuspendié en medio M-16, el cual fue incubado
por una semana a 28°C, concurrido este tiempo se cosecharon las células

nuevamente para su procesamiento (Astolfi et al, 1984)

Los cambios morfolégicos en la metaciclogénesis del parasito se monitorearon
mediante la tincion con el set Hema 3 (Fisher Diagnostic), que es una tincién
similar a la de Wright y Wright-Giemsa. Los parasitos se cosecharon mediante
dos centrifugaciones a 500x g durante 6 min en 2 tubos Eppendorf, la células se
lavaron entre cada centrifugacion con PBS pH 7.4. Se colocaron 15 ul de la
suspension de células en un portaobjetos y se deshidrataron las muestras a
temperatura ambiente. Una vez que se secaron las muestras, el portaobjetos se
sumergio 5 veces dentro de cada solucion del set Hema 3. Finalmente la
observacion y captura fotografica se realizé con un microscopio de campo abierto
(Olympus).
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4.2. Extracciones de acidos nucleicos
4.2.1. Extraccién de ADN gendémico

Las células usadas fueron cosechadas a partir de un cultivo de fase logaritmica
tardia (30 x 10° cel/ml) con 10° células, por centrifugacion a 4500xg durante 10
min a 4°C en rotor SS-34 Sorvall. Posteriormente las células fueron lavadas en
PBS 1x y se resuspendieron en amortiguador de lisis [Tris-HCI 50 mM (ph 8.0),
NaCl 50mM, EDTA 50mM (pH 9.0), Tritdon x-100 4%)] con proteinasa K, se
incubaron a 37°C toda la noche. La extraccion de acidos nucleicos se realizé
primero con fenol (pre-equilibrado con Tris-HCI 0.1 M pH 8.0), la segunda
extraccion fenol:cloroformo 1:1 y finalmente con un volumen de cloroformo. El
ADN gendmico se precipitdé con MgCl; y se resuspendié en Tris-HCI 10mM pH
7.5, EDTA 0.2mM, el ARN presente fue digerido con ARNsa pancreatica (20
microgramos/ml) por 1h a 37°C (Medina-Acosta y Cross, 1993)

4.2.2. Extraccion de ARN total con Trizol

Se siguio la curva de crecimiento de 4 cultivos paralelos de T. cruzi, se extrajo el
ARN total con trizol en diferentes puntos de la curva, de tal forma que se
obtuviera ARN de epimastigotes en Fase Logaritmica (FL) y Fase Estacionaria
(FE), por otra parte se extrajo ARN total de cultivos enriquecidos con

tripomastigotes metaciclicos (Mc).

Durante las extracciones se hizo uso de guantes estériles en todo momento, el
material usado fue previamente lavado con agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC) y la cristaleria horneada a una temperatura de 60°C por lo menos 12
horas antes de realizar la metodologia, esto con el fin de evitar la degradacion del
ARN que se extrajo. Los parasitos fueron cosechados por centrifigacion (3500xg
por 10 mins) en centrifuga Beckman Coulter, modelo Allegra 21R. El botén

celular fue lavado con PBS 1x frio y se transfirié a un tubo Eppendorf. Dicha
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suspension de células fue centrifugada nuevamente a 12 000 x g por 1 minuto y
se elimind el sobrenadante. Se agregd un mililitro de Trizol y se homogenizo
cada tubo por pipeteo. Después de incubarse a temperatura ambiente por 5
minutos se adicion6 200 ul de cloroformo. Los tubos se agitaron vigorosamente
por 15 segundos y se incubaron a temperatura ambiente por 2 a 3 min. Las
muestras se centrifugaron por 15 min a 12 x g en el cuarto frio. Posteriormente
se recupero la fase acuosa y el ARN se precipité adicionando 500 ul de
isopropanol. Se incubd 10 min a temperatura ambiente y luego se centrifugd en
frio a 7500 x g durante 10 min. El sobrenadante se elimind por decantacion. El
ARN precipitado se resuspendié en un volumen apropiado de agua tratada con
DEPC (50 — 100 pl, dependiendo la cantidad de ARN obtenido). Para determinar
la cantidad e integridad de ARN purificado de las muestras, primero se midio la
concentracion de las muestras con ayuda de un espectrofotémetro (ND-1000,
NanoDrop) posteriormente se corrié un gel de agarosa al 0.8% con 2 ug de
muestra, se considera una extraccion de ARN exitosa cuando al tefir el gel con
bromuro de etidio (0.5 pg/ml, en H,O-DEPC) y colocarlo en el transiluminador UV
se observan las 3 especies mayores de ARN ribosomal (18S, 24Sa, 24SpB) que

son muy abundantes y facilmente visibles (Cevallos et al, 2005).

4.3. Obtencién de sondas especificas para los genes de fibrilarina

4.3.1. Amplificaciéon por PCR de fragmentos de los genes de fibrilarina

Una observacion empirica previa (Ana Maria Cevallos, comunicacién personal)
sugiere que el ADN gendmico cortado con alguna enzima de restriccion es un
mejor templado para amplificar regiones especificas. El ADN gendmico se digirid
previamente con EcoRI. Se utilizé EcoRI debido a que esta enzima no corta la
region de interés en los genes a amplificar. Para realizar la digestion, a un tubo
Eppendorf se le colocaron 2 ug de ADN gendmico junto con 1ul de 10x
Amortiguador React 3 (invitrogen), 0.5 pl enzima EcoRI (invitrogen), y se llevo a
un volumen final de 10 ul con agua bidestilada y se incub6 a 37°C por toda una

noche.
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El disefio de los oligonucledétidos iniciadores especificos de los pares de genes de
fibrilarina y la reaccion de PCR fueron realizadas por |la Dra. Evelyn Fein. Las
caracteristicas de los oligonucledétidos empleados y la regidn que se deseaba
amplificar de cada par de genes homélogos de fibrilarina se encuentran en la
Tabla 2.

El protocolo usado para las reacciones de PCR es el siguiente:

A dos tubos de PCR (Tubo F50 y Tubo F250), se les adiciond siguiente mezcla
de reaccién: Tubo F50: 1ul del oligonucleotido en sentido (Fib50F) mas 1 pl del
oligonucledtido reverso (Fib50R), cada oligonucleétido tenia una concentracion
de 100uM, ademas se agregd 1ul de ADN gendmico digerido, 5ul de
Amortiguador Rxn PCR 10x (invitrogen), 3ul de MgCl, (25mM), 1ul de taq
polimerasa (invitrogen), 1 yl de dNTPs (10mM) y por ultimo 37ul de agua
bidestilada para alcanzar un volumen final de 50pl; Tubo F250: 1pul del
oligonucledtido en sentido (Fib250F) mas 1 ul del oligonucleoétido reverso
(Fib250R), cada oligonucledtido tenia una concentracion de 100uM, los demas
reactivos fueron agregados en la misma concentracién y cantidad que el tubo

anterior.

El programa seguido por el termociclador (Mastercycler Personal-Eppendorf) para
la reaccion de PCR consistié de siete pasos; una desnaturalizacion inicial de 5
minutos a 94° C (Paso 1), seguida por otra desnaturalizacion corta de 30
segundos a 94°C (paso 2), renaturalizacion por 30 segundos a 60°C (Paso 3),
una extensién a 72° C por 1 min (paso 4), y se repitieron los pasos 2 al 4, 29
veces (Paso 5), una extension final de 72°C por 10 mins (paso 6) y un

enfriamiento a 4° C.
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Oligonucledtidos especificos para los genes:

Tc00.104705351015.50 y Tc00.1047053509715.40

En sentido Regién amplificada de Tc00.104705351015.50 Producto
Fib50F: 1 ATGAATTCTC ACTGCGATAT CGAATTTAAG AATAGCGCAA TGCGTGGAGG
, , 51 ATTCGGTCGT GGAGGGTTTC GCGGTGGTGG AAGAGGCGGT GGTTCCTCTG .-
5" CCCGAAGGTATGGTTTATGC 3 101  CACGAGGTCG TGGCGGTGCG TCACGAGGCG CTGGAAGGGG TGGTCCTGGC Tc50Fibr: 356pb
151  CGTGGAGGGC GGGGAGGCCG CGGTGGGGGT GCTGGTGCCA AGGTTGTTGT
Tm 59.3°C 201  GGAACCTCAC ATGCTTCACC CTGGAGTATT TATTTCCAAA GGAAAGGCCG
251  ATTCGCTTTG TACTCTGAAC ATGGTTCCTG GAGTCTCAGT TTACGGAGAA
301  AAAAGGATTG AACTAGGGGC AACGCAAGGT GGTGATGAGA AGAAAGAATA
351  TCGTCTTTGG AATCCATATC GTTCAAAGCT TGCCGCTGCC ATTTATGCTG
401  GTGTTGGGAG TATTCATATG AAACCAGGAT CGAAGGTTCT TTATTTGGGA
Reverso 451  GGTGCAAGCG GTACAACTGT GAGTCATGTG AGTGACTTGG TTGGACCCGA
501  AGGTATGGTT TATGCGATAG AGTTTTCGAA TCGCAGTGGT CGCGATCTTG
) ) 551  TTGATATGTC GAAAAGACGG CCCAACATTG TTCCCATTAT TGAAGATGCT
FibSOR: 601  CGTTATCCCA TGAAGTATCG AATGCTTGTG CCTATGGTCG ATTGCGTATT
5 GGCTCAAGTGAGGCTTGTTC 3 651  TATGGATGTT GCCCAACCAG ATCAAGCACG TATTCTTGCT CTTAATGCAC
701  AGGCATTTTT GAAGAACGGA GGCCATTATG TAATTTCAAT CAAGGCAAAC
Tm 60°C 751  TGTATTGATT CAACCTTGGA GGCTCCTGTT GTGATTGCAT CCGAATTGAA
801  TAAATTAAGA AAGGACCGTT TAAAGCCTTT AGAACAAGCC TCACTTGAGC
851  CGTTTGAAAG GGATCACGCC GTCGTGGTTG GGGTATATCG GTCCGTTAAG
901  AGGAAGACTG AATGA
Oligonucledtidos especificos para los genes:
Tc00.1047053506211.250- Tc00.1047053511287.150
En sentido Regién amplificada de Tc00.1047053506211.250 Producto:
Fib250F: 1 ATGCGCGGAG GCCGTGGTGG CGGAGGTCGC GGAGGTCGCG GCGGTGGACG
, , 51 TGGTGGTGGA CGCGGTGGTG GACGCGGTGG TGGTCGCGGC GGTGGACGTG
5" CTGGCGACAAAGTCCCTAGTGCC 3 101  GCGGTGGTGG TGGACGTGGC GGTGGTGGAC GTGGCGGTGG ACGTGGGGGG .
151  AGTTCGGCGG TGCGGGGTAA CGTTTTTCAG CCTCACGCTC GeaTGegrag | 1¢190Fibr: 307pb
Tm 68 °C 201  ATGCTACCTG CTTGCCGGCA AAGATACCCT GGCGACAAAG TCCCTAGTGC
251  CTGGCGTTTC CATCTACGGG GAAAAGCGTG TCAGTGGCAC CATTGCGGGG
Reverso 301  GAGACGGAGT CCACTGAGTT CCGTGTGTGG AATCCGTATC GCTCCAAGTT
351  GGCAGCTGCC ATTTATTCGG GTGTTGCTCA GATTTACATG GAGCCGGGTT
Fib250R: 13 e e R
h , TCGGACCTGG TAGGACCAGA TGTTGTC TA TGG AATTTTCCCA
5 GCTTCGTCATCTCCTCCAAG 3 501 TCGCAGTGGC CGTGACTTGG AGGAGATGAC GAAGCGCCGA AACAACATTG
551  TGCCCATCCT GGAAGATGCT CGCTATCCAC AGAAGTATCG CATGTTGATC
Tm 60°C 601  CCACGATTGG TGGATTGCAT CTTTATGGAT GTTGCCCAGC CGGATCAGGC
651  ACGTATCTTG GCGCTGAACG CGCAACATTT TCTGAAGGAA AATGGCGGGT
701  TTGTCATATC TATCAAAGCC AACTGCATTG ATTCCACTGC GGATCCCGCC
751  ACAGTATTTG CCTCTGAAGT GCAGAAACTA AAGGACTCCG GTCTGAGGCC
801  CAAGGAACAG GCCTCACTGG AGCCCTTTGA ACGTGATCAT GCCGTTGTTG
851  CAGGGTACTA CAAGTGTCCA CCGAAGTAA

Tabla 2: Caracteristicas de los oligonucleétidos usados en la reaccién de PCR. Los oligos fueron

disefiados por la Dra. Fein y amplifican regiones internas de los genes de fibrilarina.

4.3.2. Extraccion de los productos amplificados por PCR

Los productos de las amplificaciones se corrieron por electroforesis en gel de

agarosa 0.8% en TBE a 100 V por media hora, al termino, el gel fue tefiido con

bromuro de etidio a una concentracion de 0.5 ug/ml por 15 minutos, el gel se

observo en un transiluminador UV, el tamano de las bandas observadas fue

estimado a partir del marcador Tracklt 1Kb DNA Ladder (Invitrogen), se comparo

el tamafo de las bandas obtenidas con las esperadas y fueron recortadas del gel,
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posteriormente, la region cortada se coloco en una columna de fibra de vidrio y se
centrifugd a 6 Krpm por 5 min, el ADN se extrajo de la agarosa residual por medio
de la adicién de 1 volumen de la mezcla fenol:cloroformo 1:1 y finalmente con una
segunda extraccion volumen de cloroformo con dos centrifugaciones entre cada
extraccién de 5 min a 14 Krpm, recuperando la fase acuosa. Finalmente el ADN
fue precipitado con 2 volumenes de etanol absoluto y un décimo del volumen
inicial de acetato de sodio 300mM, a una temperatura de -20°C durante toda la
noche. Los tubos fueron centrifugados a 12 Krpm por 15 min, la pastilla fue

lavada con etanol al 70% y disuelto en 50 ul de TE.

4.3.3. Preparacion de células competentes de Escherichia coli por SEM
(Simple and Efficient Method)

En una caja de Petri con agar LB se cultivaron células de E.coli (JM109, DH5a) y
se pasaron las colonias durante 3 dias. Después se tomd una de las colonias y
se inoculé en medio YT2X con 30 ul de sales (MgCl, 1M y MgSO4 1M), estas
células fueron incubadas por toda una noche a 37°C, posteriormente se tomaron
100 pl de indculo y se colocaron en un matraz con 30 ml de YT2X y 300 pl de
sales. El cultivo se incub6 a temperatura ambiente y en agitacion, cuando el
cultivo llegd a una D.O.gpo de 0.6 se coloco el matraz en hielo durante 10 min,
pasado este tiempo se centrifugd por 10 min a 3 Krpm a 4°C, el botén se
resuspendio en 2.4 en TB con dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion final
de 7% y se incubaron en hielo por 10 min. Finalmente se colocaron en tubos
Eppendorf frios de 200 pl y se congelaron inmediatamente sumergiéndolos en

hielo seco con etanol. Para almacenar las células, se guardaron a -70°C.

4.3.4. Clonacion de productos amplificados en pGEM-T easy Vector y

trasformacion de bacterias competentes.

Las construcciones plasmidicas enfocadas al estudio de la transcripcion de
fibrilarina contienen secuencias de los pares de genes homdlogos de fibrilarina

del parasito, que fueron clonadas en pGEM-T Easy Vector (Promega), las
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regiones clonadas son liberadas del vector con el uso de enzimas de restriccion
que realizan cortes en la region de multiclonacién de pGEM, en este caso la

enzima que libera el inserto clonado es EcoRI.

Para clonar los productos amplificados se colocé en un tubo Eppendorf, 5 ul de
amortiguador 2x rapid ligation (Promega), 1ul de pGEM-T easy Vector (50ng), 1yl
de los productos de PCR limpios (cada gen en tubo diferente), 1ul de T4 ADN
ligasa (Promega) y 2ul Agua bidestilada. Los tubos fueron incubados toda una

noche a 4°C.

Para transformar las células de E. coli competentes con los productos clonados
se colocaron 2 pl de las construcciones plasmidicas junto con 50 pl de células
competentes JM109 en 2 tubos Eppendorf estériles (un tubo para cada fraccion
de gen clonado) con una agitacion suave por 50 seg a una temperatura de 42° C,
inmediatamente se colocaron en hielo por 2 min y se le adicionaron 950 ul de
medio SOC, los tubos se incubaron por 90 min a 37° C con agitacion constante,
después se tomaron 100ul, 300ul y 500ul de los cultivos y fueron espatulados en
cajas de agar LB con ampicilina (100ug/ml), con el fin de seleccionar las bacterias
transformadas, ademas, se les agregdé IPTG (0.5 mM) y X-Gal (80ug/ml) que es
usado para hacer mas facil la seleccidén de clonas, las cajas se incubaron por

toda una noche a 37°C.

Al siguiente dia se seleccionaron algunas clonas al azar (colonias blancas) y se
crecieron en medio LB con ampicilina para determinar si las bacterias contenian

el plasmido con los productos de las dos reacciones de PCR clonados.

4.3.5. Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina (Minipreps)

Después de la transformacién de bacterias se llevo a cabo una extraccion de
ADN plasmidico con el fin de caracterizar las colonias que contienen la
construcciones plasmidicas de interés, para esto se escogieron clonas al azary

se inocularon 3 ml de medio LB con ampicilina (100pug/ml) y se incubaron una
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noche horas a 37°C. Al dia siguiente, los cultivos se centrifugaron a 14 Krpm
durante 30 segundos, el sobrenadante se desecho y el boton se resuspendio en
100 pl de solucién de suspension fria (glucosa 500mM, Tris-HCI a pH 8.0 25 mM
y EDTA pH 8 10 mM) por 5 mins, después se agregaron 200 ul de solucién de
lisis recién hecha (NaOH 0.2N, SDS 1%), se mezclé por inversion 5 veces y se
coloco en hielo, inmediatamente se adicionaron 150 pul de solucion neutralizante
fria (acetato de potasio 5M, acido acético glacial al 10%), se mezcld por inversion
durante 10 seg y se mantuvieron en hielo por 5 min, pasado el tiempo se
centrifugd a 14 Krpm por 5 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y
se realizaron 2 extracciones, la primera con un volumen de la mezcla
fenol:cloroformo (1:1) y la segunda con un volumen de cloroformo, con dos
centrifugaciones entre cada extraccion de 5 min a 14 Krpm. EI ADN plasmidico se
precipitd con dos volumenes de etanol absoluto a una temperatura de — 20°C por
20 mins, después se centrifugd por 10 min a 14 Krpm, el sobrenadante se retiro,
el boton se lavd con etanol al 70% y se dejo secar por 2 min a temperatura
ambiente, finalmente el ADN fue resuspendido en 50 ul de TE con ARNasa (Tris
10mM pH 7.4, EDTA 0.2 mM ph 7.2, ARNasa 20 pg/ml), las muestras se

incubaron a 37 °C por una hora y almacenadas a -20°C.

4.3.6. Digestiones enzimaticas en construcciones plasmidicas

Los plasmidos extraidos se digirieron con enzimas de restriccion con el fin de
identificar las colonias que contenian, en su plasmido, un inserto de un tamafio

igual a los productos amplificados por PCR.

En los ensayos que se requirieron digestiones, tipicamente se cortaron 10 ug del
plasmido con el fragmento clonado, y se le adicionaron 2 ul de enzima de
restriccion (dependiendo las secuencias que flanquean el inserto), y se llevo a un
volumen final de 40 ul con agua bidestilada estéril, la incubacion fue a 37°C por lo

menos 5 horas. Por ultimo se corrieron por electroforesis en gel de agarosa al
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0.8% en TBE, el gel se tifid con bromuro de etidio (0.5 png/ml), finalmente

observado con un transiluminador UV.

4.3.7. Extraccién de ADN plasmidico a mediana escala (Midipreps)

Para obtener ADN plasmidico de mayor pureza de las clonas con el plasmido que
liberan el inserto de tamano esperado, se realizd una extraccion a mediana

escala (Midiprep) con el kit “QUIAGEN plasmid purification kit”.

Las bacterias transformadas fueron inoculadas en medio LB con ampicilina 100
ug/ml e incubadas a 37° C por una noche, al dia siguiente se centrifugaron a 6
Krpm por 15 mins a 4° C en rotor Sorvall SS34, el sobrenadante se elimind por
decantacion, posteriormente se siguid la metodologia del kit empleado, el cual, se
basa en la extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina y el uso de una

columna de afinidad.

4.3.8. Construcciones plasmidicas

Se seleccionaron dos plasmidos, uno proveniente de la reaccién de PCR para
amplificar una region interna de los genes
Tc00.104705351015.50/Tc00.1047053509715.40 y otro plasmido proveniente de
la reaccién de PCR que se uso para amplificar una region de los genes
Tc00.1047053506211.250/Tc00.1047053511287.150. Se tomd una alicuota de
cada plasmido y se llevé a una concentracion de 0.2 ug/ul con un volumen total
de 20 pl. Las secuencias de estas alicuotas se obtuvieron con ayuda de la M. Sc.
Patricia de la Torre que pertenece al Laboratorio No.7 del Departamento de
Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas (nueva cede), UNAM.
Con el fin de corroborar que los insertos fueran de las regiones amplificadas en
las reacciones de PCR para los dos pares de genes, a las secuencias recibidas

se les realiz6 un algoritmo tipo “Blast”.
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Los insertos fueron obtenidos después de digerir los plasmidos con EcoRIl y

purificados a partir de un gel de agarosa de la misma forma que fueron

purificados los productos de PCR, una vez obtenido los insertos, fueron marcados

radiactivamente y usados como sondas en los ensayos de Southern blot y

northern blot. Las caracteristicas de las construcciones plasmidicas se muestran

en la siguiente tabla:

Plasmido

Caracteristicas

pGEM-Tc50Fibr

Vector: pGEM-T easy Vector (3015 pb)

Gen clonado: Fragmento de los genes Tc00.104705351015.50
(100% idéntico) / Tc00.1047053509715.40 (99% idéntico) que
codifican para la proteina de fibrilarina en T. cruzi, entre los
nucledtidos 495 y 851 de la regioén codificadora.

Inserto: 356 pb que son liberados del vector con la enzima EcoRI

pGEM-Tc150Fibr

Vector: pGEM-T easy Vector (3015 pb)

Gen clonado: Fragmento de los genes Tc00.1047053506211.250
(97% idéntico) / Tc00.1047053511287.150 (99% idéntico) que
codifican para la proteina de fibrilarina en T. cruzi, entre los
nucledtidos 228 y 535 de la region codificadora.

Inserto: 307 pb que son liberados del vector con la enzima EcoRI

Tabla 3: Caracteristicas de las construcciones plasmidicas con fragmentos de los genes de fibrilarina

4.3.9. Preparacion de sondas con marca radioactiva.

Las sondas empleadas en estudios de Southern y northern blots de nylon se

elaboraron con el kit de marcaje “Amersham. Rediprime || Random Prime

Labelling System” (GE Healthcare). Se emplearon 50 ng de ADN por cada

sonda, dicho ADN fue desnaturalizado por calor (bafio Maria a temperatura de
ebullicion de H,O por 5 mins) en 45 ul de amortiguador TE (10 mM Tris HCI pH

8.0, 1mM EDTA), posteriormente se coloco en hielo por 5 mins, el ADN
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desnaturalizado se adicion6 en los respectivos tubos de reaccion junto con 5 pl
de marca [a-**P] dCTP (20u.Ci) y se incubaron a 37°C por 1 hora, la reaccién se
detuvo al agregarle 5 pul de 0.2 M EDTA y se alcanzo6 un volumen final de 100l
con TE. La sonda se extrajo de la marca libre al hacerla pasar por una columna
de Sephadex G-50. Finalmente se agregé a 10 ml de solucion de hibridacion
(50% Formamida, 4X Denhardts, 0.2% SDS, 120 mM Amortiguador de fosfatos,
SSC 2x, 2mM EDTA ph 8). Antes de su uso la sonda se calenté a temperatura

de ebulliciéon de agua por 10 mins y se colocé en hielo por 5 mins.

4.4. Caracterizacion de fibrilarina en T.cruzi por ensayos de Southern Blot y

northern blot de los genes de fibrilarina.
4.4.1. Experimentos tipo Southern blot.

El ADN obtenido de epimastigotes de T. cruzi (3ug por carril) o ADN plasmidico
(2ng por carril) fueron digeridos con endonucleasas de restriccion, y los
fragmentos de ADN resultantes se separaron por electroforesis en un gel
horizontal de agarosa 0.8% en 1x de TBE. Las bandas de ADN fueron
visualizadas después de tefiir el gel con 0.5 ug/ml de bromuro de etidio, en un
transiluminador de luz ultravioleta de onda corta. El gel se enjuagd con agua
desionizada y se coloco en solucion desnaturalizante (NaCl 1.5 M, NaOH 0.5M)
en agitacion durante 50 min a temperatura ambiente, concurrido el tiempo se
enjuago nuevamente y se colocé en solucién neutralizante (NaCl 1.5M, Triz-HCI
0.5M pH 7.5, EDTA 0.1mM) por 20 min, 2 veces, en agitaciéon moderada.
Posteriormente el ADN de los geles fueron transferidos a una membrana de nylon
(Amersham Hybond-N, GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Terminada la transferencia el ADN, se fij6 a la membrana por medio de radiacion
UV utilizando un Hoefer UV cross-linker (Hoefer Scientific Instruments) y se
bloqued la membrana con solucion de hibridacién (50% Formamida, 4X
Denhardts, 0.2% SDS, 120 mM Amortiguador de fosfatos, SSC 2x, 2mM EDTA
ph 8) a 42°C durante 2h. Las membranas fueron hibridadas con la sonda

marcada radiactivamente diluida en solucion de hibridacion a 42°C por 24h.
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Después de este tiempo las membranas fueron lavadas con una solucion de SSC
0.2x y SDS 0.1% durante 30 mins, 3 veces, entre cada lavado fueron enjuagadas
con una solucion de SSC 0.2x, por ultimo las membranas fueron expuestas en
pantalla radiografica (Kodak X Omat Ar Film) por 3 dias y reveladas en cuarto
oscuro. Por otra parte estas membranas también fueron expuestas a una
pantalla FX (FUJI) la imagen resultante fue capturada y digitalizada después de
24h de exposicion con el sistema Molecular Imagen (BioRad). El tamafo de los
fragmentos de digestion fue estimado en base a los marcadores usados (Lambda
Hindlll Ladder de Biolabs) y la cuantificacion de las sefales fue hecho con el

sofware Quantity One (BioRad).

4.4.2 Experimentos tipo northern blot

Se preparo un gel fundiendo 1 mg de agarosa en 73 ml de agua tratada con
DEPC en el horno de microondas, se dejo enfriar lo suficiente para poder agregar
10 ml de amortiguador MOPS/EDTA 10x y 16.2 ml de Formaldehido 37%, se
agité suavemente para homogenizar y se vacio en camara de electroforesis
(Pelle y Murphy, 1993). Se dejo gelificar a temperatura ambiente por 1 h, el
amortiguador de corrida usado fue MOPS/EDTA 1x. Sistematicamente se cargd
por carril 7 ug de ARN total en cada ensayo. El gel se pre-corrié a 60 V por 3 min
y una ves cargadas las muestras se corrieron a 70 V / 4.5 h. Posteriormente el
ARN del gel fue transferido a una membrana de nylon (Amersham Hybond-N, GE
Healthcare) y fijado mediante radiacién UV, dicha membrana fue bloqueada con
solucién de hibridacion sin sonda, posteriormente hibridada con la sonda
radiactiva por 24h a 42°C, lavadas 3 veces con solucion de lavado (SSC 0.2x,
SDS 0.1%), con 3 enjuagues (SSC 0.2x) y finalmente expuestas en pantalla
radiografica y pantalla FX. El control de tamafios de los fragmentos hibridados
fueron estimados a partir de los marcadores de tamafio de ARN usados (0.1-2 Kb
ARN Ladder y 0.5-10Kb Ladder, Invitrogen).
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4.4.3. Control de carga y niveles ARNm de fibrilarina

La cuantificacion relativa del ARNm de fibrilarina en los ensayos northern blot, se
llevé a cabo mediante el uso de la sonda pRTC 32 que proporciona una sefal a
1.6 Kb correspondiente al ARNr 24Sp (Ver Introduccion Fig. 6, Hernandez et al,
1988; Cevallos et al, 2005). Se ha descrito que la cantidad de ARNr depende de
la carga de ARNr total por carril y es evidente en geles de electroforesis tefidos
con bromuro de etidio. Al tener una sefal radiactiva cuantificable de hibridacion
en los ARNr, es posible obtener la cantidad relativa de cualquier transcrito con la
relacion: ARNm/ARNTr.

Con el sistema Molecular Imager FX (BioRad) y el programa computacional
Quantity One (BioRad) se cuantifico la radiactividad de las sefiales en los filtros
hibridados con las sondas de fibrilarina en los ensayos northern blot,
posteriormente se les retird la marca con 3 lavados en la solucion EDTA 10mM a
pH 7.2, SDS 0.1% a temperatura de ebullicién, al final las membranas se secaron
a temperatura ambiente. Las condiciones del ensayo de northern blot con la
sonda pRTC32 fueron las mismas que en los ensayos anteriores. Nuevamente la
cantidad de radiactividad en las sefiales de hibridacion con la sonda pRTC 32 se
obtuvieron con el sistema Molecular Imager FX (BioRad). Los niveles de
transcritos de fibrilarina se obtuvieron con la relacién: Cantidad de radiactividad
de ARNm de fibrilarina / Cantidad de radiactividad de RNAr 24Sp. El cociente
con mayor valor fue normalizado a 100% y bajo este criterio se obtuvieron los

porcentajes relativos de los otras hibridaciones.

4.5. Herramientas bioinformaticas:

4.5.1. Alineamientos, Patron de restriccion y Blast:

Los alineamientos de las secuencias a nivel de nucledtidos y aminoacidos de los

alelos de fibrilarina fueron hechos con el programa computacional ClustalW
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disponible en la pagina: http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ (EBI 2010) y DNAMAN
(Lynnon BioSoft 1996).

Los sitios de restriccion en los contig obtenidos (http://tritrypdb.org/tritrypdb/),
fueron analizados con el programa DNAMAN, el patrén de restriccion derivado de

las digestiones se editd con el programa Adobe PhotoShop Cs.

Los algoritmos Blast que se realizaron a las secuencias de los plasmidos pGEM-
Tc50Fibr y pGEM-T150Fibr fueron hechos en la pagina de NCBI:
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi. Este algoritmo compara la secuencia
ingresada (Query) con los genes anotados del genoma de T. cruzi. el resultado
indica el nombre del gen con el que mayor similitud existe (Sbjct), también
representa el alineamiento y cambios puntuales de nucledtidos de las dos

secuencias (Query y Sbjct).

4.5.2. Modelaje molecular:

Para modelar las probables estructuras terciarias de los genes de fibrilarina de T.
cruzi se utilizé el programa computacional en linea Phyre que se encuentra
disponible en la pagina: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre (Kelley y Sternberg,
2009). Los modelos producidos por este programa se basan en un alineamiento
de secuencias generado por un algoritmo PSI Blast, entre las fibrilarinas y
estructuras conocidas, el programa copia las coordenadas e inserta los residos
basados en las secuencias de aminoacidos de los genes Fib 50 y Fib 250. La
edicion de los archivos cirstalograficos (PDBs) obtenidos, se realizé en el

programa computacional PyMOL (Lyford, 2006).
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5. Resultados.

5.1. Obtencién de sondas especificas de los genes de fibrilarina

En primer lugar a cada uno de los alelos que codifican para fibrilarina encontrada
en el proyecto genoma de T. cruzi cepa CL Brener (http://tritrypdb.org/tritrypdb/)
se les asigno una clave que los diferencia facilmente uno de los otros. Para
asignar la clave, a cada gen de fibrilarina se antepuso la contraccion “Fib”,
seguido por los ultimos numeros después del ultimo punto de la clave de acceso
(ID) anotada en la base de datos. Esta clave fue usada para reportar todos los
resultados de los ensayos experimentales y discusiones del presente trabajo de
tesis, por lo que el alelo con ID: Tc00.1047053509715.40 se identificd con la
clave Fib 40, al alelo con ID Tc00.104705351015.50 se identifico con la clave Fib
50, al alelo con ID Tc00.1047053506211.250 se identificd con la clave Fib 250 y
por ultimo al alelo con ID Tc00.1047053511287.150 se le identificé con la clave
Fib 150.

Para la obtencién de las sondas homodlogas de los genes, fue necesario realizar
el alineamiento de los 4 alelos de fibrilarina en el programa ClustalW2 (Anexo la),
con el fin de conocer el porcentaje de similitud, identificar homologias en
secuencia entre ellos e identificar regiones que pudieran servir de molde para el

disefio de los oligonucledtidos iniciadores especificos para cada gen.

En general, la mayoria de las proteinas que se expresan en T. cruzi CL Brener se
encuentran codificadas por al menos un par de copias alélicas esto debido a la
naturaleza diploide del genoma de la cepa (El-Sayed et al. 2005), al finalizar el
analisis bioinformatico se identificaron como genes homologos a los alelos Fib 40
y Fib 50 debido que presentan 99% de similitud en secuencia entre ellos, de la
misma forma a los genes Fib 150 y Fib 250 que presentan 96% se similitud en
secuencia (Tabla 3), entre estos pares la similitud alcanza un 63 a 65% a nivel de

secuencia de nucledtidos y aminoacidos.
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Fib 40 Fib 50 Fib 150 Fib 250
Nt aa Nt aa nt aa nt aa
Fib 40 100% 99% 99% 63% 65% 63% 64%
Fib 50 100% 64% 64% 64% 64%
Fib 150 100% 96% 96%
Fib 250 100%

Tabla 4. Porcentaje de similitud en secuencia en los alelos de fibrilarina. Después del alineamiento de
los alelos con el programa ClustalW2, se obtuvo el porcentaje de similitud a nivel de secuencia de

nucledtidos (nt) y aminoacidos (aa), entre cada uno de los genes de fibrilarina.

Con el fin de simplificar el analisis bioinformatico entre los 4 alelos, se utilizaron
las secuencias de los genes Fib 50 y Fib 250 (Fig. 10) como representacion de
cada par de alelos en el disefio de los oligonucledtidos iniciadores. Los
oligonucledtidos nombrados como Fib50F y Fib50R se utilizaron en la reaccion de
PCR para amplificar una region interna del gen Fib 50 que comprende desde el
nucleotido 495 hasta 851, el producto de la amplificacion esperado fue de 356 pb
(Tc50Fibr). Los oligonucleotidos nombrados como Fib250F y Fib250R se
utilizaron en la amplificacion de la region interna del gen Fib 250 entre los
nucleodtidos 228 y 235, el producto de la amplificacion esperado fue de 307 pb
(Tc250Fibr).
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Fig. 10 Secuencias de los genes Fib50 y Fib250 de Trypanosoma cruzi. Las regiones subrayadas indican
las secuencias usadas como molde para disefiar los oligonucleétidos iniciadores en las reacciones de PCR;

debajo de cada secuencia, se muestra esquematicamente los amplicones de cada gen (rojo: Tc50Fibr y azul:

Tc250Fibr).

Fig. 11 Productos de lareaccion de PCR. A partir de ADN genémico digerido con EcoRI se realizé la
reaccion de PCR con los oligonucleotidos especificos para cada par de genes de fibrilarina. En el carril 1 se
muestra el producto Tc250Fibr (~307 pb), y en el carril 2 el producto Tc50Fibr, (~356 pb). El marcador de

tamafio corresponde a Tracklt 1 Kb DNA Ladder, Invitrogen (M).
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La reaccion de PCR se llevo a cabo a partir de ADN genomico digerido con
EcoRI. En la eleccion de la enzima se considerd que esta no cortara la region del
gen que se deseaba amplificar. Los productos obtenidos después de la reaccion
de PCR fueron corridos por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% y
posteriormente de tratar el gel con bromuro de etidio y colocarlo en el

transiluminador de luz UV, el tamafio de los productos se evidenciaron (Fig. 11).

Los productos de la amplificacion se extrajeron del gel por medio de una
centrifugacion en columna de fibra de vidrio y extracciones fenol:cloroformo, la
fase acuosa recuperada se le adicioné etanol absoluto, para promover la
precipitacion de los productos de PCR (Amplicones: Tc50Fibr y Tc250Fibr), se
elimind el etanol y los pastillas fueron resuspendidas en amortiguador TE. Los
amplicones Tc50Fibr y Tc250Fibr extraidos, se clonaron en pGEM-T easy Vector,
enseguida se realizo la transformacion de bacterias competentes E.coli (JM109,
DH5a) por choque térmico. Las bacterias fueron incubadas y espatuladas en
cajas de agar LB con ampicilina (100ug/ml), con el fin de seleccionar las bacterias
transformadas, ademas se les agregé IPTG (0.5 mM) y X-Gal (80ug/ml) que es
usado para hacer mas facil la seleccion de clonas que tienen no solo tienen

el plasmido (colonias azules) sino también inserto (colonias blancas), las cajas se
incubaron por toda una noche a 37°C. Se escogieron varias colonias blancas al
azar y se les extrajo el ADN plasmidico por lisis alcalina (miniprep). EI ADN
plasmidico de los minipreps se digiri6 con EcoRI y por electroforesis en gel de
agarosa se comparé el tamafio de los insertos clonados con los amplicones
Tc50Fibry Tc250Fibr. Se escogieron 2 clonas con insertos del mismo tamafio a
los amplicones y se les realiz6é una extraccion plasmidica a media escala
(midiprep) con el kit QUIAGEN plasmid purification kit, una alicuota de cada
purificacion fue procesada para obtener la secuencia los insertos. Las
secuencias recibidas se compararon con todo el genoma del parasito por medio
de un algoritmo “Blast” en la pagina: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, el
resultado de esta comparacion reveld que la secuencia de Tc50Fibr tiene una
identidad de un 100% con la secuencia anotada del gen Fib 50 y un 99% de

identidad al compararse con la secuencia anotada del gen Fib 40 (Anexo lla).
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Por otra parte la secuencia del inserto Tc250Fibr tiene una identidad de un 99%
con la secuencia anotada del gen Fib 150 y un 97% de identidad al comparar la
secuencia anotada con el gen Fib 250 (Anexo llIb). Los plasmidos con los
insertos gene-especificos fueron nombrados y clasificados como pGEM-Tc50Fibr
y pPGEM-Tc150Fibr debido a que los insertos tienen mayor similitud con los genes
anotados como Fib 50 y Fib 150 respectivamente (Fig. 12, Ver: Tabla 3 en
Material y Métodos). Los insertos Tc50Fibry Tc150Fibr, liberados de los
plasmidos con la enzima EcoRI (Fig. 13A), se purificaron, posteriormente
marcados radiactivamente con el kit Amersham. Rediprime Il Ramdom Prime
Labelling System para ser usados como sondas en experimentos de hibridacion

tipo Southern blot y northern blot.

Tc150Fibr
Tc50Fibr

pGEM-Tc50Fibr pGEM-Tc150Fibr
3371pb 3322pb

Fig. 12 Pldsmidos pGEM-Tc50Fibr y pGEM-Tc150Fibr. Los plasmidos se construyeron a partir del Vector
pGEM-T Easy (3015pb). (A) El plasmido pGEM-Tc50Fibr contiene el inserto Tc50Fibr de 356pb (rojo). (B) El
plasmido pGEM-Tc150Fibr contiene el inserto Tc150Fibr de 307pb (azul marino). Los fragmentos se

encuentran dentro de la region multiple de clonacion (verde) y son flaqueados por sitios de restriccion EcoRI.

Uno de los objetivos marcados en este trabajo comprende la caracterizacion
especifica de los genes de fibrilarina, por lo que fue necesario comprobar la
especificidad de las sondas obtenidas, descartando alguna probable hibridacion

cruzada.
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5.2. Ensayos de hibridacién cruzada para las sondas gene-especificas

5.2.1. Ensayo de hibridacién cruzada entre sondas: Tc50Fibr y Tc150Fibr, y
los plasmidos: pGEM-Tc50Fibr y pGEM- Tc150 Fibr.

El primer ensayo fue dirigido para descartar la probable hibridacion entre la sonda
Tc50Fibr y la sonda Tc150Fibr, aunque al alinear las sondas el porcentaje de

identidad obtenido fue relativamente bajo: 16% (Anexo llic).

En 8 carriles de un gel de agarosa al 0.8% se corrieron por electroforesis los
plasmidos pGEM-Tc50Fibr y pGEM-Tc150Fibr superenrollados y digeridos con
EcoRI, (Fig. 13 A), posteriormente el ADN separado por tamario se transfirio y fijo
a 2 membranas de nylon, cada filtro se hibridd por separado con las sondas
Tc50Fibry Tc150 Fibr por toda una noche, pasado este tiempo, los filtros se
lavaron para retirar la marca libre. La exposicion en placa radiografica de los
filtros fue de 1 hora, posteriormente las placas radiograficas se revelaron. En las
placas se observé que no habia reconocimiento de la sonda Tc50Fibr por el
inserto Tc150Fibr liberado del vector, de la misma forma la sonda Tc150Fibr no
reconocio al inserto Tc50Fibr liberado del vector, solamente hubo sefial de
hibridacién en las regiones del filtro que se encontraba el inserto del que

provenian las sondas y donde se encontraba el vector (Fig. 13 B y C).

Fig.13 Ensayo de hibridacién cruzada entre las sondas de fibrilarinay los plasmidos pGEM-Tc50Fibr
y pGEM- Tc150 (A) Patron tefiido con bromuro de etidio de los plasmidos pGEM-Tc50Fibr y pGEM-

Tc150Fibr en forma superenrollada (carriles 1y 3 respectivamente), y digeridos con EcoRlI (carriles 2 y 4,
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respectivamente) corridos por electroforesis en gel de agarosa (ensayo por duplicado, 8 carriles en total) y
transferidos a membrana de nylon para realizar ensayos tipo Southern blot. (B) Hibridacién de las
construcciones plasmidicas con la sonda Tc50Fibr. (C) Hibridacion de las construcciones plasmidicas con la

sonda Tc150Fibr. Como marcador de tamarfio se uso Lambda Hindlll Ladder (M)

5.2.2. Ensayo de hibridacion gene-especifica con las sondas Tc50Fibr y
Tc150Fibr.

Para determinar si la sonda Tc50Fibr hibridaba especificamente con los genes
Fib 40 y Fib 50, y la sonda Tc150Fibr hibridaba especificamente con los genes
Fib 150 y Fib 250, se disefio un ensayo de hibridacion tedrico en el cual el patrén

de hibridacion esperado resultara diferente para cada uno de los genes.

Los contextos gendmicos (contig) de cada uno de los alelos de fibrilarina
utilizado, se obtuvieron de la base de datos de http://tritrypdb.org/tritrypdb/. La
localizacion cromosdmica de los contig son: gen Fib 40: TcChr4-P:86000,99500;
gen Fib 50: TcChr4-S:86000,99800; gen Fib 150:TcChr40-P:457700,473500; gen
Fib 250: TcChr40-S:454000,472000. Con el programa computacional DNAMAN
se determind el sitio de corte por diversas endonucleasas en la secuencia
obtenida de cada contig. Los aspectos que considerados en las enzimas de
restriccion fueron: 1) No cortar la secuencia del alelo donde la sonda hibrida, 2)
Los fragmentos de ADN donde se encontraban los alelos fueran de distintos
tamanos. Las enzimas Bgll EcoRI y Hindlll cubrian los aspectos requeridos para
el analisis. El mapa de restriccion de los contigs de esquematiza en la Fig. 14 A.
Se analizaron los tamanos de los fragmentos de ADN esperados de cada
digestion, se representé graficamente el patron tedrico de sefiales de hibridacion
entre las sondas Tc50Fibr y Tc150Fibr, y los fragmentos de ADN separados. El
diagrama tedrico de las sefiales de hibridacion en los filtros se realizd con
DNAMAN y Adobe PhotoShop Cs (Fig 14 B).

Después obtener el patron tedrico de hibridacion, se realizé la digestion de ADN
gendmico extraido de un cultivo de epimastigotes en fase logaritmica tardia (30 x

10° cel/ml) con las enzimas Bgll EcoRI y Hindlll. Electroforéticamente se
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separaron los fragmentos de ADN, posteriormente se transfirieron a 2
membranas (3 digestiones con cada enzima por membrana; Fig.15 A) y se fijo por
medio de radiacion UV.

Cada filtro se hibrid6 por separado con las sondas Tc50Fibry Tc150Fibr
marcadas radiactivamente por toda una noche y después de los lavados se
expusieron por 20 dias en una placa radiografica. El patréon de las sefiales de

hibridacién se hizo evidente después del revelado de la placa (Fig. 15 B).
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Fig. 14 Mapa de sitios de restriccion. (A) Con ayuda del programa DNAMAN se obtuvieron los sitios de
restriccion Bgll EcoRI y Hindlll, de los contextos gendmicos (contig) de los 4 alelos de fibrilarina obtenidos de
la base de datos: http://tritrypdb.org/tritrypdb/, las flechas representan los genes encontrados en las
secuencias utilizadas, en rojo tenemos el gen Fib 50, en verde el gen Fib 40, en azul el gen Fib 250 y en
dorado el gen Fib 150. Los sitios enmarcados flanquean las regiones donde se alinean las sondas Tc50Fibr
(rectangulo rojo) y Tc150Fibr con los alelos (rectangulo azul) (B) Diagrama teérico hecho en el programa

computacional DNAMAN de las hibridaciones entre las sondas gene-especificas de fibrilarina y ADN digerido
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con las enzimas Bgll EcoRl y Hindlll. El tamafio de los fragmentos donde se realiza la hibridacién es

marcado.

Fig.15 Hibridacion gene-especifica de los alelos de fibrilarina con las sondas Tc50Fibr y Tc150Fibr.
(A) EI ADN extraido de epimastigotes fue digerido con las enzimas Bgll, EcoRI y Hindlll, los fragmentos
fueron separados en tamarios por electroforesis en agarosa (las digestiones se hicieron por duplicado, 6
carriles en total). El ADN digerido separado electroforeticamente se transfiri6 a membranas de nylon para
realizar los ensayos de hibridacion tipo Southern blot. (B) Hibridacién entre el ADN digerido y la sonda
Tc50Fibr (C) Hibridacion entre el ADN digerido y la sonda Tc150Fibr. Los tamafios de los fragmentos
digeridos donde se llevé acabo la hibridacién son marcados. La aparicion de dos bandas por carril indica la
separacion de los alelos por medio de las digestiones. Como marcador de tamafo se uso Lambda Hindlll
Ladder, Biolabs (M).

5.3. Ensayo de hibridacién con los transcritos de fibrilarina utilizando las

sondas Tc50Fibr y Tc150Fibr durante el crecimiento de T. cruzi.

Para determinar la presencia y comportamiento del ARNm de fibrilarina durante el
crecimiento de epimastigotes en medio LIT, se realizdé un ensayo tipo northern
blot con la extraccion del ARN total con Trizol a 4 cultivos paralelos en diferentes
dias de incubacién dentro de la curva de crecimiento. La cantidad de parasitos
presentes en los cultivos se monitoreo mediante conteo de células en camara
Neubauer en los dias: 1, 4, 7, 11, 16, 20 y 23 dias de incubacion (Fig 16B), en la

Tabla 5 se muestra la densidad de parasitos en los dias donde se llevo la cuenta.
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La extraccion de ARN total del cultivo de epimastigotes en fase logaritmica
temprana se realizé a los 4 dias de incubacién. La extraccion de ARN total en del
segundo cultivo en fase estacionaria temprana se realiz6 a los 11 dias de
incubacion. EI ARN total proveniente de la poblacion en fase estacionaria tardia
se realizé a los 20 dias de incubacion. La ultima extraccion de ARN total fue
enfocada a analizar la recuperacion en los niveles de transcripcion de los genes
de fibrilarina, a partir de un cultivo en fase estacionaria tardia (20 dias de
incubacion), se realizé una dilucién en 5 frascos con medio LIT nuevo a una
concentracion final de 1 x 10° cel/ml y después de 3 dias de incubacion (dia 23)

se realizo la extraccion de ARN total (Tabla 5).

Densidad de parasitos (106 cel/ml) ARNtot
Cultivo: 1 2 3 4 Promedio | (ng/ul)
0 1 1 1 1 1.00
4 9.75 9 8.75 9 9.13 3.1
s 7 4925 | 545 | 49.75 51.17
8 11 7425 | 80.25 | 825 79.00 2.05
3 16 7525 | 80.25 77.75
I 20 7425 | 76 75.13 1.54
§ Dilucion (4) 41 4.2 4.3 4.4 4.5
20 1 1 1 1 1 1.00
23 1.75 15 1 1.25 1 1.38 1.00

Tabla 5. Cantidad de parasitos por mililitro en diferentes dias de incubacién y concentracion de ARN
total extraido. En la tabla se muestra la cuenta de parasitos en camara Neubauer de los cultivos utilizados
en la extraccion de ARN total, con asterisco se sefialan el dia en que se llevo a cabo la extraccion de ARN

total. Se reporta concentracion del material ribonucleico extraido.

La cantidad de ARN total que se cargd por cada carril en el gel desnaturalizante
de agarosa 1% fue de 7 nug, se corrio electroforéticamente, posteriormente el
material fue transferido a 2 membranas de nylon (4 carriles por filtro
correspondientes a cada una de las extracciones ARN total en la curva de
crecimiento), y se realizé la hibridacion con las sondas marcadas radiactivamente
Tc50Fibr y Tc150Fibr por separado, después de los lavados se expusieron en
placa radiografica. El comportamiento del transcrito se hizo evidente después de

revelar dichas placas (Fig 16A).
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En las 2 hibridaciones se hizo evidente dos transcritos correspondientes a los dos
genes de fibrilarina de aproximadamente 2.1Kb que durante el crecimiento del
parasito baja la cantidad de transcrito aparentemente, el nivel de transcrito
aumenta a niveles comparables con los iniciales después de inocular los
epimastigotes envejecidos en medios LIT frescos. La intensidad de sefial fue
detectada con pantalla FX y cuantificada con el programa computacional Quatity
One de BioRad.

La cuantificacion relativa del ARNm de fibrilarina en los ensayos northern blot, se
llevé a cabo mediante el uso de la sonda pRTC 32 que proporciona una sefal a
1.6 Kb correspondiente al ARNr 24Sp (Fig. 16A). La intensidad de sefial fue
cuantificada de la misma forma que los transcritos de fibrilarina y se obtuvo el
nivel relativo de los transcritos de fibrilarina ajustado la con la carga de ARNr por
carril utilizando la relacion: ARNm fibrilarina / ARNr. La relacion con el valor
numeérico mas alto fue normalizada como 100% en cada ensayo de hibridacion
(Fig 16B).

Los niveles de ARNm de fibrilarina normalizados, indican una disminucion
pequefia en cultivos viejos de epimastigotes donde la célula ha dejado de
dividirse, al parecer la cantidad de transcrito presente recupera los niveles
iniciales, cuando las células son colocadas en las condiciones 6ptimas de

proliferacion.
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% ARN

Fig. 16 Porcentaje de ARNm de fibrilarina durante el crecimiento de epimastigotes. (A) Se extrajo ARN
total de cultivos de epimastigotes con 4, 11, 20 y 23 dias de crecimiento. El cultivo con 23 dias corresponde
a una dilucién a partir del cultivo con 20 dias en medio fresco. EI ARN total integro, se corrié en gel de
agarosa y se transfirid a membranas de nylon para realizar ensayos de northern blot con las sondas gene-
especificas de fibrilarina. El tamafio determinado del ARNm de fibrilarina en las dos hibridaciones fue de
~2.1Kb. Como control de carga se uso la sonda pRTc32 que muestra una seial de 1.6 Kb correspondiente al
ARNr 24Sp. (B) El numero de parasitos se grafico con respecto al tiempo de cultivo (¢). Los niveles de
ARNm de fibrilarina se obtuvieron a partir de la relacion ARNm de Fib / ARNr 24Sp de las cantidades de
marca radiactiva por tiempo. Los valores se graficaron en porcentaje (eje secundario) con respecto al tiempo
del cultivo, la relacién con mayor valor en la relacidon obtenida entre el transcrito y ARNr ribosomal se
normalizé a 100%. (A Nivel de ARNm Fib 40/ Fib50; e Nivel de ARNm Fib 150/ Fib 250).
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5.4. Ensayo de hibridacién con los transcritos de fibrilarina utilizando las

sondas Tc50Fibr y Tc250Fibr en poblaciones diferenciadas de T. cruzi.

Para caracterizar el ARNm de fibrilarina en estadios proliferativos y no

proliferativos de epimastigotes, primero de extrajo el ARN total con Trizol de 3

cultivos de T. cruzi. La primera extraccion se realizd a partir de un cultivo de

epimastigotes en fase de crecimiento exponencial (Fig. 17A), el segundo de

epimastigotes en fase estacionaria, donde las células han dejado de multiplicarse,

y por ultimo un cultivo enriquecido con tripomastigotes metaciclicos (Fig. 17A).

Estas formas no replicativas se obtuvieron al inocular epimastigotes de fase

logaritmica en medio M-16 (ver Material y métodos). Este medio es bajo en

nutrientes e imita las condiciones que existen en la orina del triatomino

induciendo la diferenciacion por estrés nutrimental. Aunque no todas las células

presentes en el medio se diferencian experimentalmente se ha observado que

mas del 50% de la cuenta total de parasitos se identifican como tripomastigotes

metaciclicos. La cuenta de parasitos en camara Neubauer se reporta en la

siguiente tabla:

Rendimiento de

tripamostigotes metaciclicos (Meta)

Dias de Densidad de parasitos | ARNtot
. - 6 ARN por celula
incubacién (10° cel/ml) (ng/plh) (107 ugRNA/cel)
Epimastigotes de Fase logaritmica
4 9.75 2.92 9.83
(F log)
Q | Epimastigotes de Fase estacionaria 1.20
=] 12 78.75 2.84
]
3 (F est)
Cultivos enriquecido en 1.57
9* 37 1.75

Tabla 6. Cantidad de parasitos por mililitro y concentracién de ARN total extraido de parasitos

diferenciados. En la tabla se muestra la cuenta de parasitos en camara Neubauer de los cultivos utilizados

en la extraccion de ARN total, se sefala los dias de incubaciéon en medio M-16 de epimastigotes (*), dia en

que se llevé a cabo la extraccion de ARN total. Se reporta concentraciéon del material ribonucleico extraido.

Se cargd 7 ug de ARN total por cada carril en el gel desnaturalizante de agarosa

1%, se corrio electroforéticamente, posteriormente el material fue transferido a 2

membranas de nylon (3 carriles por filtro correspondientes al ARN total extraido

de los diferentes estadios), y se realizé la hibridacion con las sondas marcadas
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radiactivamente Tc50Fibr y Tc150Fibr por separado, después de los lavados se
expusieron en placa radiografica. Después de revelar dichas placas se analiz6 el

comportamiento del transcrito en las diferentes poblaciones (Fig 17B).

En esta hibridacion se confirmé la presencia de los transcritos de fibrilarina de
~2.1Kb que se hicieron evidentes en los ensayos de la curva crecimiento, en este
ensayo prevalece la pequefia disminucion de los transcritos de fibrilarina en fase
estacionaria. En cultivos enriquecidos con estadios metaciclicos se observa una
disminuciéon mas evidente en los dos mensajeros de fibrilarina. Para corroborar
esta tendencia se obtivo la cantidad relativa de transcrito con pantalla FX,

cuantificada con el programa computacional Quatity One de BioRad.

Nuevamente la se utilizé la sonda pRTC 32, la intensidad de sefal
correspondiente al ARNr 24Sp fue cuantificada de la misma forma que los
transcritos de fibrilarina y se obtuvo el nivel relativo de los transcritos de fibrilarina
ajustado la con la carga de ARNr por carril utilizando la relacién: ARNm
fibrilarina/ARNr. Una vez mas la relacién con el valor numérico mas alto fue

normalizada como 100% en cada ensayo de hibridacion (Fig 17C).
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Fig 17. Porcentaje de ARNm de fibrilarina en epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos. (A)
Fotografias de cultivos de epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos con el set de tincion Hema 3 (B) Se
extrajo ARN total de epimastigotes en Fase Logaritmica (FL) Fase Estacionaria (FE) y un cultivo enriquecido
con tripomastigotes metaciclicos (Mc) EI ARN transferido en membrana de nylon se hibrido con las sondas
gene-especificas de fibrilarina. Como control de carga se uso la hibridacién de ARNr con la sonda pRTc32.
(C) Los niveles de ARNm de fibrilarina se obtuvieron a partir de la relacién ARNm de Fib / ARNr 24Sp de las
cantidades de marca radiactiva por tiempo. Los valores se graficaron en porcentaje con respecto al tipo de
cultivo. En rojo se muestra el nivel de ARNm Fib 40 / Fib 50 y en azul el nivel de ARNm Fib 150 / Fib 250, la

relacién con mayor valor en cada hibridacion se normalizé a 100%.
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6. Discusion.

La fibrilarina es una proteina nucleolar capaz de metilar la ribosa en la posicién 2’
en nucledtidos especificos del pre-ARNr. Durante la biogénesis de los ribosomas
esta proteina forma un complejo activo al asociarse con 3 proteinas accesorias:
15.5k, Nop56 y Nop58 (Bachellerie y Cavaillé, 1997; Bachellerie y Cavaillé, 1998;
Barth et al, 2008; Dunbar et al, 2000; Reichow et al, 2007). Este complejo
proteico es guiado por el apareamiento del pre-ARNAr con las secuencias de los
ARN pequerios nucleolares (snoRNA) de clase C/D (Alberts et al, 2000;
Bachellerie y Cavaillé, 1997; Barth et al, 2008; Dunbar et al, 2000; Jansen et al,
1991; Raska et al, 2006; Reichow et al, 2007; Rosete et al, 2007; Uliel et al,
2003).

La fibrilarina ademas de participar en la arquitectura del nucleolo y en la
modificacion del ARNTr, ha sido utilizada como marcador de las funciones
nucleolares en diferentes organismos (Barneche et al, 2000, David et al, 1997;
Dunbar et al, 2000; Jansen et al, 1991; Jiménez-Garcia et al, 2008, Tollery et al,
1991).

Uno de los intereses del grupo de trabajo del Dr. Roberto Hernandez se centra en
la biogénesis del ribosoma, particularmente del ARN ribosomal y en la
estructuracion del nucléolo de T. cruzi (Castro et al, 1981; Hernandez et al, 1988;
Hernandez et al, 1990; Gdmez et al, 1991; Hernandez-Rivas et al, 1992; Cevallos
et al, 2005; Lopez-Velazquez et al, 2005). Se ha reportado que en estadios no
proliferativos el nucleolo se desensambla y la transcripcion de ARNr se abate

(Elias et al, 2001, Nepomuceno et al, Datos no publicados).

En el presente trabajo se presenta la caracterizacion del sistema génico de

fibrilarina y sus transcritos en diferentes condiciones de proliferacion celular.

El genoma de T. cruzi cepa CL Brener se encuentra disponible en la base de
datos de genedb (Aslett et al, 2010, Weatherly et al, 2009, Westenberger et al,
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2005). Dentro de los datos reportados en genedb se contempla, la localizacion
cromosdmica de cada gen distinguiendo entre los haplotipos Esmeraldo (S) y No-
Esmeraldo (P), acceso a la base de datos de TriTryp, localizacion celular y
proceso biolégico en el que esta involucrada la proteina codificada, funcién
molecular, secuencia en nucledétidos y aminoacidos. La clave de acceso (ID) de
los genes reportados como fibrilarina putativa dentro de la base de datos de
genedb son los siguientes: Tc00.1047053510105.50, Tc00.1047053509715.40,
Tc00.1047053511287.150 y Tc00.1047053506211.250. Las principales
caracteristicas de estos alelos se reportan en la Tabla 1. Como se mencioné en
los Resultados a cada gen se le asignd una clave con el fin de facilitar el analisis
durante la realizacién del presente trabajo de Tesis, la nomenclatura usada
contempla en primer lugar la contraccion “Fib” seguido por los ultimos numeros
del ID.

Para iniciar la caracterizacion del sistema génico de fibrilarina se realizé un
analisis bioinformatico, con ayuda del programa computacional ClustalW se

obtuvo el alineamiento a nivel nucledtidos de los alelos de fibrilarina (Anexo 1).

Con el analisis de los porcentajes de similitud entre los alelos se dedujo que el
par de genes Fib 40 / Fib 50 (99% de identidad) y el par Fib 150 / Fib 250 (96%
de identidad) se encuentran relacionados estrechamente, probablemente la copia
de cada alelo fue adquirida en los eventos de hibridacién que dieron origen a la
cepa, por lo que se considera que el sistema génico de fibrilarina es un sistema
integrado por 2 genes, cada gen esta representado por 2 alelos, de los cuales
uno es de haplotipo Esmeraldo y el otro No-Esmeraldo (Sistema de 2 pares
alélicos). Cuando se realiz6 el alineamiento entre el par Fib 40 / Fib 50 y Fib 150
/ Fib 250 se observé una similitud del 63 a 64%, dichas diferencias se observan

principalmente en la regidon 5’ de las secuencias (Anexo I).

También se analizé el alineamiento a nivel de aminoacidos, el porcentaje de
similitud en par Fib 40 / Fib 50 fue de 99%, sin embargo un rasgo que llama la

atencion es la presencia una elongacion de 12 residuos en la regiéon amino

68



terminal, esto puede deberse a una mala anotacion en la base de datos del alelo
Fib 40, también cabe considerar que esta extensidon se encuentra dentro del
dominio variable de la proteina (Uliel, 2004). En el alineamiento entre el par Fib
150 / Fib 250 observé una identidad del 96%, se observan 11 sustituciones y 1
delecion, los aminoacidos que sustituyen no son similares propiedades (Anexo
V). El alineamiento entre el Fib 50 y Fib 150 muestra un 64% en similitud,
ademas se distinguen los elementos caracteristicos encontrados en ortélogos de

fibrilarina en otras especies (Fig. 18; Uliel et al, 2004).

Fib 50 60
Fib_150 51
*.. S . * % *kkkhkk Kkhkkhkkhkkkk*k .. * x . *.**** * k% *****.
Fib 50 AGAK-VVVEPHMLHPGVFISKGKADSLCTLNMVPGVSVYGEKRIELGATQGGDEKKEYRL 119
Fib 150 SAVRGNVFQPHARMRGCYLLAG-KDTLATKSLVPGVSIYGEKRVS-GTIAGETESTEFRV 109
- . *.:** * 13 * *k:*k.*k .:*****:*****:. *: * *..*:*:
Fib 50 WNPYRSKLAAATYAGVGSIHMKPGSKVLYLGGASGTTVSHVSDLVGPEGMVYAIEFSNRS 179
Fib 150 WNPYRSKLAAATYSGVAQIYMEPGSSVLSLGAASGTTVSHVSDLVGPEGVVYAVEFSHRS 169

AKkhkkkkhkhkkAkhkkhkkhkhkk o k% Kekehkhkk kK Kk K AkhkAXAAAkAAhAkAkhAkAkhhk ek ko hkhkok*k

Fib 50 GRDLVDMSKRRPNIVPIIEDARYPMKYRMLVP-MVDCVFMDVAQPDQARILALNAQAFLK 238
Fib 150 GRDLEEMTKRRNNIVPILEDARYPQKYRMLIPRLVDCIFMDVAQPDQARILALNAQHFLK 229

* Kk Kk Kk ek ekkhkk KAhkkhkkhkkoekkhkkhkhkkhkk K(hkkhkkk ok cekAhkkoekkAhk Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak khkkhkk  *%k%

Fib 50 NGGHYVISIKANCIDSTLEAPVVIASELNKLRKDRLKPLEQASLEPFERDHAVVVGVYRS 298
Fib 150 ENGGFVISIKANCIDSTADPATVFASEVQKLKDSGLRPKEQASLEPFERDHAVVAGYYKC 289
- -.* :************ :...*:***::**:._ *:* ***************.* *:.

Fib 50 VKRKTE 304
Fib 150 PPK--- 292

Fig. 18 Estructura primaria de las 2 isoformas de fibrilarina. En la estructura primaria de las dos
isoformas es posible identificar los elementos caracteristicos de fibrilarina como es su tamaiio, la region
amino terminal rica en glicina y arginina (gris), el final de la region GAR marcada con el dipéptido PH
(negrita), la region conservada entre especies donde alberga el centro catalitico (morado) y el residuo que

se cree interactia con el co-factor Adomet (amarillo).

En los modelos obtenidos de estructura terciaria de las dos isoformas de
fibrilarina en T. cruzi se distingue la region catalitica altamente conservada la cual
esta integrada por 7 laminas 3 plegadas rodeadas por 3 hélices a de cada lado,
por otra parte los cambios estructurales son mas evidentes en la region GAR del
extremo amino terminal lo que coincide con las estructuras reportadas de

fibrilarinas en otros organismos (Fig 19; Uliel et al, 2004).
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Fig. 19 Modelaje molecular de las 2 isoformas de fibrilarina. (A) Estructura cristalografica de la fibrilarina arquea (1FBN). Los principales elementos de la
estructura se identifican en colores (Rojo: a-helices; violeta: b-plegadas; gris: regién variable) Imagen: Uliel, 2009. (B) Modelo molecular de la estructura cristalografica

de Fib 50. (C) Modelo molecular de la estructura cristalografica de Fib 250.



Existen pocos reportes de organismos que expresan isoformas de fibrilarina como
por ejemplo: Trypanosoma. brucei y Arabidopsis talhiana (Barneche, 2000; Pih et
al. 2000), T. cruzi (CL brener) tiene 2 genes que probablemente codifiquen esta
proteina y ademas son distintos en un porcentaje considerable, lo que hace este

sistema génico interesante para su caracterizacion.

En el presente estudio fue necesario obtener secuencias especificas de los 2
genes con el fin de ser usados como sondas gene-especificas en la
caracterizacion de los contigs de los alelos y en la expresion de transcritos. Los
insertos son liberados de la region multiple de clonacion con la enzima de

restriccion EcoRlI (Fig 12), para ser utilizadas como sondas moleculares.

Antes de poder utilizar las sondas en la caracterizacién génica y expresion de
transcritos, fue necesario realizar ensayos dirigidos descartar alguna hibridacion

cruzada. Situacion comprobada experimentalmente (Fig. 13)

De igual forma se caracteriz6 la especificidad de las sondas en el reconocimiento
de las regiones codificadoras de los alelos de fibrilarina, con ensayos tipo

Southern blot utilizando ADN gendmico digerido (Fig. 15)

Se caracterizaron los transcritos reconocidos por las sondas Tc50Fibr y
Tc250Fibr. Esto se hizo de ARN total aislado de epimastigotes en diferentes

fases de la curva de crecimiento (Fig. 16 B).

Proponemos que el tamafo del ARNm maduro codificador de los genes Fib
50/Fib 40 y Fib 150/Fib 250 es de ~2.1Kb (Fig. 16 A), ya que este tamafio es
consistente con el reportado para el transcrito de fibrilarina (NOP1) de la especie
africana Trypanosoma brucei (Barth et al. 2008). EI ARNm de fibrilarina es de un
tamano suficiente para albergar la region codificadora de la proteina, junto con la
region del miniexon en el extremo 5’ y la cola de poli A en el extremo 3’ que se
agregan a los ARNm durante el procesamiento de trans-splicing (Fig. 2). Enla

placas radiograficas de la Fig. 16 A se observan 2 bandas de mayor tamafio a 2.1



Kb, estas probablemente provengan de la hibridacion de las sondas Tc50Fibr y
Tc150Fibr, con los posibles precursores del ARNm de fibrilarina, ya que se ha
reportado ampliamente que en la transcripcion de los tripanosomatidos se
generan unidades policistronicas de ARN que posteriormente son procesadas por
mecanismo de trans-splicing (Haile y Papadopoulou, 2007; Stiles et al. 1999). La
banda que se observa debajo de 2.1 kb probablemente corresponda de la

degradacion de ARNm de fibrilarina.

La curva de crecimiento de epimastigotes representa una condicion experimental
util para analizar la biologia proliferativa de un parasito que transita de un estadio
de division celular a otro donde no se divide. Sabemos que la transcripcion total y
el nucléolo son regulados en concierto con el estado de proliferacién de
epimastigotes. Fibrilarina, proteina involucrada en la biogénesis de ribosomas es
probablemente expresada diferencialmente en estadios proliferativos y de

diferenciacion (Cevallos et al, 2005; Tyler y Egman, 2001).

La abundancia del transcrito de fibrilarina disminuye conforme el cultivo envejece
(20 dias de incubacién), posteriormente cuando estos parasitos son colocados en
medio fresco, la cantidad de ARNm aumenta a niveles comparables a los iniciales
en un tiempo relativamente corto (3 dias de incubacion en medio fresco). Esta
situacion fue corroborada cuantitativamente con el programa computacional
Quatity One (BioRad) y la hibridacion de los filtros con una sonda con secuencias
génicas del ARNr como control de carga (Cevallos et al, 2005). Las sefales
fueron normalizadas como es descrito en Material y métodos, y son reportadas
como porcentajes en la Fig. 16 B junto con la curva de crecimiento de

epimastigotes.

Goldenber y colaboradores reportaron que los epimastigotes de Fase
Estacionaria pierden la capacidad de proliferar y la transcripcion disminuye
(Goldenberg et al, 1985). En T. brucei se observo que en fases estacionarias y

fases infectivas, la sintesis de ARN es practicamente nula (Pays et al, 1993). En
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el afno 2000, Tyler y Egman describieron que la elongacion flagelar, la perdida de
la capacidad de proliferar y la baja transcripcién, son algunos de los factores
importantes que provocan la diferenciacién del parasito a fases infectivas/no
proliferativas (Tyler y Egman, 2000); en el afio 2001 demostraron que la
elongacion de los epimastigotes de fase logaritmica esta estrechamente
relacionada con disminucion de la concentracion de glucosa produciendo las
formas estacionarias de epimastigotes (Tyler y Egman, 2001). Eliasy
colaboradores en el aiio 2001 describieron que en estadios donde el parasito no
prolifera, como lo son los tripomastigotes metacicliclos y epimastigotes de fase
estacionaria, existe una desorganizacion del nucleolo y la sintesis de ARN
ribosomal disminuye (Elias et al, 2001). Fibrilarina al ser una proteina que
participa en la arquitectura del nucleolo y en la modificaciéon de pre-ARNr,
probablemente su expresion a nivel de ARNm este relacionado con lo anterior.
Adicionalmente se cree que en T. cruzi la elongacion flagelar, perdida de la
capacidad de proliferar y la baja transcripcion son algunos de los factores
importantes que provocan la diferenciacion del parasito a fases infectivas/no
proliferativas (Tyler y Egman, 2000); al inocular los epimastigotes envejecidos en
medio con la concentracién adecuada de nutrientes, recuperan su capacidad
proliferativa, lo que conlleva una activacién en la transcripcion y traduccion, estos
tres eventos se llevan a cabo en concierto con la biogénesis de ribosomas en el
nucleolo (Gourse et al, 1996, Mélése y Xue, 1995; Reeder, 1992), lo que puede

explicar el comportamiento del ARNm de fibrilarina.

La metaciclogénesis es la diferenciacion de epimastigotes a tripomastigotes
metaciclicos. Esta transicién es la mejor caracterizada en el ciclo de vida del
parasito. El estrés nutrimental que sufre el parasito en la ampolla rectal del
insecto vector, es considerado el principal factor que promueve la diferenciacién
(Ferreira et al, 2007).

In Vitro, la Fase Estacionaria de epimastigotes es considerada como una
condicion que promueve la metaciclogénesis, probablemente dada la baja

concentracion de nutrientes en el medio de cultivo, particularmente de glucosa
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(Cevallos et al, 2005; Tyler y Egman, 2000). Los medios M-16 y el TAU
(Triatomine Artificial Urine) que imitan la orina de los triatominos, aumentan la
eficiencia de la metaciclogénesis (Contreras et al. 1988, Astolfi et al, 1984).
Experimentalmente mas del 50 % de la cuenta total de epimastigotes inoculados

en medio M-16 se diferencian a trypomastigotes metaciclicos.

La metaciclogénesis es considerada como un evento morfolégico extremo que
involucra el desensamble de nucleolo, cambios en el metabolismo, la salida del
ciclo celular proliferativo (Tyler y Egman, 2001; Elias et al, 2001). En general el
desarrollo de estas caracteristicas esta relacionado con la expresion génica (Tyler
y Egman, 2000; Krieger et al, 1999).

Para determinar el comportamiento del ARNm de fibrilarina en parasitos
proliferativos y no proliferativos, se extrajo el ARN total de 3 cultivos, de los
cuales 2 fueron de epimastigotes; el primero de Fase Logaritmica (F Log) y el
segundo de Fase Estacionaria (F Est). El tercer cultivo fue enriquecido con
tripomastigotes metaciclicos al incubar epimastigotes F Log, en medio M-16, tal
como esta descrito en Material y Métodos. La cuenta de parasitos esta reportada

en la Tabla 6.

Los estadios en T. cruzi se distinguen principalmente por la forma de la célula, la
presencia de flagelo, la posicion del cuerpo basal, cinetoplasto y nucleo: El
epimastigote tiene una forma elongada, el flagelo se origina préximo del nucleo y
emerge por un costado de la célula (Elias et al, 2001; Storino y Milei, 1994); y el
tripomastigote es una forma elongada del parasito, el cinetoplasto esta situado
por detras del nucleo y el flagelo recorre toda la célula (Elias et al, 2001; Storino y
Milei, 1994).

Esta descripcion es comparable con los cultivos utilizados. La Fig 17 A

representa la morfologia celular en las poblaciones celulares estudiadas antes y
después de la diferenciacion in Vitro.
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La hibridacién de las sondas marcadas Tc50Fibry Tc150 Fibr con el ARN total
fue realizada como se describe en Material y Métodos, asi mismo el revelado de

la placa radiografica (Fig. 17 B).

La hibridacién confirmé la presencia de los transcritos de fibrilarina de ~2.1Kb
encontrados en los ensayos anteriores. Disminuye el nivel de transcrito en fases
estacionarias, lo que concuerda con el analisis anterior, sin embargo la
disminucion del transcrito presente es mas evidente en el ARN total proveniente

del cultivo enriquecido con formas metaciclicas.

Varios grupos de investigacion han realizado el analisis de la transcriptomica y
protedmica de las distintas etapas de T. cruzi durante su ciclo de vida, con el fin
de ampliar la busqueda de genes con patrones de expresion relevantes, y para
aprender mas sobre la biologia de T. cruzi en general (Avila, 2003, Minning, 2003;
Parodi-Talice, 2007; Koumandou, 2008). Debido a que bastantes de estos
analisis no reportan datos cuantitativos su alcance es limitado ya que rara vez se
correlaciona la transcripcién y la abundancia de la proteina. Este ultimo aspecto
es de particular importancia para T. cruzi y otros cinetoplastidos, debido a la
opinién generalmente aceptada que la regulacion de la expresidn génica casi en
su totalidad post-transcripcional (Campbell et al, 2003; Haile y Papadopoulou,
2007).

Otros estudios dirigidos a la regulacion de la expresion de genes en
cinetoplastidos han implicado el procesamiento de ARNm (Jager, 2003), la
represion de traslacion (Nardelly et al, 2007), el reclutamiento de polisomas (Mc
Nicoll et al, 2005), y la adaptacién de coddn (Horn, 2008) en la reduccién de

abundancia del ARNm que determina el nivel de presencia de proteinas.

Existen pruebas abundantes en donde los niveles de transcripcion de estos
parasitos son controlados por el decaimiento del ARNm con la participacion 3'-
UTRs y proteinas de unién al ARN (D’Orso y Frasch, 2001; Di Noia et al, 2001;

McNicoll et al, 2005; Noe et al, 2008). Estudios previos de microarreglos han
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revelado que un numero de genes relativamente modesto presentan una

regulacion transcripcional significante (Duncan, 2004).

En el afno 2009, Minning y colaboradores determinaron el grado de regulacién en
la abundancia del ARNm en T. cruzi por ensayos de microarreglos, el estudio
contempla el analisis de la mayoria del genoma parasito en las 4 etapas del ciclo
de vida (Minning et al, 2009). Dentro de los transcritos analizados por el grupo de
trabajo de Manning se encuentra fibrilarina (cabe aclarar que los estudios
realizados en el presente trabajo se hicieron antes de la publicacién en la base de
datos de Tritryp), en la Fig. 19 se muestran los porcentajes publicados en la base
de datos de Tritryp por Minning y colaboradores en diferentes estadios etapas del
ciclo de vida del parasito, junto porcentaje de ARNm de fibrilarina en
epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos reportados experimentalmente en el

presente trabajo.

Es importante tomar en cuenta que los ensayos realizados por Minning fueron
diferentes a los realizados durante la realizacién del presente trabajo, sin
embargo la disminucién de ARNm de fibrilarina es una tendencia entre las
poblaciones de epimastigotes y formas metaciclicas que prevalece en los dos
estudios, lo que hace suponer que existe realmente una regulacién a la baja
(down-regulation) en la cantidad de transcrito presente de epimastigotes a

tripomastigotes metaciclicos.
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Fig. 20 Nivel de expresién de transcritos de fibrilarina en diferentes etapas del ciclo de vida de T. cruzi. (A) En la parte superior del panel, en rojo ocre se
muestra el porcentaje de abundancia de ARNm de fibrilarina de los genes Fib 50 y Fib 40 reportado por el grupo de trabajo de Minning y publicado en la base de
datos de TriTryp en diferentes estadios (AMA: amastigotes; TRIP: tripomastigotes; EPI: Epimastigotes; MET: trypomastigotes metaciclicos), en verde se muestra el
control de carga utilizado en los ensayo de microarreglos de Minning y colaboradores (Minning et al, 2009). En la parte inferior del panel se muestra el porcentaje de
RNAm de Fib 40 / Fib 50 encontrado en ensayos de northern blot en el presente trabajo en 3 poblaciones con diferentes caracteristicas de proliferacion (F log:
Epimastigotes en proliferacidn activa; F est: Epimastigotes sin proliferacion; Meta: cultivo enriquecido en formas metaciclicas). (B) En la parte superior del panel, en
rojo ocre se muestra el porcentaje de abundancia de ARNm de fibrilarina del gen Fib 250 reportado por el grupo de trabajo de Manning y publicado en la base de
datos de TriTryp en diferentes estadios, en verde se muestra el control de carga utilizado en los ensayo de microarreglos de Minning y colaboradores (Minning, 2009).
En la parte inferior del panel se muestra el porcentaje de ARNm de Fib 150 / Fib 250 encontrado en ensayos de northern blot en el presente trabajo en 3 poblaciones

con diferentes caracteristicas de proliferacion.



Conclusiones.

Se caracterizé bioinformaticamente el sistema génico de fibrilarina, a partir
del genoma accesado, siendo este un sistema integrado por 2 genes, cada
gen esta representado por 2 alelos, de los cuales uno es de haplotipo

Esmeraldo y el otro No-Esmeraldo (Sistema de 2 pares alélicos).

Por amplificacion, clonacion y digestiones enzimaticas se obtuvieron
sondas gene-especificas de cada par alélico de fibrilarina (Tc50Fibr y
Tc150Fibr), con ellas se caracterizaron los contigs que contienen

correspondientes a cada alelo.

El ARNm maduro de fibrilarina presenta un tamano de ~2.1 kb para los dos
pares alélicos). El ARNm de fibrilarina es de un tamafo suficiente para
albergar la region codificadora de la proteina, 2 transcritos de mayor
tamano fueron indentificados probablemente correspondan a precursores
del ARNm de fibrilarina.

La cantidad de transcrito presente en fases estacionarias de epimastigote
disminuye, sin embargo la disminucién del transcrito presente es mas
evidente en formas metaciclicas. Al parecer la expresion de fibrilarina se
encuentra regulada y esta en concierto en condiciones de proliferacion

celular.



8. Perspectivas:

La presencia de los transcritos de fibrilarina es un indicio de la expresién de la
proteina, sin embrago es de gran interés estudiar de la presencia intracelular de
fibrilarina con el fin de obtener un marcador de las funciones nucleolares bien
caracterizado y que sea capaz de contribuir al entendimiento de la estructuracion
del nucleolo en estadios no proliferativos del parasito. Para alcanzar esta meta
es ideal la localizacién intranuclear de las isoformas de fibrilarina, se pretende
clonar las regiones codificadores o regiones especificas de los genes de
fibrilarina en vectores de expresion para obtener formas recombinantes de cada
isoforma. Estos péptidos servirian en la obtencion de sueros inmunes especificos
con la previa inmunizacion de animales de laboratorio, una vez obtenidos los
sueros se realizaria la inmunodeteccion en formas replicativas y no replicativas

con microscopia electronica de transmision.

Es posible la transfeccion estable de células de T. cruzi (Martinez-Calvillo et al,
1997). Por lo que se pretende obtener de clonas de T. cruzi recombinantes que
expresen las dos isoformas fusionadas a una etiqueta (epitope) identificable
inmunoldégicamente que permita caracterizar la presencia intranuclear de las dos

fibrilarinas.

Los tripanosomas son capaces de realizar eventos de remplazo génico por
recombinacién homodloga. De tal forma que es posible interrumpir o eliminar
genes de manera dirigida, seleccionando los eventos con la expresion fenotipica
de resistencia a antibioticos (e.g., G418, o higromicina). Se contempla la
generacion y caracterizacion de mutantes nulas, para cada gen de fibrilarina. Los
fenotipos a buscar estarian relacionados con proliferacion celular y diferenciacion.
En la caracterizacion de estas mutantes resalta la estructuracion de nucleolo y

presencia de precursores de ARNr no maduros.
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Anexo Soluciones y medios de cultivo.

Agua tratada con DEPC
e Dietil pirocarbonato 0.1%
e Agitacion por 1 noche en agua bidestilada a temperatura ambiente.
o Esterilizar en autoclave.

Amortiguador MOPS/EDTA (10x)
e MOPS 32.33g
e EDTA 1.869g
e Aforar a 500ml H,O-DEPC, filtrar por milipor 0.45 um.
¢ Almacenar en frasco ambar.

Amortiguador PBS

e NaCl 8g

e KCI 0.2g

e NaHPO, 1.44g

e KH,;POq4 0.24g

e Aforar a 1L con agua desionizada y esterilizar en autoclave

Amortiguador TBE (5x)

e Tris base 54¢g

(] H3BO3 2749
e EDTA 4.65¢g
e Aforara 1L

Amortiguador TE (10,0.2)
e 10mM Tris pH 7.4
e 0.2mMEDTAPpPH 7.2

Medio LB liquido
e Bacto-triptona 10g
Extracto bacto-levadura 5g
NaCl 10g
Aforar a 1L con agua desionizada
Ajustar pH a 7.0 con NaOH y esterilizar en autoclave

Medio LB Agar
¢ A Medio LB liquido se le agrega ademas 15 g de bacto agar.

Medio LIT (Liver Infusion triptone medium):

e NaCl 49
e KCI 0.4g
e NayHPO, 89
e Glucosa 2g
e Triptosa 59
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Liver infusion broth 5g
Se ajusta a pH 7.2 con HCI conc.
Se afora a 1L con agua desionizada y esterilizar medio en autoclave

Medio M-16
e NaCl 0.4%
e KCI 0.04%
e NayHPO,4 0.8%
e Glucosa 0.2%
e Triptosa 0.125%
e suero fetal bovino 2.5%
e Se ajusta a pH 6.7 con HCI conc.
e Calentar a 68°C por 1h a, después filtrar para esterilizar en autoclave

Medio SOC
e Triptona 20g
e Extracto de levadura 5g
e NaCl 0.5g
e Disolver en 950 ml de agua desionizada
e KCI250mM 10ml
e Llevara 980ml
e Ajustar pH 7 con NaOH 5M vy esterilizar en autoclave.
e A 55°C agregar 10 ml de MgCl,y 10 ml de glucosa 2 M (esterilizados por

filtracion 0.22um).

Medio YT2X
e Bactotriptona 1.6%
e Extracto de levadura 1%
e NaCl 0.5%
e Ajustar a pH 7.2 y esterilizar en autoclave.

TB con DMSO
e PIPES 0.15¢g
e CaCl, 0.11g
e KCI 0.93¢g
e MnCl; 0.549
e Aforar a 50 mi
e Disolver en agua desionizada, ajustar pH a 6.7 con KOH
e Filtrar por milipor 0.45 um
e Al resuspender el botén de células agregar DMSO a una concentracion

final de 7%
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Anexo |

Alineamiento de la secuencia de nucleétidos de los genes de fibrilarina, con el programa
computacional Clustal\W2:

Fib 40 ATGTTCTTCT TTCTTTCATT TTTTTTTTTT CAATTTATGA ATTCTCACTG CGATATCGAA 60
Fib 50 mmmmmmmmmm mmmmmmmmmm oo oo ATGA ATTCTCACTG CGATATCGAA 24
Fib 150  mmmmmmmmmm mmm e o o oo oo Al
Fib 250 mmmmmmmmmm oo o - Al
*
Fib 40 TTTAAGAATA GCGCAATGCG TGGAGGATTC GGTCGTGGAG GGTTTCGCGG TGGTGGAAGA 120
Fib 50 TTTAAGAATA GCGCAATGCG TGGAGGATTC GGTCGTGGAG GGTTTCGCGG TGGTGGAAGA 84
Fib 150 TGCGCGGAGG CCGTGGTG-G TGGACGCGGT GGTGGACGTG GCGGTGG--- TGGACGTGGC 57
Fib 250 TGCGCGGAGG CCGTGGTG-G CGGAGGTCGC GGAGGTCGCG GCGGTGGACG TGGTGGTGGA 60
* * K * K R Kk kK K * K * * Kk K * K * kK * *
Fib 40 GGCGGTGGTT CCTCTGCACG AGGTCGTGGC GGTGCGTCAC GAGGCGCTGG AAGGGGTGGT 180
Fib 50 GGCGGTGGTT CCTCTGCACG AGGTCGTGGC GGTGCGTCAC GAGGCGCTGG AAGGGGTGGT 144
Fib 150 GGTGGTGGAC GTGGCGGTGG TGGACGTGGC GGTGG---TG GACGCGGTGG CGGTGGTCGT 114
Fib 250 CGCGGTGGTG GACGCGGTGG TGGTCGCGGC GGTGG---AC GTGGCGGTGG TGGTGGACGT 117
* ok k kKK * * *k kk kkk kkkk * *kk kkk * k% * %
Fib 40 CCTGGCCGTG GAGGGCGGGG AGGCCGCGGT GGAGGTGC-- TGGTGCCAAG -GTTGTTGTG 237
Fib 50 CCTGGCCGTG GAGGGCGGGG AGGCCGCGGT GGGGGTGC-- TGGTGCCAAG -GTTGTTGTG 201
Fib 150 GGCGGTGGTG GACGTGGCGG TGGACGTGGG GGGAGTTCGG CGGTTCGGGG TAACGTTTTT 174
Fib 250 GGCGGTGGTG GACGTGGCGG TGGACGTGGG GGGAGTTCGG CGGTGCGGGG TAACGTTTTT 177
* * * kK kK K * k% * Kk kk kK * % **  * *kk Kk * *k Kk Kk
Fib 40 GAACCTCACA TGCTTCACCC TGGAGTATTT ATTTCCAAAG GAAAGGCCGA TTCGCTTTGT 297
Fib 50 GAACCTCACA TGCTTCACCC TGGAGTATTT ATTTCCAAAG GAAAGGCCGA TTCGCTTTGT 261
Fib 150 CAGCCTCACG CTCGCATGCG TGGTTGCTAC CTGCTTGCCG GCAAAG---A TACCCTGGCG 231
Fib 250 CAGCCTCACG CTCGCATGCG TGGATGCTAC CTGCTTGCCG GCAAAG---A TACCCTGGCG 234
K kkk kKK * * * kK * * * kK kk K * kK Kk K%k
Fib 40 ACTCTGAACA TGGTTCCTGG AGTTTCAGTT TACGGAGAAA AAAGGATTGA ACTAGGGGCA 357
Fib 50 ACTCTGAACA TGGTTCCTGG AGTCTCAGTT TACGGAGAAA AAAGGATTGA ACTAGGGGCA 321
Fib 150 ACARAGTCCC TAGTGCCTGG TGTTTCCATC TACGGGGAAA AGCGCGTCAG —--TGGCACCA 289
Fib 250 ACARAGTCCC TAGTGCCTGG CGTTTCCATC TACGGGGAAA AGCGTGTCAG —-TGGCACCA 292
* % * * *  kk  kkkkk *k kK * *khkkkk kkkk Kk * * * X * %
Fib 40 ACGCAAGGTG GTGATGAGAA GAAAGAATAT CGTCTTTGGA ATCCATATCG TTCAAAGCTT 417
Fib 50 ACGCAAGGTG GTGATGAGAA GAAAGAATAT CGTCTTTGGA ATCCATATCG TTCAAAGCTT 381
Fib 150 TTGCGGGGGA GACG-GAGTC CACTGAGTTC CGTGTGTGGA ATCCGTACCG CTCCAAGTTG 348
Fib 250 TTGCGGGGGA GACG-GAGTC CACTGAGTTC CGTGTGTGGA ATCCGTATCG CTCCAAGTTG 351
* K * K * * kK * Kk K Kkkk Kk kkkk Kkkkk kK K%k Kk Kk kKK K
Fib 40 GCCGCTGCCA TTTATGCTGG TGTTGGGAGT ATTCATATGA AACCAGGATC GAAAGTTCTT 477
Fib 50 GCCGCTGCCA TTTATGCTGG TGTTGGGAGT ATTCATATGA AACCAGGATC GAAGGTTCTT 441
Fib 150 GCAGCTGCCA TTTATTCGGG TGTTGCTCAG ATTTACATGG AGCCGGGATC CTCTGTGCTT 408
Fib 250 GCAGCTGCCA TTTATTCGGG TGTTGCTCAG ATTTACATGG AGCCGGGTTC CTCTGTGCTT 411
Kk Kk Ak Ak kA hkk Kkhkkkk Kk kK KkkkkKk *kk Kk kkk * kk kk Kk*k **k kkk
Fib 40 TATTTGGGAG GTGCAAGCGG TACAACTGTG AGTCATGTGA GTGACTTGGT TGGACCCGAA 537
Fib 50 TATTTGGGAG GTGCAAGCGG TACAACTGTG AGTCATGTGA GTGACTTGGT TGGACCCGAA 501
Fib 150 TACCTTGGAG CTGCCAGCGG AACCACCGTT AGTCATGTTT CGGACCTGGT AGGACCAGAG 468
Fib 250 TCCCTTGGAG CCGCCAGCGG AACCACCGTT AGTCATGTTT CGGACCTGGT AGGACCAGAG 471
* * Kk k Kk Kk * Kk kkkkk * Kk kk kK * Kk kkkkkk *kk kkkk *kkkk kK
Fib 40 GGTATGGTTT ATGCGATAGA GTTTTCGAAT CGCAGTGGTC GCGATCTTGT TGATATGTCG 597
Fib 50 GGTATGGTTT ATGCGATAGA GTTTTCGAAT CGCAGTGGTC GCGATCTTGT TGATATGTCG 561
Fib 150 GGTGTTGTCT ACGCGGTGGA ATTTTCCCAT CGCAGTGGCC GTGACTTGGA GGAGATGACG 528
Fib 250 GGTGTTGTCT ACGCGGTGGA ATTTTCCCAT CGCAGTGGCC GTGACTTGGA GGAGATGACG 531
kKK kK kK k*k Kk kk*k Kk k% * Kk kKK Kk Kkhkkkkkkk K* K* k% * K K,k kKK kK
Fib 40 ARRAAGACGGC CCAACATTGT TCCCATTATT GAAGACGCTC GTTATCCCAT GAAGTATCGA 657
Fib 50 ARAAGACGGC CCAACATTGT TCCCATTATT GAAGATGCTC GTTATCCCAT GAAGTATCGA 621
Fib 150 AAGCGCCGAA ACAACATTGT GCCCATCCTG GAAGATGCTC GCTATCCACA GAAGTATCGC 588
Fib 250 AAGCGCCGRA ACAACATTGT GCCCATCCTG GAAGATGCTC GCTATCCACA GAAGTATCGC 591

* * * Kk x

)k k ok ok ok ok ok ok

* Kk kK *
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Fib 40
Fib 50
Fib_ 150
Fib 250

Fib 40
Fib 50
Fib_150
Fib 250

Fib 40
Fib 50
Fib_ 150
Fib_ 250

Fib 40
Fib 50
Fib_150
Fib_250

Fib 40
Fib 50
Fib_ 150
Fib_250

SegA Name

ATGCTTGTGC
ATGCTTGTGC
ATGTTGATCC
ATGTTGATCC

*kKk Kk * ok

CGTATTCTTG
CGTATTCTTG
CGTATCTTGG
CGTATCTTGG

* ok kK Kk * ok

ATCAAGGCAA
ATCAAGGCAA
ATCAAAGCCA
ATCAAAGCCA

*kkKkKk KKk K

AATAAATTAA
AATAAATTAA
CAGAAACTAA
CAGAAACTAA

* kKK Kk kK

AGGGATCACG
AGGGATCACG
CGTGATCATG
CGTGATCATG

*k kkkKkKk K

CTA---TGGT
CTA---TGGT
CACGATTGGT
CACGATTGGT

* Kk kK

CTCTTAATGC
CTCTTAATGC
CGCTGAACGC
CGCTGAACGC

* kK Kk k%K

ACTGTATTGA
ACTGTATTGA
ACTGCATTGA
ACTGCATTGA

Kkhkkk Kk kkKk

GAAAGGACCG
GAAAGGACCG
AGGACTCCGG
AGGACTCCGG

* *  *

CCGTCGTGGT
CCGTCGTGGT
CCGTTGTTGC
CCGTTGTTGC

KkkKkKk KKk K

TGATTGCGTA
CGATTGCGTA
GGATTGCATC
GGATTGCATC

Kkhkkkkk K

ACAGGCATTT
ACAGGCATTT
GCAACATTTT
GCAACATTTT

* K * kK

TTCAACCTTG
TTCAACCTTG
TTCCACTGCG
TTCCACTGCG

Kk kK kK *

TTTAAAGCCT
TTTAAAGCCT
TCTGAGGCCC
TCTGAGGCCC

* ok ok kkk

TGGGGTATAT
TGGGGTATAT
AGGGTACTAC
AGGGTACTAC

* kK * K

SegB Name

TTTATGGATG
TTTATGGATG
TTTATGGATG
TTTATGGATG

Kkhkkkkkkkk*k

TTGAAGAACG
TTGAAGAACG
CTGAAGGAAA
CTGAAGGAAA

kKKK K

GAGGCTCCTG
GAGGCTCCTG
GATCCCGCCA
GATCCCGCCA

* K * *

TTAGAACAAG
TTAGAACAAG
AAGGAACAGG
AAGGAACAGG

*kkkk Kk

CGGTCCGTTA
CGGTCCGTTA
AAGTGTCCAC
AAGTGTCCAC

* K

TTGCCCAACC
TTGCCCAACC
TTGCCCAGCC
TTGCCCAGCC

*kkkkkk kK

GAGGCCATTA
GAGGCCATTA
ATGGCGGGTT
ATGGCGGGTT

* k% * X

TTGTGATTGC
TTGTGATTGC
CAGTATTTGC
CAGTATTTGC

* % * Kk Kk Kk

CCTCACTTGA
CCTCACTTGA
CCTCACTGGA
CCTCACTGGA

*kkkkkk kK

AGAAGAAGAC
AGAGGAAGAC
CGAAGTAA--
CGAAGTAA--

kK Kk K

Fib 50
Fib 150

Fib 150
Fib 250
Fib 250

2
3
4 Fib 250
3
4
4
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AGATCAAGCA
AGATCAAGCA
GGATCAGGCA
GGATCAGGCA

*kkkk Kkkk

TGTAATTTCA
TGTAATTTCA
TGTCATATCT
TGTCATATCT

**k kk k%

ATCCGAATTG
ATCCGAATTG
CTCTGAAGTG
CTCTGAAGTG

**k kkk kK

GCCATTTGAA
GCCGTTTGAA
GCCCTTTGAA
GCCCTTTGAA

*kk  kkkkkk

TGAATGA 951
TGAATGA 915
876

714
678
648
651

774
738
708
711

834
798
768
771

894
858
828
831



Anexo ll:

Secuencia 17.6.09
clon pGEM-tc50fibr

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

CGTTGGGCGA
GGTATGGTTT
AAAAGACGGC
ATGCTTGTGC
ATTCTTGCTC
AAGGCAAACT
AAATTAAGAA
GAATTCGCGG
GCTTGAGTAT
CTGTGTGAAA
GTAAAGCCTG
CCGCTTTCCA
GAGAGGCGGT
GGTCGTTCGG

CGTCGCATGC
ATGCGATAGA
CCAACATTGT
CTATGGTCGA
TTAATGCACA
GTATTGATTC
AGGACCGTTT
CCGCCTGCAG
TCTATAGTGT
TTGTTATCCG
GGGTGCCTAA
GTCGGGAAAC
TTGCGTATTG
CTGCGGCGAG

TCCCGGCCGC
GTTTTCGAAT
TCCCATTATT
TTGCGTATTT
GGCATTTTTG
AACCTTGGAG
AAAGCCTTTA
GTCGACCATA
CACCTAAATA
CTCACAATTC
TGAGTGAGCT
CTGTCGTGCC
GGCGCTICTTC
CG

CATGGCGGCC
CGCAGTGGTC
GAAGATGCTC
ATGGATGTTG
AAGAACGGAG
GCTCCTGTTG
GAACAAGCCT
TGGGAGAGCT
GCTTGGCGTA
CACACAACAT
AACTCACATT
AGCTGCATTA
CGCTTCCTCG

a) Blast de la secuencia del inserto Tc50Fibr:

GCGGGAATTC
GCGATCTTGT
GTTATCCCAT
CCCAACCAGA
GCCATTATGT
TGATTGCATC
CACTTGAGCC
CCCAACGCGT
ATCATGGTCA
ACGAGCCGGA
AATTGCGTTG
ATGAATCGGC
CTCACTGACT

GATTCCCGAA
TGATATGTCG
GAAGTATCGA
TCAAGCACGT
AATTTCAATC
CGAATTGAAT
AATCACTAGT
TGGATGCATA
TAGCTGTTTC
AGCATAAAGT
CGCTCACTGC
CACGCGCGGG
CGCTGCGCTC

ref|XM 814791.1|

Length=915

GENE ID:

[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]

Score =
Identities

3552438 Tc00.1047053510105.50 |

658 bits

fibrillarin
(10 or fewer PubMed links)

(356), Expect = 0.0
= 356/356 (100%), Gaps = 0/356 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 1

Sbjct 496
Query 61

Sbjct 556
Query 121
Sbjct 616
Query 181
Sbjct 676
Query 241
Sbjct 736
Query 301
Sbjct 796

ref |XM 808354.1|

Length=951

GENE ID:

[Trypanosoma cruzi strain CL Brener]

Score =
Identities

3544823 Tc00.1047053509715.40 |

649 bits

CCCGAAGGTATGGTTTATGCGATAGAGTTTTCGAATCGCAGTGGTCGCGATCTTGTTGAT

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCCGAAGGTATGGTTTATGCGATAGAGTTTTCGAATCGCAGTGGTCGCGATCTTGTTGAT

ATGTCGAAAAGACGGCCCAACATTGTTCCCATTATTGAAGATGCTCGTTATCCCATGAAG

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
ATGTCGAARAGACGGCCCAACATTGTTCCCATTATTGAAGATGCTCGTTATCCCATGAAG

TATCGAATGCTTGTGCCTATGGTCGATTGCGTATTTATGGATGTTGCCCAACCAGATCAA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TATCGAATGCTTGTGCCTATGGTCGATTGCGTATTTATGGATGTTGCCCAACCAGATCAA

GCACGTATTCTTGCTCTTAATGCACAGGCATTTTTGAAGAACGGAGGCCATTATGTAATT

FEEEEEE e e e et e e e e e e e e e et e e e e e e
GCACGTATTCTITGCTCTTAATGCACAGGCATTTTTGAAGAACGGAGGCCATTATGTAATT

TCAATCAAGGCAAACTGTATTGATTCAACCTTGGAGGCTCCTGTTGTGATTGCATCCGAA
FEEEEEEEE e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
TCAATCAAGGCAAACTGTATTGATTCAACCTTGGAGGCTCCTGTTGTGATTGCATCCGAA
TTGAATAAATTAAGAAAGGACCGTTTAAAGCCTTTAGAACAAGCCTCACTTGAGCC 356
FEEEEEE T e e e e e e e e e e e e e e e e e e

TTGAATAAATTAAGAAAGGACCGTTTAAAGCCTTTAGAACAAGCCTCACTTGAGCC 851

fibrillarin
(10 or fewer PubMed links)

0.0
0/357 (0%)

(351), Expect
= 355/357 (99%), Gaps =

Strand=Plus/Plus

92

Trypanosoma cruzi strain CL Brener fibrillarin partial mRNA

60

555

120

180

675

240

735

300

795

Trypanosoma cruzi strain CL Brener fibrillarin partial mRNA



Query 1 CCCGAAGGTATGGTTTATGCGATAGAGTTTTCGAATCGCAGTGGTCGCGATCTTGTTGAT 60
Shjct 53 COCOMAGOTATGETTTATGCGATAGAGTTTTCGAKTCECAGTGGICGOCATCTIGTGAT 501
Query 61 ATGTCGAAAAGACGGCCCAACATTGTTCCCATTATTGAAGATGCTCGTTATCCCATGAAG 120
Shict 592 ATCTCGAMAAGACGGCCCAACATIGTTCCCATTATIGAAGACGCTCOTTATCCCATGRAS 651
Query 121 TATCGAATGCTTGTGCCTATGGTCGATTGCGTATTTATGGATGTTGCCCAACCAGATCAA 180
Shict 652 TATCGAATGCTTGTGCCTATGGTTGATTGCGTATITATGGATGTTGCOCAACCAGRICAA 711
Query 181 GCACGTATTCTTGCTCTTAATGCACAGGCATTTTTGAAGAACGGAGGCCATTATGTAATT 240
Shict 712 GCACGTATICTICCTCTTAMTGCACAGGCATTTIGAAGRACGGAGGCCATTATGTANTT 771
Query 241 TCAATCAAGGCAAACTGTATTGATTCAACCTTGGAGGCTCCTGTTGTGATTGCATCCGAA 300
Shict 772 TCAATCAAGGCARACTETATIGATICAACCTTOGAGOCICCTGTTGIGATIGCATCCOAA 831
Query 301 TTGAATAAATTAAGAAAGGACCGTTTAAAGCCTTTAGAACAAGCCTCACTTGAGCCA 357

Shict 832 TIGAATAAMTTAAGAAAGGACCGTTTAAAGCCTITAGAACAAGCCICACTIGAGCCA 853

b) Blast de la secuencia del inserto Tc150Fibr:

Secuencia 17.6.09
clon pGEM-tcl50fibr

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

AGTTGGGCCG
TCATCTCCTC
CTGGTCCTAC
GCACAGAGGA
ACTTGGAGCG
TGTCACTGAC
GAATCACTAG
TTGGATGCAT
ATAGCTGTTT
AAGCATAAAG
GCGCTCACTG
CCACGCGCGG
CTCGCTGCGC

ACGTCGCATG
CAAGTCACGG
CAGGTCCGAA
TCCCGGCTCC
GTACGGATTC
GCGCTTTTCC
TGAATTCGCG
AGCTTGAGTA
CCTGTGTGAA
TGTAAAGCCT
CCCGCTTTCC
GGAGAGGCGG
TCGGTCGTTC

CTCCCGGCCG
CCACTGCGAT
ACATGACTAA
ATGTAAATCT
CACACACGGA
CCGTAGATGG
GCCGCCTGCA
TTCTATAGTG
ATTGTTATCC
GGGGTGCCTA
AGTCGGGAAA
GTTTGCGTAT
G

CCATGGCGGC
GGGAAAATTC
CGGTGGTTICC
GAGCAACACC
ACTCAGTGGA
AAACACCAGG
GGTCGACCAT
TCACCTAAAT
GCTCACAATT
ATGAGTGAGC
CCTGTCGTGC
TGGGCGCTICT

CGCGGGATTC
CACCGCGTAG
GCTGGCAGCT
CGAATAAATG
CTCCGTCTCC
CACTAGGGAC
ATGGGAGAGC
AGCTTGGCGT
CCACACAACA
TAACTCACAT
CAGCTGCATT
TCCGCTTCCT

GATTGCTTCG
ACAACACCCT
CCAAGGTAAA
GCAGCTGCCA
CCCGCAATGG
TTTGTCGCCA
TCCCAACGCG
AATCATGGTC
TACGAGCCGG
TAATTGCGTT
AATGAATCGG
CGCTCACTGA

ref|XM 809265.1|
Length=876

Trypanosoma cruzi strain CL Brener fibrillarin partial mRNA

GENE ID: 3545870 Tc00.1047053511287.150 | fibrillarin
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener] (10 or fewer PubMed links)

Score = 562 bits (304), Expect = 4e-157

Identities = 306/307 (99%), Gaps = 0/307 (0%)

Strand=Plus/Minus
Query 1 GCTTCGTCATCTCCTCCAAGTCACGGCCACTGCGATGGGAAAATTCCACCGCGTAGACAA 60
Sbjet 532 GCTTCOICAICTCCICCAAGICACGGCCACIGOGATGEGARRATICCACCCGTAGACAR 473
Query 61 CACCCTCTGGTCCTACCAGGTCCGARACATGACTAACGGTGGTTCCGCTGGCAGCTCCAA 120
Sbjet 472 CACCCTCTGATCCTACCAGCTCCGAAMCATGACTAACGGIGRTTCCGCTCGCAGCICCAR 413
Query 121 GGTAAAGCACAGAGGATCCCGGCTCCATGTAAATCTGAGCAACACCCGAATAAATGGCAG 180
Sojet 412 CGTAMMGCACAGAGEATCCCCECTCCATCTAAMICTGAGCAACACCCGAATARMIGGCAG 353
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Query 181 CTGCCAACTTGGAGCGGTACGGATTCCACACACGGAACTCAGTGGACTCCGTCTCCCCCG
Sbjct 352 CTGCCAACTTGGAGCGGTACGGATTCCACACACGGAACTCAGTGGACTCCGTCTCCCCCG

Query 241 CAATGGTGTCACTGACGCGCTTTTCCCCGTAGATGGAAACACCAGGCACTAGGGACTTTG

FEErrrrr e et r e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 292 CAATGGTGCCACTGACGCGCTTTTCCCCGTAGATGGAAACACCAGGCACTAGGGACTTTG

Query 301 TCGCCAG 307

RN
Sbjct 232 TCGCCAG 226

ref|XM 814374.1| Trypanosoma cruzi strain CL Brener fibrillarin partial
Length=879

GENE ID: 3551907 Tc00.1047053506211.250 | fibrillarin
[Trypanosoma cruzi strain CL Brener] (10 or fewer PubMed links)

4e-147
0/307 (0%)

Score = 529 bits (286), Expect
Identities = 300/307 (97%), Gaps
Strand=Plus/Minus

Query 1 GCTTCGTCATCTCCTCCAAGTCACGGCCACTGCGATGGGAAAATTCCACCGCGTAGACAA

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 535 GCTTCGTCATCTCCTCCAAGTCACGGCCACTGCGATGGGAAAATTCCACCGCGTAGACAA

Query 61 CACCCTCTGGTCCTACCAGGTCCGAAACATGACTAACGGTGGTTCCGCTGGCAGCTCCAA

N N
Sbjct 475 CACCCTCTGGTCCTACCAGGTCCGAAACATGACTAACGGTGGTTCCGCTGGCGGCTCCAA

Query 121 GGTAAAGCACAGAGGATCCCGGCTCCATGTAAATCTGAGCAACACCCGAATAAATGGCAG

NS
Sbjct 415 GGGAAAGCACAGAGGAACCCGGCTCCATGTAAATCTGAGCAACACCCGAATAAATGGCAG

Query 181 CTGCCAACTTGGAGCGGTACGGATTCCACACACGGAACTCAGTGGACTCCGTCTCCCCCG

Frrrrrrrerrrrrrr rrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 355 CTGCCAACTTGGAGCGATACGGATTCCACACACGGAACTCAGTGGACTCCGTCTCCCCCG

Query 241 CAATGGTGTCACTGACGCGCTTTTCCCCGTAGATGGAAACACCAGGCACTAGGGACTTTG

FEErrrrr e rrrrrrr e e e e e e e tr e e e e e
Sbjct 295 CAATGGTGCCACTGACACGCTTTTCCCCGTAGATGGAAACGCCAGGCACTAGGGACTTTG

Query 301 TCGCCAG 307

LT
Sbjct 235 TCGCCAG 229

94

240

293

300

233

mRNA

60

476

120

416

180

356

240

296

300

236



Anexo lll:

a) Alineamiento entre la sonda Tc50Fibr con el gen Fib 150 en el programa

Clustalw?2

Sonda_Tc50Fibr
Gen Fib 150

Sonda_Tc50Fibr
Gen Fib 150

Sonda_Tc50Fibr
Gen Fib 150

Sonda_ Tc50Fibr
Gen Fib 150

Sonda_Tc50Fibr
Gen Fib 150

Sonda_Tc50Fibr
Gen Fib 150

Sonda_ Tc50Fibr
Gen Fib 150

Sonda_ Tc50Fibr
Gen Fib 150

SegA Name

————————————————————————————————————————————— CCCGAAGGTATGGTT
GCCGCCAGCGGAACCACCGTTAGTCATGTTTCGGACCTGGTAGGACCAGAGGGTGTTGTC

**k kk kkk Kk k%

TATGCGATAGAGTTTTCGAATCGCAGTGGTCGCGATCTTGTTGATATGTCGAAAAGACGG
TACGCGGTGGAATTTTCCCATCGCAGTGGCCGTGACTTGGAGGAGATGACGAAGCGCCGA

*k kkk K kK KhkkKkk dhkkkhkkkkxk Khk  kx *  x * Kk kkk Kkkk * Kk

CCCAACATTGTTCCCATTATTGAAGATGCTCGTTATCCCATGAAGTATCGAATGCTTGTG
AACAACATTGTGCCCATCCTGGAAGATGCTCGCTATCCACAGAAGTATCGCATGTTGATC

Kk kkKkhkKkhkKk*x KhkKkKkk Kk kA kkkkrkkkhkk krkkkk *hkkkkkkkk kkx ok *

CCTA---TGGTCGATTGCGTATTTATGGATGTTGCCCAACCAGATCAAGCACGTATTCTT
CCACGATTGGTGGATTGCATCTTTATGGATGTTGCCCAGCCGGATCAGGCACGTATCTTG

* K KAhkKkKk KAKAAAkKk Kk KAAKAKAAAAK A AA A A ), ), K%k Kk k) k K K,k k k k%% *

GCTCTTAATGCACAGGCATTTTTGAAGAACGGAGGCCATTATGTAATTTCAATCAAGGCA
GCGCTGAACGCGCAACATTTTCTGAAGGAAAATGGCGGGTTTGTCATATCTATCAAAGCC

kK kK kK Kk K%k KkkKk KkkkkKk K * kK *k kkKk kK Kk Kkkkkk K%k

AACTGTATTGATTCAACCTTGGAGGCTCCTGTTGTGATTGCATCCGAATTGAATAAATTA
AACTGCATTGATTCCACTGCGGATCCCGCCACAGTATTTGCCTCTGAAGTGCAGAAACTA

Kkhkkkk Khkkkkkkk K%k * kK * * * K Kkhkkk Kk Kkkk Kk Kk Kkkk k%

AGAAAGGACCGTTTAAAGCCTTTAGAACAAGCCTCACTTGAGCC-————=——————————
AAGGACTCCGGTCTGAGGCCCAAGGAACAGGCCTCACTGGAGCCCTTTGAACGTGATCAT

* * * kK kK kK kKK Kkhkhkhkk Kkhkkkkkkk KhkkkKk

GCCGTTGTTGCAGGGTACTACAAGTGTCCACCGAAGTAA 879

Len (nt) SegB Name Len (nt) Score

1 Sonda_ Tc50Fibr

356 2 Gen Fib 150 879 69

b) Alineamiento entre la sonda Tc150Fibr con el gen Fib 50 en el programa

Clustalw?2

Sonda_Tcl50Fibr
Gen Fib 50

Sonda_Tcl50Fibr
Gen_Fib 50

Sonda_Tcl50Fibr
Gen_Fib 50

Sonda_Tcl50Fibr
Gen_Fib 50

Sonda_Tcl50Fibr
Gen_Fib 50

Sonda_Tcl50Fibr
Gen Fib 50

——————————————— CTGGCGACAAAGTCCCTAGTGCCTGGCGTTTCCATCTACGGGGAA
GGAAAGGCCGATTCGCTTTGTACTCTGAACATGGTTCCTGGAGTCTCAGTTTACGGAGAA

* % * % * * ok kk kkkkk kk kK * kkkkk  kkk

AAGCGTGTCAG--TGGCACCATTGCGGGGGAGACG-GAGTCCACTGAGTTCCGTGTGTGG
AAAAGGATTGAACTAGGGGCAACGCAAGGTGGTGATGAGAAGAAAGAATATCGTCTTTGG

* * * * *  * * % * % * % * * k% * ** ok *kk Kk kkk

AATCCGTATCGCTCCAAGTTGGCAGCTGCCATTTATTCGGGTGTTGCTCAGATTTACATG
AATCCATATCGTTCAAAGCTTGCCGCTGCCATTTATGCTGGTGTTGGGAGTATTCATATG

K*hkKkhkk Ak kkk kk khkk Kk kk khkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk Kk Kk kkkkKk *kk Kk kkk

GAGCCGGGTTCCTCTGTGCTTTCCCTTGGAGCCGCCAGCGGAACCACCGTTAGTCATGTT
AAACCAGGATCGAAGGTTCTTTATTTGGGAGGTGCAAGCGGTACAACTGTGAGTCATGTG

* kK Kk k kK * Kk kkkk * kkkk *k kkkkk kk kk kk kkkkkkkk

TCGGACCTGGTAGGACCAGAGGGTGTTGTCTACGCGGTGGAATTTTCCCATCGCAGTGGC
AGTGACTTGGTTGGACCCGAAGGTATGGTTTATGCGATAGAGTTTTCGAATCGCAGTGGT

Kk hkk Ak kk khkkkk kk kkk k kK kk kkk K* Kkk KkkkkKk * ok ok ok ok kkkkk

CGTGACTTGGAGGAGATGACGAAGC——=====——— === === = —mmm—
CGCGATCTTGTTGATATGTCGAARAGACGGCCCAACATTGTTCCCATTATTGAAGATGCT

* kK k *  x * Kk kkk kkkk

95

15
480

75
540

135
600

192
660

252
720

312
780

356
840

45
300

102
360

162
420

222
480

282
540

307
600



SegA Name Len (nt) SegB Name Len (nt) Score

1 Sonda_ Tcl50Fibr 307 2 Gen Fib 50 915 63

c) Alineamiento entre la sonda Tc50Fibr y la sonda Tc150Fibr

Tc50Fibr CCCGAAGGTATGGTTTATGCGATAGAGTTTTCGAATCGCAGTGGTCGCGATCTTGTTGAT 60
Tcl50Fibr —=——=——————————— CTGGCGACAAAGTCC-CTAGTGCCTGGCGTTTCCATCTACGGGGA 44
K*hkkk Kk Kkk*k * kx x *  x * * * Kk k kK *
Tc50Fibr ATGTCGAAAAGACGGCCCAACATTGTTCCCATTATTGAAGATGCTCGTTATCCCATGAAG 120
Tcl50Fibr AAAGCGTGTCAGTGG--CACCATTGCGGGGGAGACGGAGTCCACTGAGTTCCGTGTGTGG 102
* * k * k K’k Kk Kk kK * * k * k * * * * *

Tc50Fibr TATCGAATGCTTGTGCCTATGGTCGATTGCGTATTTAT--GGATGTTGCCCAA--CCAGA 176

Tcl50Fibr AATCCG-TATCGCTCCAAGTTGGCAGCTGC-CATTTATTCGGGTGTTGCTCAGATTTACA 160
* k% * * % * x X * k% * ok ok k ok ok K’k kkxkkhkkhkkk Kkx *  x

Tc50Fibr TCAAGCACGTATTCT---TGCTCTTAATGCACAGGCATTTTTGAAG--AACGGAGGCCAT 231

Tcl50Fibr TGGAGCCGGGTTCCTCTGTGCTTTCCCT-TGGAGCCGCCAGCGGAACCACCGTTAGTCAT 219

* * k% * * k% * kK k K * **x ok * % * k% * Kk kX

Tc50Fibr TATGTAATTTCAATCAAGGCAAACTGTATTGATTCAACCTTGGAGGCT-CCTGTTGTGAT 290

Tcl50Fibr GTTTCGGACCTGGTAGGACCAGAGGGTGTTGTCTACGCGGTGGAATTTTCCCATCGCAGT 279
* * **x ok Kk kk*k * * * Kk Kk k * Kk * % *

Tc50Fibr TGCATCCGAATTGAATAAATTAAGAAAGGACCGTTTAAAGCCTTTAGAACAAGCCTCACT 350

Tcl50Fibr GGC-CGTGACTTGGAGGAGATGACGAAGG=——==—==——=—————————————————————— 307
* % K’k kxk * * *  x * Kk Kk k

Tc50Fibr TGAGCC 356

Tcl50Fibr —-=———-

SegA Name Len (nt) SegB Name Len (nt) Score

1 Tc50Fibr 356 2 Tcl50Fibr 307 15
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Anexo IV:
Alineamiento en secuencia de aminoacidos de los genes de fibrilarina con el programa
computacional Clustalw2

Fib 250 = —--mmm—————- MRGG-—---- RGGGGRG--GRGGGRGGGRGGGRGGGRGGGRGGGGGRGG 41
Fib 150 = —-mmm—m————- MRGG-—---- RGGGRGG--GRGGGGRGGGGRG-GGGRGGGGRGGGGRGG 40
Fib 50 = —-—mmm——————= MNSHCDIEFKNSAMRGGFGRGGFRGGGRGGGSSARGRGGASRGAGRGG 48
Fib 40 MFFFLSFFFFQFMNSHCDIEFKNSAMRGGFGRGGFRGGGRGGGSSARGRGGASRGAGRGG 60
‘k“ S ee e * Kk kK Kk Kk Kk K .. * K ‘k“k‘k‘k‘k
Fib 250 GGRGG--GRGGSSAVRGNVFQPHARMRGCYLLAG-KDTLATKSLVPGVSIYGEKRVS-GT 97
Fib 150 GGRGG--GRGGSSAVRGNVFQPHARMRGCYLLAG-KDTLATKSLVPGVSIYGEKRVS-GT 96
Fib 50 PGRGGRGGRGGGAGAK-VVVEPHMLHPGVFISKGKADSLCTLNMVPGVSVYGEKRIELGA 107
Fib 40 PGRGGRGGRGGGAGAK-VVVEPHMLHPGVFISKGKADSLCTLNMVPGVSVYGEKRIELGA 119
* k k k ‘k‘k‘k‘k.:..: ‘k.:‘k‘k * ] * ‘k:‘k.‘k .:‘k‘k‘k‘k‘k:‘k‘k‘k‘k‘k:. ‘k:
Fib 250 IAGETESTEFRVWNPYRSKLAAAIYSGVAQIYMEPGSSVLSLGAASGTTVSHVSDLVGPE 157
Fib 150 IAGETESTEFRVWNPYRSKLAAAIYSGVAQIYMEPGSSVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPE 156
Fib 50 TQGGDEKKEYRLWNPYRSKLAAAIYAGVGSIHMKPGSKVLYLGGASGTTVSHVSDLVGPE 167
Fib 40 TQGGDEKKEYRLWNPYRSKLAAAIYAGVGSIHMKPGSKVLYLGGASGTTVSHVSDLVGPE 179

* * Kekekkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk k% Kekekkk Kk Kk KAk khkkhkhk kA kA Ak k k)%

Fib 250 GVVYAVEFSHRSGRDLEEMTKRRNNIVPILEDARYPQKYRMLIPRLVDCIFMDVAQPDQA 217
Fib 150 GVVYAVEFSHRSGRDLEEMTKRRNNIVPILEDARYPQKYRMLIPRLVDCIFMDVAQPDQA 216
Fib 50 GMVYAIEFSNRSGRDLVDMSKRRPNIVPIIEDARYPMKYRMLVP-MVDCVEMDVAQPDQA 226
Fib 40 GMVYAIEFSNRSGRDLVDMSKRRPNIVPIIEDARYPMKYRMLVP-MVDCVEFMDVAQPDQA 238

K ekhk ko hkhkkoehkhkhkhkhkk okeokhkhk Khhkhkhkkohkhkhkhhkk ,hkhkhkkok ohkkkohkhkhkhkhkhkkkkx

Fib 250 RILALNAQHFLKENGGFVISIKANCIDSTADPATVFASEVQOKLKDSGLRPKEQASLEPFE 277

Fib 150 RILALNAQHFLKENGGFVISTIKANCIDSTADPATVFASEVQKLKDSGLRPKEQASLEPFE 276

Fib 50 RILALNAQAFLKNGGHYVISTIKANCIDSTLEAPVVIASELNKLRKDRLKPLEQASLEPFE 286

Fib 40 RILALNAQAFLKNGGHYVISIKANCIDSTLEAPVVIASELNKLRKDRLKPLEQASLEPFE 298
* ok ok ok ok k ok ok ***:.* :************ :...*:***::**:.. *:* * Kk ok ok ok k ok ok k

Fib 250 RDHAVVAGYYKCPPK--- 292

Fib 150 RDHAVVAGYYKCPPK--- 291

Fib 50 RDHAVVVGVYRSVKRKTE 304

Fib 40 RDHAVVVGVYRSVKKKTE 316

SegA Name Len(aa) SegB Name Len(aa) Score

1 Fib 50 304 2 Fib 40 316 99

1 Fib 50 304 3 Fib 250 292 64

1 Fib 50 304 4 Fib 150 291 64

2 Fib 40 316 3 Fib 250 292 64

2 Fib 40 316 4 Fib 150 291 65

3 Fib 250 292 4 Fib 150 291 96
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