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RESUMEN

Nuestro grupo esté interesado en el RNAr y en la biogénesis de los ribosomas
del protozoario Trypanosoma cruzi. Los epimastigotes representan una etapa
replicativa del parasito y pueden ser cultivados en medios axénicos. La curva
de crecimiento de estas células permite evaluar diferencias potenciales en el
nucléolo de células sometidas a diferentes condiciones de proliferacion. Para
establecer parametros celulares que permitan el estudio de la biogénesis
ribosomal, se realiz6 un andlisis morfométrico del nucléolo de células cultivadas
en las fases exponencial y estacionaria. En fotografias de microscopia
electrénica del nucleo de la célula, se encontr6 que el area de la estructura
nucleolar es dos veces mayor en células creciendo exponencialmente que en
epimastigotes de fase estacionaria. El componente granular del nucléolo de
parasitos que se duplican activamente es el principal elemento estructural.
Granulos de este tipo (presumiblemente ribosomas) son abundantes en el
citoplasma de células de la fase exponencial. Para evaluar la necesidad
potencial de sintesis de proteinas para mantener la arquitectura nucleolar, sé
analizaron también células tratadas con cicloheximida. Nuestros hallazgos
muestran que este farmaco induce una reduccién significativa del tamafio del
nucléolo sin provocar una disrupcion importante de su estructura. Nuestros
resultados proveen una base firme para establecer un modelo experimental
que permite el estudio de la organizacion del nucléolo durante el crecimiento y

desarrollo de T. cruzi.



ABSTRACT

Our group is interested in rRNA and ribosome biogenesis in the parasite
protozoan Trypanosoma cruzi. Epimastigotes represent an extracellular
replicative stage of T. cruzi and can be cultured in axenic media. The growth
curve of epimastigotes allows assessment of potential differences in the
nucleolus of cells undergoing growth-rate transitions. To establish cellular
parameters for studying ribosome biogenesis in T. cruzi, a morphometric
analysis of the nucleolus of cultured cells in the exponential and stationary
phases was conducted. Electron micrograph-based measurements of nuclear
sections from independent cells demonstrated that the nucleolar area is over
twofold higher in exponentially growing cells, as compared with epimastigotes in
the stationary phase. The granular component of the nucleolus of actively
growing cells was the main structural element. Cycloheximide moderately
reduced the apparent size of the nucleolus without an apparent disruption of
their architecture. Our results provide a firm basis for the establishment of an
experimental model to study the organization of the nucleolus during the growth

and development of T. cruzi.



1. INTRODUCCION

e Trypanosoma cruzi: Importancia médicay econémica

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es un parasito unicelular de importancia médica,
econémica y biolégica. Es el agente etiologico de la tripanosomiasis
americana, también referida como la enfermedad de Chagas. Esta es una
zoonosis que hasta hace algunos afios era encontrada exclusivamente en el
continente Americano, sin embargo, el aumento en la migracion de personas
de América Latina a otras partes del planeta ha hecho que este padecimiento
infeccioso se convierta en un conflicto de caracter mundial. Esto se confirma
con el incremento de casos diagnosticados en Estados Unidos, Canada,

Australia, Japén y algunas regiones de Europa (OMS 2008, 2009).

Las cifras estimadas del Banco Mundial sugieren que en Centro y Sudamérica
la tripanosomiasis americana es, en términos econdmicos, mas importante que
todas las enfermedades parasitarias juntas, incluyendo el paludismo y la
leishmaniasis (Imbert et al., 2003). Por su parte, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) reporta que la enfermedad de Chagas es un problema relevante
de salud publica que afecta de ocho a diez millones de personas, de las que
anualmente mueren alrededor de 10,000 individuos (OMS, 2009). A pesar de
gue el padecimiento, el organismo responsable y los vectores de transmision
fueron descritos hace mas de 100 afios, aun no se dispone ni de vacunas ni de
farmacos eficaces para su erradicacién (de Souza, 2007). Hoy en dia es una

parasitosis ampliamente distribuida en México (Imbert et al., 2003).



Generalmente, la enfermedad de Chagas tiene un periodo de incubacion de
cuatro a diez dias, y durante su curso puede presentar una etapa aguda y otra
cronica. La primera fase dura de uno a cuatro meses y suele ser asintomatica.
Sin embargo, en ocasiones produce inflamacién local, fiebre y dolor de cabeza,
entre otros. Durante el segundo periodo, las manifestaciones clinicas mas
importantes son las alteraciones cardiacas que pueden acabar en discapacidad
e incluso en la muerte del individuo. También se han observado
complicaciones gastrointestinales que dan lugar a una hipertrofia del eséfago
y/o del colon. Con menor frecuencia se encuentran afectaciones del sistema

nervioso central o inflamacién de glandulas y mucosas (OMS, 2008; 2009).

Se han identificado varias vias de transmision de T. cruzi a los seres humanos.
El principal mecanismo de infeccion es a través de las heces y orina de
insectos hemipteros de la familia Reduviidae, destacando los Géneros:
Triatoma, Rhodnius, Panstrongylus (Fig. 1) contaminados con T. cruzi. Otras
formas en las que el parasito se puede contraer son: las transfusiones
sanguineas, los transplantes de dérganos, la via placentaria, la ingesta de
alimentos y bebidas contaminadas, en raras ocasiones también por accidentes

en el laboratorio (Lorca, 2001).

Figura 1. Fotografia de Triatoma mexicana. Especie de triatomino endémica de México (Schettino et al.,
2005). Imagen tomada de http\\unibio.unam.mx



e Biologiade T. cruzi

T. cruzi es un protozoario que divergié tempranamente del linaje eucarionte
después de la adquisicion de la mitocondria. Ha sido clasificado dentro del
Orden Cinetoplastida, familia Trypanosomatidae, en donde también se
encuentran agrupados otros parasitos patégenos del ser humano como son
Trypanosoma brucei y Leishmania major. Los tripanosomatidos se
caracterizan por la presencia del cinetoplasto, un organelo complejo formado
por DNA empaquetado en maxicirculos y minicirculos localizados dentro de la
gran y Unica mitocondria que poseen (Fig. 2). Dependiendo de la especie, el
cinetoplasto llega a constituir del 20 al 25% del contenido total de DNA de la

célula (de Souza, 2002).

Figura 2. El cinetoplasto de T. cruzi. Fotografia de microscopia electrénica de transmision donde se
observa el arreglo del cinetoplasto de un epimastigote en cultivo. Ademas, puede ser apreciada una

cantidad abundante de ribosomas citosélicos. La barra equivale a 0.5um.

El curso biolégico de T. cruzi es un proceso que transcurre en un vector

hemiptero y en un reservorio vertebrado (mamifero). En estos hospederos, el



parasito sufre una serie de cambios morfolégicos importantes que se

acompafian de una regulacion de la expresion diferencial de genes.

Estan ampliamente aceptadas tres formas de desarrollo principales:
epimastigote, tripomastigote y amastigote. La clasificacion de estos estadios,
se basé tanto en el tamafio del flagelo y en la posicibn que guarda el
cinetoplasto con respecto al nucleo. En amastigotes y en epimastigotes este
organelo se localiza anterior al nucleo (Fig. 3B y D). En cambio en los
tripomastigotes el lugar que ocupa es posterior al nucleo (Fig. 3A y C; de

Souza, 2002).

El ciclo de vida de T. cruzi puede comenzar cuando un vector invertebrado
ingiere la sangre periférica de un vertebrado infectado con tripomastigotes
sanguineos (Fig. 3A). En la parte media del intestino del triatomino, los
parasitos se diferencian primero en amastigotes y posteriormente en
epimastigotes (Fig. 3B). Después de varias rondas de duplicacion, estos
organismos migran y se adhieren en la pared de la porcion final del intestino
antes de cambiar a tripomastigotes metaciclicos. Estas células son excretadas
junto con las heces y la orina del insecto vector al momento de alimentarse

(Fig. 3C).

Incapaces de atravesar la piel intacta, los tripomastigotes metaciclicos entran al
hospedero a través de lesiones en la piel (como la misma mordedura) 6 bien
por membranas mucosas. Una vez dentro del mamifero, T. cruzi es capaz de

parasitar un gran numero de células musculares, nerviosas y fagociticas. En el
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citoplasma del huésped se transforma al estadio amastigote (Fig. 3D), se
replica y cuando el numero de parasitos es elevado se diferencian en
tripomastigotes sanguineos (Fig. 3E), los cuales son liberados a la circulacién
después de la lisis de la célula hospedera (Fig. 3F). La infeccion del
vertebrado perdura por la invasion a nuevas células. Finalmente, el ciclo
biolégico se cierra cuando un insecto de la familia Reduviidae se alimenta del

mamifero contaminado con este protozoario (Fig. 3A; Tyler & Engman, 2001).

SN

Epimastigote 5 a
metaciclico

R, NI
NR, |
A
D
., astigote
N R
Tripomastigote
sanguineo
NR, |

Figura 3. Ciclo de vida de T. cruzi. A) Tripomastigote sanguineo: estadio que es ingerido por un
triatomino cuando se alimenta con la sangre de un mamifero contaminado. B) Epimastigote: forma
replicativa presente en la porcion media del tracto digestivo del vector. C) Tripomastigote metaciclico:
estadio que invade un gran nimero de células una vez que ha ingresado al huésped. D) Amastigote:
forma que se duplica activamente en el citoplasma de las células hospederas. E) Tripomastigote
sanguineo: estadio que se genera a partir de la diferenciacion del amastigote. Cuando la célula es lisada,
son liberados (F) y estos parasitos pueden infectar nuevas células o bien ser ingeridos por un vector y el
ciclo vuelve a comenzar. Ver detalles en el texto. R: replicativo; NR, no replicativo; I, infectivo; NI, no

infectivo; N, nucleo; K, cinetoplasto. Modificado de www.gefor.4t.com
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Ademas de ser un patdégeno importante, T. cruzi es un organismo interesante
en la biologia de los eucariontes. En este parasito, al igual que en otros
tripanosomatidos, se han descrito mecanismos peculiares de expresion de
genes que difieren de los dogmas establecidos en organismos superiores.
Como ejemplos de esta situacion puede citarse la edicion del RNA
mitocondrial, la presencia génica de unidades policistronicas que agrupan
decenas de genes codificadores de proteinas, el evento de splicing en trans
como un mecanismo de maduracion de RNA mensajeros (RNAm) y la
existencia de unidades de transcripcion ribosomal que poseen el gen 28S

polifragmentado.

e Edicion de RNAmM mitocondrial

Uno de los ejemplos mas interesantes de participacion de RNAs pequefios
sobre la expresion génica es la edicion postranscripcional de los RNAmM
mitocondriales observada en los tripanosomas y leishmanias (Simpson et al.,
2003; Stuart et al., 2005). Este mecanismo de cambio en la secuencia
codificadora del RNAm involucra principalmente la insercion y, con menor
frecuencia, la delecibn de wuridinas en el transcrito primario. Estas
modificaciones son catalizadas por complejos proteicos que poseen actividad
enzimatica de corte y ligacion (Simpson et al., 2004) que son guiados
especificamente a su secuencia blanco por moléculas pequefias de
aproximadamente 60 nucleétidos de largo denominadas RNAs “guia” (RNAGg;
Blum et al.,, 1990). Dichas particulas son indispensables para la seleccién

correcta de la regiéon de anclaje (formacién del duplex RNAg-RNAmM) y de la

12



zona de edicion (reclutamiento del “editosoma” responsable) localizadas dentro
del pre-RNAm (Blum et al., 1990; Reifur et al.,, 2010). Los RNAs guias estan

codificados principalmente en el DNA de maxicirculos del cinetoplasto.

Cabe destacar que en algunos casos mas del 50% de los nuceétidos presentes
en la cadena del RNAmM maduro son producto de la edicion y no de la
transcripcion del gen mitocondrial (Stuart et al., 1997). Ademéas de la
generacion de marcos de lectura, los cambios por edicion crean los codones de
inicio y de término de la traduccion de proteinas (por ejemplo: citocromo
oxidasa; ATP sintasa), involucradas en procesos mitocondriales como lo es la

fosforilacion oxidativa (Stuart et al., 2005).

e Generacion de RNAmM maduros nucleares en tripanosomaéatidos

La descripcidn de la secuencia de DNA de tres cinetoplastidos parasitos
paradigmaticos (T. cruzi, T. brucei, L. major) confirmé que la mayoria de los
genes que codifican para proteinas estan agrupados en unidades
policistronicas largas y en ocasiones bidireccionales (Martinez-Calvillo et al.,
2003; El-Sayed et al., 2005; Haile & Papadopoulou, 2007). Ademas, ante la
virtual ausencia de promotores tipo Il (aquellos que dirigen la sintesis del
RNAmM), se ha sugerido que el inicio de la transcripcion se lleva a cabo en una
region especifica de cada cromosoma (Martinez-Calvillo et al., 2004), que
genes vecinos se encuentran separados uno del otro por regiones
espaciadoras cortas (Helh & Roditi, 1994; Vanhamme & Pays, 1995) y que el

complejo enzimatico responsable de sintetizar potencialmente todo el pre-

13



RNAmM nuclear es la RNA polimesara (Pol) I, sensible al farmaco o amanitina

(Campbell et al., 2003).

Los tripanosomas Yy las leishmanias generan mensajeros individuales, a partir
de un transcrito precursor policistronico, mediante dos eventos de
procesamiento post-transcripcional: el splicing en trans y la poliadenilacion

(Teixeira, 1998; Radwanska et al., 2000; Jager et al., 2007).

Con excepcion del gen que codifica para la Poly (A) polimerasa (Mair et al.,
2000), los pre-RNAmM de estos organismos son modificados en el extremo 5
por splicing en trans. Esta reaccion produce la insercion de un bloque no
codificador (referido como spliced leader 6 miniexén), de 39 a 41 nucledtidos
de largo, en regiones especificas localizadas de 30 a 100 nucleotidos “rio
arriba” del codon AUG iniciador para la traduccion (Jager et al., 2007). Estos
elementos son similares a los que han sido descritos en intrones de pre-RNAmM
de otros eucariontes, en donde el proceso de maduracién esta determinado por
el splicing en cis: dentro del espaciador intergénico se localiza un tracto rico de
pirimidinas que flanquea al dinucleétido AG, el cual, es utilizado como el sitio

aceptor del miniexén (Mount, 1982; Huang & Van der Ploeg, 1991).

Una de las funciones del spliced leader es proporcionar al RNAm el “cap”. En
estos protozoarios parasitos es referido como “cap 4”, estructura altamente
metilada formada por la universal m’Gppp y los cuatro nucleétidos adyacentes
(M’Gpppm®2AmpAmpCmpm3Um; Perry et al., 1987). Aparentemente, este

motivo estructural participa en la estabilizacion del mensajero evitando su

14



degradacion (Ullu & Tschudi, 1995) y favoreciendo el ensamblaje del ribosoma

(Gao et al., 2005).

Por otro lado, el extremo 3" de todos los RNAmM es modificado por la adicion
multiple de residuos de adenina (poliadenilacion). En los tripanosométidos no
ha sido posible identificar los motivos consenso que son reconocidos por la
Poly (A) polimerasa. Una de las teorias mejor aceptadas sugiere que la
poliadenilacion esta acoplada con el splicing en trans, ya que aparentemente
solo se reconoce la distancia que existe entre el sitio aceptor del spliced leader
(del gen rio arriba) y la region donde se inserta la secuencia de poly(A)
(Teixeria, 1998). Por ello se ha sugerido que las zonas de poliadenilacion
estan localizadas de 100 a 300 nucleotidos “rio arriba” de la sefal de splicing
en trans (Benz et al., 2005). Ademas del espaciamiento adecuado, esta
documentado que la presencia del tracto rico en pirimidinas es crucial para el
correcto procesamiento del extremo 3 del mensajero vecino (Huang & Van der
Ploeg, 1991; LeBowitz et al., 1993). Puede entonces concluirse que la
poliadenilacion de un mensajero es dependiente del splicing en trans del gen

contiguo (LeBowitz et al., 1993; Matthews K et al., 1994).

La generacion simultanea de cientos de RNAm nucleares en ausencia de
promotores especificos para la Pol Il limita al sistema génico a una regulacion
post-transcripcional de genes individuales (Clayton, 2002). Si bien todas las
secuencias codificantes para proteinas presentes en la misma unidad
policistronica son transcritas inicialmente en proporciones similares, la

abundancia de los mensajeros maduros correspondientes puede ser diferente.
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Este mecanismo de control postranscripcional de la expresién génica parece
involucrar principalmente elementos reguladores ubicados en el area no
traducida del extremo 3", en menor grado ciertos motivos del 5", ademas de la
actividad de un gran numero de complejos enzimaticos (revisado por Clayton &

Shapira, 2007).

e Del DNA ribosomal al nucléolo

Desde sus origenes, el grupo de investigacion al cual pertenezco tiene interés
en estudiar la biologia molecular y celular del sistema del RNAr de T. cruzi. A
modo de una breve introduccién considero pertinente redactar algunos
aspectos relevantes de los genes ribosomales de otros eucariontes antes de

describir la situacidon en nuestro modelo unicelular.

Las células somaticas de organismos superiores, ademas de levaduras,
contienen decenas, cientos o, como en el caso de las plantas, miles de copias
de DNAr arregladas como reiteraciones directas localizadas en uno o en mas
cromosomas (Reeder, 1992). Usualmente, los genes ribosomales (también
llamados unidad de transcripcion, cistrén U operon) se estructuran por un
segmento transcribible y por un espaciador intergénico (IGS) cuyo tamafio
depende de la especie. Después de ser transcrita la region codificante, se
genera un pre-RNAr, el cual es blanco de un extensivo procesamiento
postranscripcional como lo son reacciones de metilacion y de pseudouridilacion
de nucléotidos especificos, y el corte de los espaciadores internos y externos.

Las moléculas que se forman de este proceso corresponden a las especies
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maduras de RNAr (18S, 5.8S y 28S). Estas constituiran el soporte estructural

y funcional de los ribosomas citoplasmicos (Fig. 4).

DNAr
reiterado en et ' 1 "% 4
el genoma - ey
o - ~ o
- .
Segmento transcribible Espaciador intergénico
A N
P — =
Unidad de .
transcripcion o —{h
ribosomal 185 58S  28S
RNAr [ _ Tl T gProm
precursor 5 188 58S 28S 3 [[] Espaciador externo que se transcribe
D Secuencia codificadora de RNAr
. Espaciador interno que se transcribe
Especies maduras I ] | ] Espaciador externo no transcrito
de RNAr 185 58S  28S

Ribosoma ‘ '
40S
60S

Figura 4. Sistema ribosomal general de humanos. A) El DNAr esta arreglado en tandem en el genoma,
en este ejemplo se ilustran tres unidades de transcripcién contintas. B) Cistrén ribosomal individual
formado por un segmento codificador y por un espaciador intergénico. C) Transcrito primario del RNAr
sintetizado por la Pol I. D) Especies maduras de RNAr 18S, 5.8S y 28S. E) Un ribosoma que se forma
por una subunidad pequefia (40S) la cual contiene al RNAr 18S mas 33 proteinas, y por una subunidad
mayor compuesta por los RNAr 5.8S y 28S, ademas del RNAr 5S (sintetizado por la Pol lll) y 49 proteinas.
Modificada de Raska et al., 2004.

Por su parte, la region intergénica es relevante debido a que contiene
elementos reguladores en cis trascendentales, como lo son: el promotor
génico, promotor espaciador, potenciadores (enhancers) y terminadores (Fig.
5).

Normalmente la arquitectura del promotor ribosomal, pero no asi su secuencia

nucleotidica, se encuentra conservada entre los organismos. Dos regiones
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importantes han sido descritas detalladamente, el llamado dominio central o
“core” que abarca el sitio de inicio de la transcripcion (TSP) y un modulo de
control “rio arriba® (UCE). Ambos son indispensables y suficientes para la

adecuada sintesis del pre-RNAr.

Sin embargo, los bloques adyacentes (arriba mencionados) pueden estimular
la actividad promotora sin afectar la especificidad transcripcional (Fig. 5;
Sollner-Webb & Mougey, 1991; Heix & Grummt, 1995; Grummt, 2003; Raska et

al., 2004; Moss et al., 2007).

TSP
espaciador

i =

.Promotor espaciador, 13 TSP

- T
| B
| B |

HHH i i Enhancers H ;

Enhancers direccionales

Enhancer p0| Ml

Figura 5. Elementos funcionales localizados en el espaciador intergénico del DNAr. A) Arquitectura tipica
de un promotor especifico de la Pol I. La flecha indica el TSP. B) Elementos adicionales descritos en el
IGS de varios organismos que pueden regular la transcripcion del DNAr entre estos se encuentran: los
enhancers, los promotores espaciadores, las secuencias repetidas (ER) y los terminadores de la
transcripcion (T). El TSP activo para la Pol | es indicado. ETS, Espaciador externo transcrito. En el caso
de S. cerevisiae dentro del IGS se localiza el gen 5S que es transcrito por la Pol lll. Modificada de Moss &
Stefanovsky, 2007.
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En humanos, la produccion del pre-RNAr requiere la union preliminar de
factores proteicos reguladores sobre el promotor de los cistrones ribosomales
que son transcripcionalmente activos. La interaccion primaria la realizan la
proteina UBF (upstream binding factor) y el factor de selectividad 1 (SL1)
formado por TBP (tata binding protein) y cinco factores adicionales (TAF’s,
TBP associated factors); este ensamblaje molecular favorece la formacién de

un complejo de pre-iniciacion.

Posteriormente, se recluta la RNA polimerasa | (Pol 1) acompafada por un gran
namero de moléculas accesorias adicionales, como PAF53, TIF-IA, TTF-1,
caseina cinasa 2 (CK2), actina, miosina, la topoisomerasa | y lla, TFIIH, entre
otros. El ensamblaje correcto de cada uno de estos componentes asegura que
la Pol | pueda salir del promotor y empezar en el nucleétido +1 la produccion
del RNAr precursor (Fig. 6; revisado por Drygin et al., 2010). Cabe destacar
que uno de los principales mecanismos de regulacion de los genes
ribosomales activos, aunque no el Unico, es a nivel del inicio de transcripcion

(Moss et al., 2007).

— [ Topo I"

GIF-I;\;_ ~ @ o

— ::NM‘I )
~ O N Poll ~
TmH ) ——] -SI(.'I —/ :::E"'Actin )
UBF - ,\}- l./u\_____-_l R _ 188 =5 5.8S fr— 288
_

TSP

Figura 6. Pol | y sus factores proteicos accesorios. La Pol | es la enzima responsable de transcribir el
DNAr en todos los eucariontes. Para realizar esta accion, la enzima requiere la presencia de un nimero

elevado de proteinas. Ver detalles en el texto. Modificada de Drygin et al., 2010.
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La acciéon enzimética de la Pol | representa la actividad transcripcional mas
importante, especialmente en células en division, donde puede generar mas
del 80% del RNA total, un enorme gasto metabdlico celular. En la generacion
de las subunidades ribosomales participan los productos génicos de las tres
polimerasas de RNA eucariontes: las especies maduras de RNAr 18S, 5.8S y
28S (Pol 1), el RNAr 5S (Pol Ill) y aproximadamente 82 proteinas riosomales
(Pol II; Hadjiolov, 1985; Scheer, Weisenberger, 1994; Hernandez-Verdun,

2006).

Este complicado proceso se realiza en el nucléolo (Fig. 7), un compartimento
nuclear libre de membrana que es prominente y dindmico. El nucléolo se forma
por un amplio niumero de interacciones proteina-proteina y proteina-acidos
nucleicos en zonas especificas de los cromosomas acrocéntricos. Estas son
referidas como las regiones organizadoras nucleolares o NOR (Nucleolar

Organizer Region) (Scheer, Weisenberger, 1994).

Cuando es analizado a nivel ultraestructural se puede observar que el nucléolo
de células humanas (y de otros eucariontes superiores) en interfase esta

formado por tres subdominios morfoldgica y bioquimicamente diferentes.

I) Los centros fibrilares.- Regiones claras, frecuentemente circulares de 0.1 a

1um de diametro, enriquecidas con DNAr, RNA pol |, DNA topoisomerasa | y la

proteina UBF (upstream binding factor; Fig. 7, *).
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II) EI componente fibrilar denso.- Estructura compacta que contiene una alta
concentracion de moléculas ribonucleoproteicas que le confieren
electrodensidad. Esta capa o borde rodea parcial o totalmente a los centros
fibrilares y estd compuesto por fibrilarina, nucleolina, U3 snoRNA y algunos

factores de transcripcion (Fig. 7; CFD).

[l) EI componente granular.- Zona constituida por granulos de
aproximadamente 15nm, donde se encuentran presentes B23/nucleofosmina,
proteinas constitutivas de los ribosomas, factores de ensamble y también las
subunidades 40S y 60S practicamente maduras (Fig. 7, CG; Mélése & Xue,
1995; Scheer & Hock, 1999; Raska et al., 2006; Sirri et al., 2006; Hernandez-

Verdun, 2010).

Figura 7. El nucléolo. Fotografia de microscopia electrénica de transmision del nucléolo de una célula
Hela. La arquitectura tripartita puede ser distinguida: los CFs (*) estan rodeados por el CFD (flechas
blancas), ambas estructuras estan embebidas en el CG. La barra indica 0.5um. Modificado de

Hernandez- Verdun et al., 2010.

21



La sintesis del pre-RNAr y el procesamiento temprano se realizan en la porcién
fibrilar del nucléolo, mientras que en el componente granular se lleva a cabo la
maduracion tardia y el ensamblaje de las particulas pre-ribosomales. Se ha
sugerido que la biogénesis de ribosomas es un proceso vectorial que
correlaciona con la disposicion espacial del nucléolo (Cmarko et al., 2000;
Koberna et al., 2002; Huang, 2002). Es importante resaltar que el numero, el
tamafio y la composicion del nucléolo dependen del tipo celular y de las

condiciones fisiolégicas de un momento determinado (Warner, 1990).

Por otro lado, un numero creciente de evidencias indican que el nucléolo es
una entidad multifuncional que participa en la regulacién de eventos celulares
adicionales como son: progresion del ciclo celular, mitosis y proliferacion,
respuesta al estrés, biogénesis de multiples particulas ribonucleoproteicas no
ribosomales, apoptosis y formacion de los telomeros (revisado por Pederson,

1998; Boisvert et al., 2007; Pederson, 2011).

El concepto de un nucléolo plurifuncional es reforzado por la descripcion del
proteoma nucleolar humano, el cual esta formado por mas de 700 moléculas.
La clasificacion basada en la actividad desempefiada por cada proteina
nucleolar, indica que aproximadamente un 30% poseen un papel relacionado
con la produccién de los ribosomas; el porcentaje restante participa en
fendmenos celulares diversos (Fig. 8) e incluso se han localizado moléculas de
las cuales aun se desconoce el papel celular en el que estan involucradas (Fig.

8; Andersen et al., 2002; 2005; Boisvert et al., 2007).
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Figura 8. EIl proteoma nucleolar humano. Se han descrito aproximadamente 700 proteinas que se
localizan en un momento determinado en el nucléolo. De estas, solamente el 30% participan en la
biogénesis ribosomal (seccidn anaranjada). En la gréfica se observa la amplia gama de funciones en las
que las proteinas nucleolares intervienen. Modificada de Boisvert et al., 2007.

e Sistemaribosomal de T. cruzi

En el caso particular de T. cruzi, se ha observado la existencia de unidades de
transcripcion ribosomal atipicas (Fig. 9). En este protozoario, el DNAr esta
formado por una regién codificante de aproximadamente 10kb y por un
espaciador intergénico largo, cercano a las 20kb (Hernandez et al., 1988,
Herndndez & Castafieda, 1983). EIl cistron ribosomal estd reiterado en el
genoma, el numero de copias estimado oscila alrededor de las 100 (Castro et
al., 1981) localizadas en al menos dos cromosomas (Wagner & So, 1990). La
diferencia principal con los eucariontes superiores radica en que en T. cruzi el
RNAr 28S se encuentra fragmentado en dos especies grandes y cuatro
pequefas, alternadas por cinco separadores internos que forman parte del
RNAr precursor (Fig. 9; Castro et al., 1981; Hernandez et al., 1983; Hernandez

et al., 1988).
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El arreglo de las regiones codificadoras de RNAr dentro de la unidad
fundamental fue determinado y se observd que cada una de estas se presenta
como un médulo diferente e independiente ordenados de la siguiente manera:

18S, S3, 24Sa, S1, 24Sp, S2, S6, S4 (Fig. 9)

Humano 185 58S 288
T. cruzi
a 86 4

Figura 9. Organizacion de los genes de RNAr de T. cruzi. Los bloques representan los futuros RNAr
maduros. S3 corresponde al RNAr 5.8S de otros eucariontes. En los tripanosomatidos el gen 28S esta
formado por dos RNAr grandes (24Sa y 24SpB) y por cuatro RNAr menores (S1, S2, S4 y S6). Las
especies pequefias fueron clasificadas de acuerdo a su movilidad electroforética en geles de
poliacrilamida y la nomenclatura “S” es en referencia a pequefio (small). La regién transcribible del DNAr
humano fue incluida para resaltar la discontinuidad del gen 28S de T. cruzi.

La sintesis del precursor ribosomal, catalizado por la Pol I, esta bajo el control
de elementos cis-reguladores bien definidos. Bajo este contexto, inicialmente
se describieron dos regiones promotoras del DNAr, una proximal y otra distal
(Dietrich et al., 1993; Martinez-Calvillo & Hernandez, 1994, Tyler-Cross et al.,
1995; Martinez-Calvillo et al., 1997). Inicialmente se observd que ambos
blogues tenian actividad estimulante. Sin embargo, las construcciones génicas
donde se caracterizo el llamado promotor proximal siempre incluyeron las
secuencias del elemento distal. Esta controversia parece haber sido resuelta
en estudios posteriores ya que se encontré que la sintesis de RNAr esta
controlada mayoritariamente, quiza totalmente, por el promotor distal descrito

en nuestro laboratorio (Figueroa-Angulo et al., 2003).
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El andlisis fino de esta region permitio identificar al menos cinco bloques de
secuencia potencialmente reguladores: a) médulos repetidos aumentadores
cortos (Fig. 10, ER; Pulido et al., 1996); b) el elemento de control “rio arriba”
(UCE) de la region del TSP; c) una secuencia represora “corriente abajo” (R)
del TSP; d) una region activadora “rio abajo” (RA) del represor; y e) la zona de
inicio de transcripcion acotada a solo siete nucleétidos (Fig. 10; Figueroa-

Angulo et al., 2003; 2006).

T. cruzi ER

RNAr 18S

-
-
-

Figura 10. Elementos funcionales localizados en el IGS del DNAr de T. cruzi. Dentro de la secuencia de
IGS se encuentran regiones que pueden participar en la regulacion de la transcripcion del DNAr. El
promotor génico esta estructurado por un domino central (DC) y por el UCE. El TSP es indicado con la
flecha. El gen 18S es ilustrado, la region codificante del 5.8S y 28S fragmentado no se muestran. (4 ER,;
elemento repetido; R, represor; RA, region estimuladora. Modificado de Figueroa de Figueroa-Angulo et
al., 2006.

Como sucede en otros eucariontes, en los tripanosomas la biogénesis de
ribosomas se realiza en el nucléolo. El andlisis ultrafino del nucleo de estos
organismos, en la interfase del ciclo celular, reveld que la estructura nucleolar
es Unica y esférica. En T. cruzi el nucléolo tiene un volumen aproximado de
0.7um?® (L6pez-Velazquez et al., 2005) y en T. brucei un didmetro que oscila
entre 0.5 a 1um (Ersfeld et al., 1999). También se observo que el nucléolo de
estos tripanosoméatidos tiene una organizacion bipartita en la que estan
presentes un componente fibrilar denso y un componente granular; sin la
aparente existencia de los centros fibrilares (Ogbadoyi et al., 2000; Lopez-

Velazquez et al., 2005).
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La ausencia de este subdominio nucleolar es comdn en un vasto numero de
células de diferentes especies; de hecho, los nucléolos tripartita parecen ser
exclusivos de vertebrados que emplean saco amniotico en su desarrollo
embrionario (Thiry & Lafontaine, 2005). La informacion de la composicion
bioguimica de la estructura nucleolar de los tripanosomas es poca, Sin
embargo, por estudios de hibridacion in situ fluorescente e inmunofluorescencia
se ha reportado que los genes ribosomales, la subunidad mayor de la Pol | y
las proteinas Nopp 140 y Nopp44/46 se localizan en el nucléolo de T. brucei
(Parson et al., 1994; Navarro et al., 2007; Daniels et al., 2010). Por ultimo, la
participacion del nucléolo en procesos celulares no relacionados con la

generacion de ribosomas no ha sido descrita en T. cruzi.
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2. ANTECEDENTES

Es generalmente aceptado que la fase estacionaria de epimastigotes en cultivo
representa las condiciones tempranas para la diferenciacién hacia el estadio
tripomastigote metaciclico (infectivo, no proliferativo, Camargo, 1964), forma
del parasito donde hay ausencia de transcripcién y desensamblaje del nucléolo

(Elias et al., 2001).

Desde sus origenes, el grupo de investigacion al cual pertenezco tiene interés
en estudiar la biologia molecular y celular del sistema del RNAr de T. cruzi.
Observaciones no publicadas de nuestro laboratorio indican que durante la
fase estacionaria del cultivo los parasitos presentan una escasa tasa de
sintesis de RNA. Dado que en T. cruzi, la mayor proporcion del RNA que se
genera corresponde al RNAr (Elias et al., 2001), cabe la posibilidad de sugerir
que principalmente el sistema génico ribosomal global se esté regulando
negativamente en epimastigotes bajo situaciones de estrés nutricional como lo

es la propia fase estacionaria del cultivo.
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. OBJETIVOS

Analizar la ultraestructura del nucléolo de epimastigotes de T. cruzi a lo
largo de la curva de crecimiento

Evaluar la tasa de transcripcién en epimastigotes de T. cruzi durante la fase
exponencial y la fase estacionaria del cultivo.

Evaluar la existencia de interacciones potenciales entre los factores

proteicos especificos de la Pol | con el promotor del DNAr de T. cruzi.
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4. METODOS

e Cultivo de epimastigotes de T. cruzi

Epimastigotes de T. cruzi (cepa CL Brener) fueron cultivados en medio LIT
(Liver Infusion Triptose) complementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal,
100U/mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina y 10mg/mL de hemina, a
una temperatura de 28°C (Camargo, 1964). EI nimero de células se registro
diariamente utilizando una cadmara Neubauer. Bajo los estandares de nuestro
laboratorio, se ha definido que la fase exponencial corresponde al punto del
cultivo que tiene una densidad de entre 8-10 millones de células/mL y que la

fase estacionaria comienza 72h posteriores a la ultima replicacion celular.

e Diferenciacion in vitro de epimastigotes a tripomastigotes metaciclicos

Los epimastigotes de la fase exponencial del cultivo en medio LIT fueron re-
inoculados en medio M-16 (0.4% NaCl, 0.04% KCI, 0.8% Na,HPO,4, 0.2%
glucosa, 0.125% triptosa) complementado con 2.5% (v/v) de suero bovino fetal
(Astolfi et al., 1984). Los parasitos se mantuvieron durante varios dias a 28°C y

la diferenciacion celular fue evaluada diariamente por microscopia optica.
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e Tratamiento con cicloheximida (CHX)

Epimastigotes en la fase exponencial del cultivo en LIT fueron cosechados y
resembrados en medio LIT fresco que contenia 100 pg/mL de CHX (Tittawella
et al., 2003). Las células se mantuvieron a 28°C y se obtuvieron muestras en
los dias 1, 2 y 3 posteriores a la inoculacién. El efecto de la CHX se evalu6 por

microscopia optica y microscopia electronica.

e Ensayos de transcripcion (nuclear run on assay)

Se obtuvieron 2x10® epimastigotes de la fase exponencial o de la estacionaria
de cultivo en medio LIT. Las células se lavaron dos veces con solucion de
fosfatos, se resuspendieron en 10mL de solucién de lisis que contiene 10mM
Tris-HCI (pH 7.5), 3mM CaCl,, 2mM MgCl, y, posteriormente se agregé NP-40
a una concentracion final de 0.5% (v/v). Los nucleos fueron aislados por
centrifugacion (1400 xg) y lavados una vez con buffer de lisis. La elongacién
del RNA se realizo al resuspender los nacleos en 100uL de 100mM Tris-HCI
(pH 7.5), 25% glicerol (v/v), 0.15mM espermina, 0.5mM espermidina, 2mM
DTT, 40U RNasin, 2mM MgCl,, 4mM MnCl,;, 50mM NaCl, 50mM KCI, 2mM
ATP, 2mM CTP, 2mM GTP, 10uM UTP, 125uCi [a-**P]-UTP (3000Ci/mmol).
La suspension fue incubada a 26°C durante 2, 4, 6, 10 y 20min. Al término de
cada tiempo se obtuvieron 5uL de la mezcla y la elongacion del RNA se detuvo
al precipitar las macromoléculas con acido tricloroacético al 10% (v/v) a 4°C.

Las muestras fueron filtradas por vacio y la incorporacion de [a-*?P]-UTP fue
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determinada en el contador de centelleo (BECKMAN COULTER, modelo LS

6500).

¢ Microscopia electronica de transmision

Se obtuvieron epimastigotes, de los tiempos y cultivos mencionados, los cuales
fueron lavados dos veces con solucion de fosfatos pH 7.2 y fijados con
glutaraldehido al 2.5% (v/v) durante dos horas a 4°C. Posteriormente el
paquete celular se lavo tres ocasiones con solucion de fosfatos por 10 minutos
y se post-fij6 con tetradxido de osmio al 1% (v/v) a temperatura ambiente. Las
muestras fueron deshidratas con series graduales de etanol (30%, 50%, 70%,
80%, 90%, 96%, 100%) y posteriormente tratadas con 6xido de propileno. Los
parasitos se pre-incluyeron en una mezcla de resina EPON y o6xido de
propileno en proporcién 1:1. Al término, las muestras se incluyeron en la resina
EPON. La polimerizacion se hizo a 60°C durante 24h. Se realizaron cortes
ultrafinos de 50-60nm que fueron contrastados con acetato de uranilo al 4%
(w/v) por 20 min y citrato de plomo al 3% (w/v) durante 10 min. La
ultraestructura de T. cruzi fue observada bajo un microscopio electrénico (Jeol
JEM 1010) y las imagenes se capturaron con una camara MTI (modelo CCD-

300-RC).
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e Determinacion del tamafio del nucléolo

Para estimar el &rea aproximada del nucléolo de T. cruzi, se obtuvieron
imagenes digitales del nucleo celular. Se determind el area y perimetro del
nucléolo (cuerpo prominente, electrodenso y fibrogranular localizado en
posicion central o ligeramente orientado hacia un polo del nudcleo) con el

programa Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

e Ensayos de retardo (EMSA)

a) Obtencidén del extracto proteico nuclear

Se cosecharon epimastigotes de fase logaritmica o de fase estacionaria por
centrifugacion a 4500 xg por 10min a 4°C, las células fueron lavadas un par de
veces con solucién de fosfatos pH 7.2 frio. El precipitado celular fue
resuspendido en ocho volimenes (tomar como referencia el tamafo del
paquete) de solucién A que contiene 10mM Hepes (pH 7.9), 10mM KCI, 1.5mM
MgCl,, 0.5mM ditiotreitol, 0.5mM fenilmetilsulfonil fluoruro, y fue almacenado
durante 30 0 40 min a 4°C. Después las células fueron centrifugadas a 5400
xg por 10 min a 4°C, el sobrenadante fue desechado y la pastilla fue
resuspendida en cinco volumenes de solucion A mas 2mM benzamidina,
5ug/mL aprotinina, 5ug/mL pepstatina A, 5ug/mL leupeptina. La suspension
fue transferida a un homogenizador de teflon (Wheaton) y los parasitos fueron
lisados mecanicamente, proceso que fue verificado bajo el microscopio optico.

El homogenado celular se coloc6é en un tubo Eppendorf de 1.5mL y fue
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centrifugado 3300 xg por dos minutos a 4°C. Los nucleos se resuspendieron
en 100uL de solucion C que contiene 20mM Hepes (pH 7.9), 0.42M NacCl,
1mM EDTA, 1ImM EGTA, 0.5mM ditiotreitol, 1mM fenilmetilsulfonil fluoruro,
2mM benzamidina, 5ug/mL aprotinina, 5ug/mL pepstatina A, 5ug/mL leupeptina
y fueron mantenidos en agitacion suave durante 40min a 4°C. La suspension
fue centrifugada a 17000 xg por 15min a 4°C y el sobrenadante se almaceno a
-70°C hasta su utilizacion. La concentracion de proteina fue determinada por el

método de Bradford.

b) Marcaje radiactivo del DNAr

Se utilizé el inserto 8-2A ligado en PUC18 que corresponde a un fragmento del
promotor distal del DNAr que tiene un tamafo de 64 pares de bases que
incluye el TSP. Fueron marcados radiactivamente, en el extremo 5°, 400ng de
este DNAr con 50uCi de adenosina 5- [y->2P] - trifosfato (6000Ci/mM). La
reaccion de marcaje se realizé a 37°C por 30min, al término, fueron agregados
2uL de wuna solucion de 0.5M EDTA. Se efectu6 una extraccion
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y la fase acuosa se colocé sobre
una columna de Sephadex G-50 para eliminar los nucle6tidos no incorporados.
Las cuentas por minuto fueron determinadas en el contador de centelleo

(BECKMAN COULTER, modelo LS 6500).
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c) Interaccion DNAr-proteina nuclear

En un tubo Eppendorf fueron mezclados 6ug de extracto proteico de ndcleos
aislados, 1ug de poly dI-dC y 5uL de una solucion de interaccion que contiene
5mM Hepes (pH 7.9), 80mM NaCl, 0.5mM ditiotreitol, glicerol 20% (v/v), 3mM
MgCl,, 3mM espermidina y se mantuvieron a 4°C por 10min. Posteriormente,
se agregaron 50,000cpm (aproximadamente 0.2ng) del fragmento de 64 pares
de bases radiactivo y la mezcla fue mantenida a 4°C por 20min. Al término, se
adicionaron 6uL de solucion de carga que contiene 0.25% azul de bromofenol
(w/v), 0.25% xilen cianol (w/v), glicerol 50% (v/v) y los complejos DNA-proteina
fueron resueltos en un gel de poliacrilamida al 4.5%. La separacion
electroforética se llevo a cabo a 150V durante 1h con 50 min en solucion de
TBE (Tris-4cido borico-EDTA) 0.5X. Al término, el gel fue secado a 50°C
durante 30min y expuesto por 24h en una pantalla el casete BAS 2040 Fujifilm.
Las imagenes fueron obtenidas en el equipo FX analizador de imagenes (Bio

rad).
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5. RESULTADOS
e Crecimiento de epimastigotes de T. cruzi en cultivo

El cultivo axénico de epimastigotes en medio LIT ofrece una herramienta
apropiada para generar conocimientos basicos de la biologia molecular y
celular de un eucarionte. Cuando son cultivados, estos parasitos pasan por un
periodo de crecimiento exponencial seguido de una etapa de transicion
logaritmica antes de llegar a la fase estacionaria, en la cual las células no se
replican (Fig 11). El inoculo inicial fue de un millon de parasitos por mililitro de
cultivo. La densidad celular se incrementé conforme transcurrié el tiempo y
alcanzé un maximo de entre 70 y 80 millones de células por mililitro (Fig. 11).
Durante esta etapa se observaron los cambios caracteristicos de la morfologia
de los epimastigotes y un 5% de diferenciacion al estadio tripomastigote
metaciclico como ha sido descrito (Camargo, 1964). La re-inoculacion de
epimastigotes envejecidos en medio LIT fresco reactiva el proceso de

duplicacién celular pero con una cinética de crecimiento lenta (Fig. 11).
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Figura 11. Curva de crecimiento de epimastigotes en cultivo. Son indicadas las fases exponencial (Exp)
y la estacionaria (Sta). Las flechas pequefias sefialan los tiempos en los que se obtuvieron muestras para

realizar alglin ensayo. La re-inoculacion de parasitos envejecidos se realiz6 20 dias post-inoculacion.
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e Transcripcion in vitro

La biogénesis ribosomal es un proceso celular que requiere de los productos
finales de la actividad nuclear de las Pol I, Il y lll y esta fuertemente ligado con
el estatus de replicacion y la disponibilidad de nutrientes (Drygin et al., 2010).
Para comparar la tasa de transcripcion en epimastigotes sometidos a distintas
condiciones de proliferacion, se realizaron experimentos de transcripcion in
vitro de tipo “nuclear run on assay” en una suspension de nucleos extraidos de
parasitos de los dias 4 (fase exponencial) y 12 (fase estacionaria; Fig. 11).
Después de la precipitacibn de las macromoléculas, se determind la
incorporacién de **P-UTP en el transcrito naciente. Como se puede apreciar
en la Figura 12, la transcripcion (evaluada por el marcaje radiactivo del RNA)
es significativamente menor en células de la fase estacionaria en comparacion

con lo observado en células que proliferan activamente (Exp; Fig. 12).
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Figura 12. Reduccion de la actividad transcripcional en epimastigotes de la fase estacionaria del cultivo.
La incorporaciéon de UTP radiactivo en funcion del tiempo en el RNA naciente es significativamente mayor
en preparaciones de nucleos aislados obtenidos de parasitos de fase exponencial (AExp) que la

encontrada en la fase estacionaria (24 Sta). Cada medicion se realiz6 por duplicado.
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e Microscopia electronica

Se ha descrito que la mayor proporcion de la transcripcion en T. cruzi esta
dedicada a la generacion del RNA ribosomal (Elias et al., 2001), el cual es
sintetizado en el nucléolo. Para explorar los efectos potenciales sobre el
tamafio y/o la estructura nucleolar que acompafan a la disminucion de la
sintesis de RNA observada, se obtuvieron epimastigotes de diferentes etapas

de crecimiento y su ultraestructura fue analizada por microscopia electronica.

La primera visualizacién resaltable fue que el nimero de parasitos que poseen
un nucléolo (definido como un dominio nuclear dnico, fibrogranular y
electrodenso; Lopez-Velazquez et al., 2005) se reduce gradualmente a medida
gue los nutrientes son consumidos y que el cultivo se acerca al periodo donde
no hay replicacion (Fig. 13A). Un hallazgo interesante fue la presencia de
organismos (aproximadamente un 30%) de la fase estacionaria temprana (dia
12) y tardia (dia 20) con nucléolo (Fig. 13A). Notablemente, la resiembra de
estas células envejecidas en medio LIT recién preparado produce un aumento
en la cantidad de parasitos con una estructura nucleolar con las caracteristicas

arriba mencionadas (Fig. 13A, columna 3R).

Posteriormente, se obtuvieron fotografias de microscopia electronica de
transmision del ndcleo de los epimastigotes y el area aparente del nucléolo fue

estimada con el programa computacional ImageJ (http:/rsbweb.nih.gov/ij/).

Los datos obtenidos indican que el nucléolo de parasitos de la fase exponencial

del cultivo tiene un tamafio cercano a las 0.6um? el cual se va reduciendo
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paulatinamente hasta llegar a una estructura de alrededor de las 0.2um? en
células de la fase estacionaria temprana y tardia (Fig. 13B y 14). La
reinoculacion de este tipo de parasitos en medio LIT fresco correlaciona con un
incremento en el tamafio del nucléolo y una reestructuracion de sus dos

componentes (Fig. 13B y 14).

Adicionalmente, encontramos que el ndcleo de los epimastigotes que crecen
activamente tiene forma circular y contiene cumulos pequefios de
heterocromatina localizados en la periferia (Fig. 14). En los parasitos que no se
replican, este tipo de arquitectura cambia, se observa un nucleo amorfo y una
cantidad elevada de cromatina compacta que ocupa un espacio significativo del

nucleoplasma (Fig. 14).
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Figura 13. El mantenimiento y el tamafio del nucléolo correlacionan con el estado de proliferacion. A) El
porcentaje de epimastigotes que presentan una estructura nucleolar definida disminuye a medida que el
tiempo avanza y los nutrientes son consumidos. La re-inoculacidon de parasitos envejecidos produce un
incremento de epimastigotes con nucléolo (3R). El nimero de fotografias de microscopia electrénica de
campos completos elegidos al azar fue en promedio diez. B) La reduccion del tamafio del nucléolo
correlaciona con el transcurso del tiempo y el agotamiento de nutrimentos. Cuando los epimastigotes se
resiembran en medio LIT fresco el tamafio del nucléolo se incrementa significativamente. El area se
estimo utilizando el programa ImageJ. El numero de fotografias promedio para cada condicién fue de 30.
(*) indica diferencias significativas entre el tamafio del nucléolo del dia 4 vs 6,7, 12 y 20. No existen
diferencias entre el dia 4 y la columna 3R.
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Barra, 0.5um

Figura 14. El nucléolo de epimastigotes en cultivo. Fotografias de microscopia electrénica de transmision
en las que se observa la reduccion del tamafio aparente de la estructura nucleolar en los diferentes dias
del cultivo. También puede notarse que la heterocromatina presenta una localizacién periférica en las
células que crecen activamente, en cambio, en los parasitos de fase estacionaria (dias 12 y 20) la
heterocromatina ocupa un area mayor del nucleoplasma. La re-inoculacién de epimastigotes envejecidos
en medio LIT fresco revierte la reduccion del tamafio del nucléolo y la cantidad de heterocromatina en el

ndcleo. H, heterocromatina; No, nucléolo. La barra indica 0.5um.
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Ademas de la reduccion del tamafio del nucléolo, se observé que la morfologia
y la distribuciébn de los dos componentes nucleolares eran diferentes. El
nucléolo de las células que se duplican exponencialmente est4 constituido por
un componente granular (GC) que en proporcion representa el elemento
mayoritario y por un componente fibrilar denso (DFC) de menor tamafio; este
tipo de arquitectura es indicativa de una generacion elevada de las particulas
pre-ribosomales (Fig. 15, paneles superiores). En cambio, en los organismos
de la fase estacionaria, el territorio nucleolar que ocupa cada uno de los
componentes no puede ser establecido con certeza (Fig. 15, paneles
inferiores). Ademas, en estos parasitos existe una reduccion considerable del

espacio nuclear que ocupa el GC en condiciones de proliferacion activa.

GC

Barra, 0.2um

Figura 15. La arquitectura nucleolar de epimastigotes en cultivo. Fotografias de microscopia electrénica
de transmision (panel izquierdo) y su esquema correspondiente (panel derecho) derivadas de células de
la fase exponencial (Exp) o de la estacionaria (Sta). Adicionales a la reduccion del tamafio del nucléolo,

se pueden observar los cambios en la distribucién aparente de cada componente. La barra indica 0.2um.
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La CHX es un inhibidor de la sintesis de proteinas. En otras células
eucariontes se ha observado que interfiere negativamente en la transcripcion
del DNAr, en el procesamiento del pre-RNAr (Higashia et al., 1968) y produce

el desensamblaje del nucléolo (Ghosh & Pawelets, 1994).

Para evaluar el efecto de este farmaco sobre la proliferacién celular, la sintesis
de RNA y el tamafo del nucléolo de epimastigotes de T. cruzi, un cultivo de
parasitos “primario” creciendo exponencialmente fue diluido y dividido en tres
porciones. A la primera parte se le afiadi6 CHX, a la segunda el diluyente, y la
tercera es el control. El cultivo tratado con etanol presenté un crecimiento
celular similar al de los parasitos control, mientras que claramente la presencia

de CHX inhibié la duplicacion de los epimastigotes (Fig. 16).
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Figura 16. Inhibicién del crecimiento de epimastigotes en cultivo por CHX. Se inocularon un millén de
parasitos en medio LIT (®@control); en LIT mas etanol ( O EtOH) y en LIT mas CHX (A CHX) y se observo
duplicacion celular en todas las condiciones excepto en los epimastigotes tratados con este antibiético. El
efecto inhibitorio de la CHX sobre el crecimiento fue confirmado en ensayos independientes posteriores.
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Después de 24 horas de la administracion de CHX, encontramos que la
incorporacion de **P-UTP en el RNA naciente fue aproximadamente cinco
veces menor en comparacién con lo observado en nucleos extraidos de las

células control (Fig. 17).
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Figura 17. Reduccion de la actividad transcripcional de epimastigotes tratados con CHX. La
incorporacion de UTP radiactivo en el RNA naciente fue significativamente mayor en preparaciones de
nicleos aislados de parésitos creciendo en medio LIT (® control) que en células con CHX (O). Se

grafica el promedio de dos experimentos independientes.
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A nivel de la ultraestructura del nucléolo, la CHX causdé una reduccion
significativa de su tamafio en ambos dias de tratamiento, estimacion que se

realiz6 con el programa computacional ImageJ (Fig. 18).
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Figura 18. Efecto de la CHX sobre el tamafio del nucléolo. Este antibiético produjo una reduccion
significativa del area nucleolar de los epimastigotes. En la grafica estan resumidos los datos obtenidos.
Las cajas agrupan los valores del 25 al 75% de las observaciones, las lineas horizontales representan la
mediana, y la barra vertical corresponde al rango de cada grupo. El nimero promedio de fotografias de
cada grupo fue de 20. (*) y (**) marcan diferencias significativas entre células tratadas con CHX vs control,
comparaciones de 1y 2 dias respectivamente. En mabos casos P<0.05. No existi6 diferencia entre el

grupo control vs células con en vehiculo.

En todas las condiciones examinadas se observdé un nucléolo con una
arquitectura similar: el componente granular es el principal constituyente y
también esta presente el componente fibrilar denso. Aparentemente la CHX no
altera la organizacion nucleolar. Es importante mencionar que después de tres

dias de tratamiento con CHX, la mayoria de las células estan fragmentadas por
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lo que un analisis es imposible (dato no mostrado). Es evidente que la
presencia del etanol en el medio de cultivo es inocua a la concentracion

afiadida al medio (Fig. 18 y 19).
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Figura 19. Efecto de la CHX sobre el nucléolo de epimastigotes en cultivo. Fotografias de microscopia
electrénica en las que se aprecia la reduccion del tamafio de la estructura nucleolar inducida por este
antibidtico. Es interesante la conservacion del nucléolo en células tratadas con CHX alun después de dos

dias de tratamiento. La barra indica 0.5um.
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e Ensayos de retardo

En este trabajo describimos una marcada reduccién de la sintesis de RNA
(evaluada por la incorporacion de UTP radiactivo) en epimastigotes de la fase
estacionaria del cultivo (Fig. 12). Al igual que en otros eucariontes, en T. cruzi
el RNAr representa con mucho la mayor proporcion del RNA total de la célula
(Elias et al., 2001), por lo anterior es posible sugerir que la actividad de la Pol |
es, principalmente, la mas afectada. En un intento por encontrar una
explicacion a la disminucion de la transcripcion en la fase estacionaria, se
decidi6 investigar sobre una probable reduccion en la formacion de complejos
proteicos relacionados con la Pol | sobre el promotor distal del DNAr de
epimastigotes de T. cruzi. Para esto se realizaron interacciones utilizando
extractos nucleares (obtenidos de parasitos de la fase exponencial o
estacionaria) y un fragmento de 64 pares de bases que abarca de la posicion -

48 a + 14 e incluye el TSP del DNAr (Fig. 20).

.
wst®

GAT CCAACT TGT GCTTTT TTAACC GTC CAT TTG TGT CTA GTA CAT CAT GGA GCG GTATTCTCTC
CTA GGT TGA ACA CGA AAA AAT TGG CAG GTA AAC ACA GAT CAT GTA GTA CCT CGC CAT AAG AGA G

Figura 20. Secuencia del fragmento del promotor distal del DNAr de T. cruzi de 64 pares de bases de
largo que comprende de la posicién -48 a +16 con respecto al TSP (indicado con la flecha). Este DNA fue
marcado radiactivamente en el extremo 5" para realizar los ensayos de retardo en gel. El inicio del gen
18S es ilustrado, seguida se encuentra la region que codifica para el RNAr 5.8S y el fragmentado 28S que

no estan mostrados.
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Se encontré una banda de retardo similar tanto en distancia de migracién y en
intensidad (Exp 59630 vs Sta 61333 unidades densitométricas obtenidas con
el programa ImageJ) con los dos extractos nucleares probados (Fig. 21). Estos
hallazgos sugieren el reclutamiento de proteinas y el ensamblaje de complejos
proteicos sobre el promotor del DNAr en las dos condiciones experimentales,
sin embargo, la identidad y la funcionalida