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Resumen 

 
Trypanosoma brucei  es un parásito diploide causante de la tripanosomiasis africana. 

Se caracteriza por presentar mecanismos de expresión genética atípicos, como la 

transcripción policistrónica y el trans-splicing. La RNA polimerasa III (RNA POL III) se 

encarga de sintetizar moléculas de RNA esenciales para la viabilidad celular, como 

rRNA 5S, tRNAs, 7SL RNA y U6 snRNA. Está compuesta por 17 subunidades, algunas 

de las cuales son exclusivas. Entre éstas se encuentra C82, que junto con C34 y C31, 

forma un subcomplejo esencial en el inicio de la transcripción, al promover la 

formación del complejo de pre-inicio y la apertura del promotor. En el presente 

trabajo se inició el estudio estructural y funcional de la subunidad C82 de T. brucei 

(TbC82). Mediante análisis in silico se encontró que la secuencia y estructuras 

secundaria y tridimensional de TbC82 están conservadas en relación con el ortólogo 

de humano. Para estudiar la función de TbC82, se generaron líneas celulares knock-

down en las que es posible inducir la degradación del mRNA de TbC82 con doxiciclina 

por medio de RNAi. La disminución en la abundancia del mRNA y de la proteína 

TbC82 se confirmó mediante ensayos RT-PCR y Western blot, respectivamente. La 

subunidad TbC82 de T. brucei es esencial para la viabilidad celular de formas 

procíclicas del parásito, como se demostró al monitorear el crecimiento de los 

cultivos celulares knock-down. La proteína TbC82 en T. brucei se localiza en el núcleo.
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1. Introducción 
 

1.1. Tripanosomátidos y sus características 

Los parásitos nos rodean y son responsables directos de más de 1 millón de muertes 

humanas en todo el mundo cada año (Ofir-Birin y Regev-Rudzki, 2019). Los miembros 

de la familia Trypanosomatidae, conocidos como los tripanosomátidos, son un grupo 

de protozoos flagelados de divergencia temprana en la evolución de los eucariontes 

(Haag,  1998) (Fig. 1).  

 

 
 
Figura 1. Los tres dominios de la vida. Tomado de Alberts et al., 2016. 
 
La familia Trypanosomatidae pertenece a un grupo biológico peculiar del súper reino 

Eukaryota, clase Euglenozoa, orden Kinetoplastida (Baldauf et al., 2000). Todos los 

miembros de este orden están caracterizados por presentar únicamente una 

mitocondria alargada que abarca toda la célula, cuyo DNA se condensa en un cuerpo 

masivo llamado cinetoplasto. Otras características distintivas de los tripanosomátidos 

incluyen la edición del RNA mitocondrial, el aislamiento de enzimas de la glucólisis 

en organelos llamados glicosomas, el uso del bolsillo flagelar para el tráfico 

molecular hacia dentro y fuera de la célula, y un citoesqueleto único formado por 

microtúbulos subpeliculares. Estas características atestiguan la antigüedad y el 

aislamiento de estos organismos (El-Sayed et al., 2005).  

Entre los tripanosomátidos (Fig. 2) se reconocen varios géneros que incluyen 

parásitos de invertebrados solamente (Crithidia y Leptomonas, entre otros), parásitos 

de plantas e invertebrados (Phytomonas), y parásitos de vertebrados e invertebrados 

(Trypanosoma y Leishmania) (Lukeš et al., 2018).  
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Figura 2. Tripanosomátidos.  Micrografías electrónicas de barrido  de promastigote (A) y amastigote (B) 
de Leishmania mexicana, tripomastigote de Trypanosoma cruzi (C) y Bodo saltans (D). Tomado de 
Gluenz et al., 2015. 
 
 

1.2 Evolución de los tripanosomátidos 

Los tripanosomátidos más estudiados son Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi y 

Leishmania major, los cuales son patógenos de humanos que causan enfermedades 

marcadamente distintas. Estas tres especies exhiben una sorprendente conservación 

del orden de sus genes, a pesar de que divergieron hace alrededor de 200 millones 

de años.   Los pocos sitios de reorganización del genoma entre estas especies están 

marcados por la presencia de elementos similares a retrotransposones, lo que 

sugiere que éstos pueden haber jugado un papel importante en la configuración de la 

organización de los genomas de los tripanosomátidos (Ghedin et al., 2004). 

Las técnicas de secuenciación molecular (especialmente del gen del RNA ribosomal 

de la subunidad pequeña) ahora están cambiando radicalmente las ideas anteriores 

sobre la filogenia de estos organismos (Fig. 3). Grandes distancias genéticas (12% de 

divergencia) separan a T. brucei y T. cruzi, mientras que las distintas especies de 

Leishmania están separadas por distancias muy cortas (menos del 1% de 

divergencia) (Kaufer et al., 2017). Los tripanosomátidos parecen poder adaptar con 

facilidad su metabolismo energético a la disponibilidad de substratos y oxígeno, y 

esto puede darles la capacidad de instituir nuevos ciclos de vida si los patrones de 

comportamiento del hospedero lo permiten. Los procesos sexuales, aunque 

presentes en al menos algunos tripanosomátidos, o la autofertilización en caso de T. 

brucei (Tait et al., 1996), pueden haber desempeñado un papel menor en la 

generación de diversidad durante la evolución de los tripanosomátidos. 
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Figura 3. Relaciones filogenéticas de los tripanosomátidos. El eubodonido Bodo saltans sirvió como un 
grupo externo. Los géneros y especies monoxenos están marcados con triángulos y rectángulos grises, 
respectivamente, mientras que los triángulos están sombreados para los géneros dixenos. Dos 
orígenes independientes de la endosimbiosis en Trypanosomatidae están marcados con estrellas 
rojas. Tomado de (Lukeš et al., 2018). 
 

1.3 Biología de T. brucei 

T. brucei (Bruce, D. 1895) es un protozoario parásito diploide (Fig. 4), flagelado que es 

causante de la  enfermedad del sueño, también conocida como tripanosomiasis 

humana africana. Existen dos subespecies, que son la forma progresiva lenta T. 

brucei gambiense, que es endémica del oeste y centro de África, y la forma 

progresiva rápida T. brucei rhodesiense que se ubica en el este y sur del mismo 

continente. Ambas subespecies infectan a humanos y a otros mamíferos, debido a 

que son resistentes a la apolipoproteína A1 (Cullen et al., 2017). El parásito es 

transmitido por medio del piquete de un vector díptero hematófago del género 

Glossina, conocido comúnmente como mosca tse-tsé.  

               
Figura 4. T. brucei. (A) Micrografía electrónica de barrido de T. brucei (morado) sobre hepatocitos de 
ratón.  (B) Tinción Giemsa de T. brucei. Tomado de Büscher et al., 2017. 
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T. brucei  es un organismo unicelular eucarionte que presenta una forma de hoja 

alargada con dimensiones aproximadas de 20-30 µm de largo y 12 µm de ancho (Fig. 

5).  Posee un flagelo que se extiende  a lo largo de la membrana celular formando la 

llamada membrana ondulante. El flagelo contiene un axonema con una configuración 

típica de 9 + 2, que promueve el movimiento flagelar y por lo tanto su 

desplazamiento. La reproducción es por fisión binaria longitudinal (Vaughan y Gull, 

2008).  

 
 

Figura 5. Morfología celular de Trypanosoma brucei. 
 

1.3.1 Ciclo de vida 

El ciclo de vida del parásito se alterna entre un hospedero mamífero y  la mosca tse-

tsé (Fig. 6). Cuando la mosca se alimenta de un mamífero infectado, los parásitos en 

su forma de tripomastigote sanguíneo llegan al tracto digestivo del insecto, y en un 

lapso de 3 a 5 semanas ocurre una diferenciación celular  a su forma de 

tripomastigotes procíclicos (Fig. 7) (Brun et al., 2010). Éstos se multiplican y se 

transforman en epimastigotes, los cuales migran a las glándulas salivales de la 

mosca en donde se multiplican nuevamente y se transforman en tripomastigotes 

metacíclicos, que son la forma infectiva. Éstos permanecen ahí hasta que la mosca 

vector vuelve a alimentarse de otro mamífero, infectándolo. Dentro del nuevo 

hospedero, en el torrente sanguíneo ocurre otra diferenciación celular dando paso a 

los tripomastigotes sanguíneos, los cuales se multiplican e invaden el sistema 

nervioso central (Fig. 7) (Stuart et al., 2008). 
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Figura 6. La mosca tse-tsé es el vector de T. brucei. Izquierda: esquema de Glossina sp.  Se señalan 
algunos de sus órganos internos y organismos simbiontes como las bacterias Wolbachia y 
Wigglestworthia  que contiene. Figura tomada de Aksoy, et. al., 2013. Derecha: fotografía de una 
mosca tse-tsé hembra embarazada (Glossina morsitans) de una colonia mantenida en la Escuela de 
Salud Pública de Yale en New Haven, CT. Foto de Geoffrey M. Attardo. 
 

 
 
 
Figura 7. Ciclo de vida de T. brucei. Tomado de: 
https://www.cdc.gov/parasites/sleepingsickness/biology.html Abril 2019. 
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1.3.2 Tripanosomiasis Humana Africana 

Existen dos formas de esta enfermedad: la infección crónica y la infección aguda.  

Trypanosoma brucei gambiense se encuentra en 24 países en África occidental y 

central (Fig. 8), representa actualmente el 98% de los casos reportados de 

enfermedad del sueño y causa la infección crónica (Büscher et al., 2014). Por otro 

lado Trypanosoma brucei rhodesiense se encuentra en 13 países del este y sur de 

África (Fig. 8). Hoy en día, esta forma representa menos del 2% de los casos 

reportados y causa la infección aguda. Los primeros signos y síntomas se observan 

unos meses o semanas después de la infección (Bottieau et al., 2019). 

 

El cuadro clínico de la enfermedad puede dividirse en tres etapas, las cuáles están 

íntimamente relacionadas con el ciclo de vida del parásito.  La primera etapa 

comienza con la picadura de la mosca tse-tsé en el humano (Fig. 9); en el sitio 

afectado se genera una inflamación cutánea, seguida de fiebre que incluye pérdida 

de peso, debilidad y prurito, el parásito circula en el torrente sanguíneo, un ambiente 

rico en nutrientes con temperatura y pH constantes y una alta concentración de 

glucosa (Büscher et al., 2017). Posteriormente, en la segunda etapa T. brucei invade 

el sistema nervioso atravesando la barrera hematoencefálica y permaneciendo en el 

líquido cefalorraquídeo, con una sintomatología que incluye alteraciones del ciclo 

sueño-vigilia, desordenes motores, sensoriales y psicológicos (Fig. 9). Finalmente en 

la tercera etapa el paciente cae en coma y muere (Büscher et al., 2014). El 

diagnóstico y tratamiento de la enfermedad son complejos y exigen la intervención de 

personal especializado. Por ejemplo para la segunda etapa el fármaco recetado es 

Melarsoprol, que es un derivado del arsénico y produce muchos efectos colaterales 

indeseables, como la encefalopatía reactiva (síndrome encefalopático), que puede 

ser mortal (entre 3% y 10%) (OMS, 2019).  

 

Los esfuerzos de control sostenido han reducido el número de nuevos casos. En 

2009, el número reportado cayó por debajo de 10 000 por primera vez en 50 años, y 

en 2015 se registraron 2804 casos (WHO, 2018). Mediante el establecimiento de 

programas de  salud pública, se planea que para el 2020 se reduzcan los casos de  

tripanosomiasis africana humana causada por T. b. gambiense a menos de un caso 
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por cada 10 000 personas por año, y se planea su eliminación completa para 2030 

(Sutherland et al., 2017).  

 
Figura 8. Distribución geográfica de las infecciones reportadas de tripanosomiasis africana humana 
(período del informe 2010-2014). La enfermedad producida por T. brucei gambiense se encuentra en 
África occidental y central, mientras que la enfermedad causada por T. brucei rhodesiense se 
encuentra en África oriental y meridional. Tomado de Büscher et al., 2017. 
 

 
 
Figura 9. Enfermedad del sueño. (A) Adolescente en Uganda con enfermedad del sueño que muestra el 
chancro característico en su brazo, ubicando el sitio de la inoculación de la mosca tse-tsé. (B) Un 
paciente masculino en las etapas finales de la enfermedad del sueño africana, que finalmente termina 
con su muerte. Imágenes tomadas de 
https://web.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2001/trypanosomiasis/trypano.htm (Noviembre 
2018). 
 
 

Si bien la tripanosomiasis africana animal, o nagana, está extendida de 36 países de 

África subsahariana, que son áreas infestadas por la mosca tse-tsé, la 

B A 
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tripanosomiasis africana humana se caracteriza por una distribución marcadamente 

focal (Fig. 8). Esta distribución parcheada es el resultado de interacciones complejas 

entre parásitos, vectores, hospederos y el medio ambiente, que aún no se 

comprenden completamente. La enfermedad se encuentra usualmente en áreas 

rurales con hábitats adecuados para la mosca tse-tsé, en donde ésta tiene contacto 

frecuente con los humanos. Las áreas periurbanas también pueden verse afectadas, 

especialmente cuando las especies de moscas tse-tsé ribereñas se han adaptado a 

ambientes antrópicos (Brun et al., 2010). 

Las personas pueden infectarse mientras pastorean, cultivan, pescan, cazan, 

recolectan agua o madera, o participan en cualquier otra actividad que los exponga a 

la picadura de una mosca tse-tsé infecciosa. Todos los grupos de edad y ambos sexos 

están en riesgo, aunque la prevalencia es mayor en adultos, y la distribución por sexo 

varía en función de las actividades de riesgo específicas del género (Welburn et al., 

2010).  

Los casos exportados de tripanosomiasis africana humana se deben en su mayoría a 

la enfermedad producida por T. b. rhodesiense en turistas que han visitado parques 

nacionales y reservas de caza en Tanzania,  Kenia, Malawi, Uganda, Zambia y 

Zimbabue. Los casos de enfermedad causada por T. b. gambiense son más raros e 

incluyen a migrantes, refugiados y expatriados a largo plazo. Períodos 

excepcionalmente largos (hasta 30 años, y posiblemente más) pueden separar la 

infección y el diagnóstico;  por lo tanto, debe considerarse que todas las personas que 

han vivido en países endémicos de la enfermedad se realicen un diagnóstico para 

evitar su propagación (Büscher et al., 2017). 

 

 1.3.3  Enfermedad de Nagana 

El nombre Nagana se deriva de "anagana", la palabra Zulú para la tripanosomiasis 

transmitida por la mosca tse-tsé, así como para otras enfermedades debilitantes que 

afectan a los animales domésticos. Dos subespecies de tripanosomas, T. b. 

rhodesiense y T. b. gambiense infectan a humanos y animales silvestres, así como a 

animales domésticos, como cerdos y perros. Otra subespecie, T. b. brucei, así como T. 

congolense y T. vivax infectan el ganado, causando la enfermedad de Nagana (Fig. 

10).  
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Debido a las infecciones provocadas, estos parásitos afectan la producción ganadera 

y causan pérdidas económicas masivas, por lo cual tienen implicaciones en el ámbito 

socio-económico en zonas en desarrollo rural en países Africanos con pérdidas de 

alrededor de $4.5 billones de dólares anuales (Kristjanson et al., 1999).  

Los animales pueden hospedar los parásitos que son patógenos para el ser humano, 

especialmente T. b. rhodesiense; por lo tanto, los animales domésticos y los animales 

silvestres son un reservorio importante. Los animales también pueden infectarse con 

T. b. gambiense y servir de reservorio en menor medida (OMS, 2019). 

    
 

Figura 10. Enfermedad de Nagana. Vaca hembra anciana con tripanosomiasis crónica (imagen de la 
izquierda). Reservorios de la enfermedad de nagana (imagen central). Ganado infectado con nagana 
(imagen derecha). Imágenes tomadas de http://www.yalescientific.org/2013/05/waking-up-to-the-
mechanism-of-african-sleeping-sickness-serendipitous-discovery-yields-new-clues-for-prevention/ 
Septiembre 2019 
 
A lo largo de su ciclo de vida complejo las especies de tripanosomas como  T. brucei 

debe adaptarse a condiciones ambientales muy diversas, con temperatura y pH 

cambiantes, para sobrevivir y diferenciarse en múltiples formas de desarrollo  lo cual 

lo hace un blanco de investigación interesante (Devaux et al., 2006).  Para poder 

adaptarse, el parásito debe regular de forma muy precisa la expresión de sus genes. 

Así, en nuestro laboratorio estamos interesados en el estudio de la transcripción 

atípica que presentan T. brucei y otros tripanosomátidos. En particular, nuestro 

trabajo se ha enfocado al estudio de la transcripción de la RNA polimerasa III (RNA 

POL III), la cual sintetiza moléculas pequeñas de RNA que son esenciales para 

diversas funciones celulares que incluyen la síntesis de proteínas y procesamiento de 

RNAs (Martínez-Calvillo et al., 2010).  
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1.4 Transcripción  en eucariontes 

El “dogma central” de la biología molecular explica el flujo de información de la vida 

en tres niveles (Crick, 1970) (Fig. 11).  El DNA es una molécula que contiene  la 

información expresada con cuatro bases nitrogenadas (adenina, timina, citosina, 

guanina). Cada secuencia es única y caracteriza a cada una de las especies vivas que 

existen en el planeta, la cual se tiene que heredar a sus descendientes y por ende se 

tiene que replicar para así asegurar la permanencia de su información (Fig. 11). Este 

proceso es llamado replicación del DNA (Meselson y Stalh, 1958). El siguiente flujo de 

información es la transcripción génica, en la que la secuencia del DNA tiene que ser 

transformada a moléculas de RNA. Éste es un proceso fundamental de la vida 

realizado por un conjunto de proteínas altamente dinámicas, con la RNA polimerasa 

(RNA POL) como componente central (Fig. 12) (Losick y Chamberlin, 1976). La 

regulación de la expresión génica es esencial para la homeostasis celular y para el 

desarrollo coordinado de organismos multicelulares. En eucariontes, la expresión 

génica nuclear se logra mediante tres RNA polimerasas dependientes de DNA: RNA 

POL I, II y III (Roeder y Rutter 1969, 1970) (Fig. 13). Existen regiones promotoras 

específicas para cada RNA polimerasa. Un promotor está definido como la secuencia 

de nucleótidos necesaria para el inicio de la transcripción que está conservada y se 

encuentra 50 pb río arriba del inicio de la transcripción (Boeger et al., 2005). La 

transcripción se realiza en el nucleoplasma y el nucléolo, la cromatina tiene que estar 

en estructura abierta, así que los nucleosomas deben de ser removidos de la 

secuencia promotora, que es la región de DNA a la que se unen los factores generales 

de transcripción (FGT) y la RNA POL (Konberg, 2007).  Los FGT  con dominios de unión 

a DNA son los primeros en unirse al promotor. Posteriormente otras familias de FGT 

que tienen afinidad por proteínas interactúan con los FGT de unión a DNA y 

secuencialmente se recluta la enzima RNA POL para formar un complejo de 

preiniciación (PIC) que lleva a cabo  la apertura de la cadena de DNA para así 

sintetizar una molécula de RNA (Xu et al., 2017).  
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Figura 11. Estructura del DNA (izquierda) y dogma central de la biología molecular (derecha). 
Modificado de Alberts et al., 2016. 

 
 
Figura 12. Diagrama general simplificado de las distintas zonas en las que se dividen las RNA 
polimerasas. Modificado de Werner y Grohmann, 2010. 
 
Las RNA POL, I, II y III de eucariontes catalizan la transcripción dependiente de DNA 

en distintos productos de RNA por el mismo mecanismo  presente en bacterias y 

arqueas.  La RNA POL I sintetiza principalmente RNA ribosomales (rRNAs) 18S, 28S  

y 5.8S; es de localización nucleolar y está constituida por 14 subunidades (Vannini  et 

y Cramer P, 2012).  La RNA POL II se encarga de sintetizar RNA mensajeros (mRNAs) 

los cuales son elementales para la síntesis de proteínas, ya que contienen la 

secuencia de la proteína a traducir, además de RNAs largos no codificantes (lnRNA); 

está úbicada en el nucleoplasma y conformada por 12 subunidades (Qu y Adelson, 

2012). La RNA POL III  se encarga de la transcripción de genes de RNAs de 

transferencia (tRNAs), los cuales son un elemento fundamental ya que acarrean a los 

aminoácidos necesarios hacia el ribosoma para la síntesis de proteínas. Asimismo, la 
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RNA POL III sintetiza el rRNA 5S, el cual forma parte de la subunidad mayor del 

ribosoma y se encuentra en el núcleo catalítico, el 7SL RNA y el RNA pequeño nuclear 

(snRNA) U6, entre otros RNAs pequeños. Está compuesta por 17 subunidades, de las 

cuales tres son específicas: C82, C31, C34 (Hoffman et al., 2015). 

 
 
Figura 13. Las tres RNA polimerasas eucariontes.  Se indica el nombre de cada subunidad. Tomado de 
Wild y Cramer, 2012. 

Bacteria Arquea 
RNA 
POL 

RNA 
POL I* 

RNA POL II* RNA 
POL 
III* 

b Rpo1 
(RpoA) 

A190 Rpb1 C160 

b Rpo2 
(RpoB) 

A135 Rpb2 C128 

a Rpo3 
(RpoD) 

AC40 Rpb3 AC40 

a Rpo11 
(RpoL )  

AC19 Rpb11 AC19 

w Rpo6 
(RpoK) 

Rpb6 Rpb6 Rpb6 
 

Rpo5 
(RpoH) 

Rpb5 Rpb5 Rpb5 
 

Rpo8 
(RpoG) 

Rpb8 Rpb8 Rpb8 
 

Rpo10 
(RpoN) 

Rpb10  Rpb10  Rpb10  
 

Rpo12 
(RpoP)  

Rpb12  Rpb12  Rpb12  
 

Rpo7 
(RpoE) 

A43  Rpb7  C25  
 

  A12 Rpb9 C11  
Rpo4 
(RpoF) 

A14  Rpb4  C17  
  

A34.5  *TFIIFb C53     
*TFIIEa C82    

A49  
C-terminal 

*TFIIEb C34  
  

A49  
N-terminal *TFIIFa C37  

    C31 
 
Tabla 1. Nomenclatura de las diferentes subunidades de las RNA polimerasas. *Factores de 
transcripción  S. cerevisiae que son homólogos a algunas subunidades de las RNA POL. 
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1.4.1 Biogénesis de las RNA polimerasas  

En las células eucariotas, el núcleo aísla la información genética y provoca la 

separación espacial y temporal de la replicación del DNA y la transcripción de la 

síntesis de proteínas citoplásmicas (Fried et al., 2003). La biogénesis y transporte de 

las RNA polimerasas es del citoplasma (donde se sintetizan las subunidades) hasta el 

núcleo (donde efectúan el proceso de transcripción). La deleción de cualquier 

subunidad de la RNA POL II tiene como consecuencia la acumulación citoplasmática 

de Rpb1, lo que sugiere que la RNA POL II debe estar ensamblada completamente 

para su importación nuclear (Boulon et al., 2010). 

Actualmente se sabe muy poco sobre la biogénesis de las RNA POL y sólo se ha 

podido reconstruir la biogénesis de la RNA POL II (Fig. 14).  Las subunidades se 

derivan de la síntesis de proteínas en el citoplasma o del reciclaje de subunidades 

después del desmontaje de RNA POL II en el núcleo. El ensamblaje es facilitado por 

proteínas llamadas factores de ensamblaje. La RNA POL II totalmente ensamblada, 

que probablemente aún contiene algunos factores de ensamblaje, es transportada al 

núcleo  por el adaptador de importación conservado Iwr1 (Wild y Cramer, 2012).  

Hay poca información disponible sobre la biogénesis de RNA POL III. Se describió una 

posible secuencia de 16 aminoácidos cerca del extremo amino terminal de la 

subunidad C128, y su supresión llevó a su acumulación citoplásmica (Hardeland y 

Hurt, 2006). Esto también condujo a la acumulación citoplásmica de un subconjunto 

de subunidades, como C160, C53 y C11, mientras que otras subunidades (C82, AC40 

y C25) permanecieron nucleares. Estos resultados sugieren que el núcleo de RNA POL 

III se ensambla en el citoplasma, mientras que los subconjuntos adicionales, en 

particular C17-C25 y C82-C34-C31, se unen al centro catalítico de la enzima en el 

núcleo celular (Lane et al., 2011).  Diversas evidencias sugieren que las subunidades 

del núcleo de todas las RNA polimerasas usan una ruta similar de ensamblaje (Wild y 

Cramer 2012). 

 



 

 
 

15 

 
Figura 14. Biogénesis de la RNA POL II. (i) Ensamblaje de subunidades de la RNA POL II por proteínas 
ensambladoras. (ii) Desacoplamiento de factores de ensamble y unión de subunidades faltantes de la 
RNA POL II. (iii) Unión de proteínas chaperonas y de transporte como Iwr1 para formar un complejo 
proteico y el transporte de la RNA POL II que se encuentra en citoplasma hacía el núcleo ingresando a 
través de los poros nucleares. (iv) Liberación de proteínas chaperonas y unión de factores generales de 
la transcripción para iniciar la transcripción. (v) Exporte y reciclaje de factores de ensamblaje hacia el 
citoplasma. (vi) Degradación, exporte y reciclaje de factores de transcripción. Modificado de (Wild y 
Cramer 2012). 
 
Finalmente, es probable que el ensamblaje de las tres RNA polimerasas esté 

coordinado, ya que contienen cinco subunidades comunes: Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 

y Rpb12. En Schizosaccharomyces pombe, las subunidades comunes son al menos 

siete veces más abundantes que la subunidad específica de RNA POL II Rpb3. La 

disponibilidad de la subunidad común Rpb5 puede ser un paso limitante de la 

velocidad en el ensamblaje debido a su baja abundancia (Wild y Cramer 2012). 
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1.4.2 Transcripción de la RNA POL I  
 

La síntesis de ribosomas eucariontes es un proceso complejo que está íntimamente 

relacionado a muchos aspectos del metabolismo de la célula. Algunos cálculos han 

demostrado que la síntesis de ribosomas es de las actividades más costosas 

energéticamente del crecimiento celular. En efecto, más del 60% del total de la 

transcripción celular se lleva a cabo por la RNA POL I (Schneider, 2012).   

La RNA POL I (Fig. 15) está compuesta de 14 subunidades que tienen una masa 

molecular de 589 KDa en levadura. Comparte cinco subunidades con RNA POL II y 

RNA POL III (Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 y Rpb12) que junto con las subunidades 

A190, A135, AC40, AC19 y A12.2 forman el núcleo de la enzima (Tabla 1). Cuatro 

subunidades adicionales completan la enzima: A43/A14 (el tallo heterodimérico) y  el 

heterodímero A49/A34.5 (Fernandez-Tornero et al., 2013).  Si bien la organización 

general de las subunidades es similar en todos las RNA POL eucarióticas, RNA POL I y 

III han incorporado subunidades similares a factores de transcripción de RNA POL II 

durante la evolución (Tabla 1) (Vannini y Cramer, 2012).     

Figura 15. Estructura tridimencional generada por microscopía cryo-electrónica  de las 14 subunidades 
de la RNA POL I de S. cerevisiae. Cada color representa una subunidad y aparecen entre paréntesis los 
nombres de sus homólogos de RNA POL II. Tomado de Fernandez-Tornero et al., 2013. 
 

Las células de mamífero contienen 100 o más copias por genoma haploide de los 

genes de rRNA repetidos en tándem. La  síntesis del rRNA se realiza en el nucléolo, 

zona donde reside la RNA POL I y el DNA ribosomal (rDNA) (Grummt, 2016). Los 

genes de los  rRNA  18S, 5.8S y 28S forman la unidad del rRNA y se transcriben 
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juntos generando un precursor que debe ser procesado para producir las tres 

moléculas de rRNA independientes (Hoffman et al., 2017) (Fig. 16).    

El promotor de  la unidad del rRNA está relativamente conservado a lo largo de la 

evolución.  Está integrado por dos regiones: un dominio núcleo que incluye el sitio de 

inicio de la transcripción y el elemento promotor “río arriba” (Fig. 17).  Dos factores de 

transcripción, UBF y SL1,  son necesarios para reclutar a la RNA POL I. UBF se une al 

elemento río arriba, mientras que SL1 (con su subunidad TBP) reconoce al dominio 

núcleo (Cramer et al., 2008).  

 

 
 

Figura 16. Estructura, transcripción y procesamiento de la unidad del rRNA.  
 
 

 

  
 

Figura 17. Promotor y factores de transcripción de la RNA POL I (Modificado de Krebs et al., 2014). 
 
 
 



 

 
 

18 

1.4.3 Transcripción de la RNA POL II  

La RNA POL II es la enzima central que cataliza la síntesis todos los RNA pre-

mensajeros (mRNA), los RNA largos no codificantes (lncRNA), la mayoría de los RNA 

nucleares pequeños (snRNA) y los RNA pequeños nucleolares (snoRNA), así como la 

gran mayoría de los microRNA (miRNA) (Schanen y Li, 2011; Vorländer et al., 2018). 

RNA POL II (Fig. 18) consiste en un núcleo catalítico de 10 subunidades y un complejo 

de dos subunidades, Rpb4/7, que se requiere para el inicio de la transcripción. Es un 

complejo multiproteico asimétrico y grande con un peso molecular total de 0.5 MDa. 

Tiene un dominio carboxilo terminal (CTD) que alberga una secuencia consenso de 7 

aminoácidos que se repite en levadura alrededor de 26 veces y en mamíferos 50 

veces (Cramer, 2004). 

 

   
 

Figura 18. Estructura tridimensional de la RNA POL II de levadura. En el cuadro de la derecha superior 
se representan gráficamente las 12 subunidades de la enzima y se numeran acorde con la tabla 1 
(Modificada de Cramer et al., 2001). 
 
En cada promotor, antes del inicio de la transcripción, la RNA POL II se ensambla con 

seis factores generales de transcripción llamados TFIIA, -B, -D, -E, -F, and -H  (Fig. 19) y 

un complejo mediador para formar el PIC.  Esta enzima tiene una eficiencia de 

síntesis de 60, 000 moléculas de RNA por cada generación (Lesnieswka y Boguta, 

2017). Este complejo responde a señales reguladoras y sintetiza las primeras 

moléculas cortas del RNA llamado abortivo (Bushnell et al., 2004).  
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Figura 19. Representación esquemática de las rutas de ensamblaje del PIC de RNA POL II en humano 
y levadura. Se requieren cinco factores de transcripción generales (FGT), denominados TFIIB, -D, -E, -F y 
-H, para el inicio de la transcripción de la RNA POL II. Los FGT se ensamblan con la enzima y el 
promotor en un complejo de preiniciación (PIC). Tomado de Cramer, 2001. 
 
Los promotores de la RNA POL II (Fig. 20) están constituidos por elementos basales 

como la caja TATA (secuencia consenso TATAA, localizada de 25 a 30 nucleótidos río 

arriba del sitio de inicio de la transcripción), el elemento promotor río abajo (DPE) y/o 

un elemento de reconocimiento a TFIIB (BRE). La caja TATA es reconocida por el 

factor de transcripción TFIID, que está constituido por la proteína de unión a TATA 

(TBP) y otras proteínas (Smale y Kadonaga, 2003).  

 

 
 
Figura 20.  El promotor basal de la RNA polimerasa II. Tomado de Smale, 2003. 
 

1.4.4. Transcripción de la RNA POL III  

1.4.4.1 Composición, estructura y transcritos 

La RNA POL III transcribe aproximadamente el 5% del genoma de S. cerevisiae, tiene 

un peso molecular de 700 KDa y está constituida por 17 subunidades (Tabla 1) (Fig. 

21) (Harismendy, 2003). De éstas, nueve forman el núcleo estructural: C160, C128, 

AC40, AC19, Rpb5, Rpb6, Rpb8, Rpb10 y Rpb12.  Asimismo se compone de 
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subunidades que están organizadas en tres subcomplejos específicos de la RNA POL 

III: C17/C25, involucrado en el inicio de la transcripción; C82/C34/C31, que participa 

en inicio y elongación de la transcripción; y C57/C37/C11, que funciona en el inicio y 

terminación de la transcripción. De manera interesante, varias de estas subunidades 

específicas están relacionadas evolutivamente con FGT de la RNA POL II y con RNA 

POL I (Tabla 1) (Hoffman et al., 2015). 

 

 
 
Figura 21. Estructura tridimensional de la RNA POL III de S. cerevisiae. Tomado de Hoffman et al., 
2015. 
 
 
La RNA POL III es la encargada de transcribir moléculas de RNA esenciales no 

codificantes, que incluyen todo el conjunto de RNAs de transferencia (tRNAs) (que 

participan en la síntesis de proteínas), el rRNA  5S (constituyente estructural y 

funcional de la subunidad mayor del ribosoma), el RNA pequeño nuclear (snRNA) U6 

(que forma parte del empalmosoma que procesa los mRNAs) algunos microRNAs 

(que regulan la expresión genética) y el RNA de la RNasa P (que procesa el extremo 

5´ de los tRNAs), entre otros (Nikitina y Tishchenko, 2005).  La alta eficiencia de la 

RNA POL III permite altos niveles de transcripción, con un máximo de 3 millones de 

moléculas de tRNA producidas por generación en S. cerevisiae (Lesniewska y Boguta, 

2017). 
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1.4.4.2 Promotores 

Los promotores de la RNAPOL III  están clasificados en tipos I, II y III, dependiendo de 

su ubicación y composición  (Fig. 22) (Willis, 1993). 

 

El promotor de tipo I está constituido por un elemento de control interno (ECI) que 

contiene tres elementos promotores: una caja A localizada entre +50 y +64 (en 

relación al sitio de inicio de la transcripción, +1),  un elemento intermedio (IE) entre 

+67 y +72 pb,  y una caja C en una región de  +80 a +97 (Geiduschek et al., 1998). 

Este tipo de promotor está presente en los genes del rRNA 5S (Fig. 22).   

 

 El promotor Tipo II es característico de los genes de tRNA, y está formado por una 

caja A y una caja B muy conservadas. La caja A está localizada cerca de la posición 

+1 (entre +10 y +20), lo que sugiere que este elemento promotor participa en la 

selección del sitio de inicio de la transcripción. La caja B se localiza a una distancia 

variable de 30 a 60 pb río abajo de la caja A (Fig. 22).  

En el promotor Tipo III los elementos promotores se ubican específicamente río arriba 

del gen del snRNA U6, gen prototipo con este tipo de promotor.  Las secuencias 

requeridas para una eficiente expresión son una caja TATA entre los nucleótidos -20 y 

-25, un elemento proximal (PSE) entre -66 y -47 y un elemento distal (DSE) entre -244 

y -214 (Schramm y Hernández, 2002) (Fig. 22).  

 
 

Figura 22. Los tres tipos de promotores de la RNA POL III. Modificado de Schramm y Hernández, 2002. 
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1.4.4.3 Factores de transcripción de RNA POL III  

Las secuencias promotoras son reconocidas por numerosos factores de transcripción,  

para el posterior reclutamiento de la RNA POL III y así proceder al inicio de la 

transcripción. Existen tres factores de iniciación principales: TFIIIA, TFIIIB y TFIIIC (Fig. 

23) (Krebs et al., 2014).  

 

TFIIIA es un factor constituido por solamente un polipéptido de alrededor de 44 KDa 

en A. thaliana.  En vertebrados, TFIIIA se caracteriza por la presencia de 9 dedos de 

zinc, por medio de los cuales reconoce el promotor de los genes del rRNA 5S. TFIIIA 

recluta a TFIIIC, quien a su vez se une a TFIIIB para finalmente reclutar a la RNA POL 

III (Geiduschek y Kassavetis, 2001).  

 

TFIIIC es un complejo proteico constituido por seis subunidades que se divide en dos 

dominios: TauA (formado por las subunidades Tfc1, Tfc4 y Tfc7) y TauB (constituido 

por Tfc3, Tfc6 y Tfc8).  TauA se une a la caja A, mientras que TauB reconoce la caja B 

en los genes de tRNA. La distancia entre las cajas A y B puede variar en 40 pb o más, 

dependiendo de si el gen del tRNA tiene un intrón, y de la longitud del brazo variable 

en el tRNA (Male et al., 2015). 

 

TFIIIB es un factor requerido para reclutar a la RNA POL III en los tres tipos de 

promotores. Está constituido por tres subunidades: la proteína de unión a TATA (TBP), 

el factor 1 relacionado con TFIIB (Brf1) y B doble prima 1 (Bdp1). TFIIIB está 

posicionado para unirse al DNA reconociendo la caja TATA, en el caso de los genes 

con promotor tipo III, o a TFIIIC en el caso de promotores tipo I y II (Gouge et al., 

2017). Mediante interacciones de la región C- terminal de TFIIIB y  la subunidad C34 

de RNA POL III se lleva a cabo el reclutamiento de la enzima al promotor de DNA. 

TFIIIB se conserva de levadura a humanos, y sus componentes muestran homología 

con  factores de transcripción generales de otras RNA polimerasas. TBP se comparte 

entre las maquinarias de transcripción de las tres RNA POL (Kassavetis et al., 1997).  

En los promotores tipo III, el elemento proximal interactúa con un factor de 

transcripción llamado SNAPc. El elemento distal consta de un sitio SPH y una 
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secuencia octámera, reconocidos por los factores de transcripción Staf y Oct1 

respectivamente (Arimbasseri et al., 2016). 

 

 
 
Figura 23. Promotores de la RNA POL III de mamífero con sus respectivos factores de transcripción. 
Tomado de Dumay-Odelot et al., 2010.  
 
 
1.4.4.4  Inicio de la transcripción 

El inicio de la transcripción génica por RNA POL III requiere de la actividad del factor 

de transcripción TFIIIC que recluta a TFIIIB y lo ubica en el promotor para formar el 

PIC de la RNA POL III. Las reconstrucciones de estructuras tridimensionales del  PIC 

de RNA POL III ilustran como TFIIIB rodea completamente el DNA a -30 pb y 

reestructura a la RNA POL III (Werner et al., 1993). En particular, la unión de la 

subunidad Bdp1 de TFIIIB reordena las subunidades C37 y C34 específicas de RNA 

POL III, promoviendo así la apertura del DNA. El DNA desenrollado contacta 

directamente ambos lados de la hendidura de la RNA POL III (Fig. 24). La subunidad 

C34 contiene dominios de hélice alada (WH) mediante los cuales interactúa con el 

DNA y participa en la apertura del mismo (Wei et al., 2017). El centro catalítico 

también involucra la actividad de C82, pues un reordenamiento de dos dominios WH 

de esta subunidad hacia el DNA corriente abajo cambia la orientación del 

subcomplejo C82/C34/C31 y remodela el centro activo para producir el complejo de 

elongación (Fig. 24 paso 2) (Hoffman et al., 2015).  
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En su estructura tridimensional, el PIC de RNA POL III se parece al PIC de RNA POL II, 

mientras que el PIC de RNA POL I es más divergente. Las estructuras presentadas 

revelan los mecanismos moleculares que subyacen a los primeros pasos de la 

transcripción de RNA POL III y también los mecanismos generales conservados de la 

iniciación de la transcripción de todos los genes (Abascal-Palacios et al., 2018).  

 

1.4.4.5 Elongación, término y reiniciación de la transcripción 

La apertura del promotor induce una serie de cambios conformacionales en la 

enzima, que afectan principalmente a los subcomplejos específicos de RNA POL III y 

al tallo, para así iniciar la etapa de elongación. El tallo se mueve hacia el RNA que 

sale, mientras que ambos subcomplejos se reorganizan y avanzan hacia el DNA en el 

canal de unión y se sintetiza el RNA a una velocidad de aproximadamente 20 nt/seg 

(Matzusaki et al., 1994).  

 

El reordenamiento más fuerte involucra al subcomplejo C31/C82/C34 que se aleja 

del tallo dirigiéndose hacia el canal de unión al DNA y la subunidad Rpb5, que forma 

una de las mandíbulas de la RNA polimerasa. En el lado opuesto del canal de unión al 

DNA, la región alrededor del lóbulo y los elementos salientes, donde se adjunta el 

subcomplejo C37/C53, también se mueven hacia el canal. Todos estos cambios 

producen un mejor agarre de la RNA POL III en el DNA y, por lo tanto, se cree que 

mejoran la procesividad de la enzima (Fig. 24) (Lane et al., 2011). 

 

En la estructura del complejo de elongación, se conecta el módulo de dimerización 

C37/C53 con el DNA río abajo. Esta posición podría ser crucial para el 

reconocimiento de la secuencia del terminador, ralentizando la elongación y 

permitiendo así cambios conformacionales que conduzcan al desprendimiento de 

RNA POL III de la plantilla de DNA y del producto de RNA (Fig. 24) (Fernández-Tornero 

et al., 2011).   

 

RNA POL III dirige varias rondas de transcripción en el mismo gen una vez unido al 

DNA, un evento conocido como reiniciación facilitada (Fig. 24). Se han postulado 

cambios conformacionales que probablemente afectan al heterotrímero y al tallo, lo 
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que permite un nuevo reclutamiento de RNA POL III al el sitio de inicio, ayudado por 

TFIIIB que se mantiene unido al promotor (Dieci y Sentenac, 1996).  

 

1.4.4.6 Heterotrímero C82/C34/C31 

La RNA POL III contiene un subcomplejo de tres subunidades específicas, llamadas 

C82, C34 y C31, que forman un heterotrímero y están constituidas de proteínas que 

contienen dominios de “hélice alada” (WH), que constituyen una subfamilia dentro 

del dominio de unión a DNA conocido como hélice-vuelta-hélice (Gajiwala y Burley, 

2000). El heterotrímero C82/C34/C31 participa en la iniciación de la transcripción y 

el reclutamiento de la RNA POL III mediante TFIIIB. El subcomplejo dirige la unión de 

la RNA POL III al complejo TFIIIB-DNA a través de las interacciones entre TFIIIB y C34 

(Wang et al., 1997). El heterotrímero C82/C34/C31 se encuentra en la parte superior 

de la abrazadera y se considera que es homólogo al factor de transcripción general 

TFIIE de RNA POL II (Wu et al., 2012). C34 contiene tres dominios WH, pero los dos 

primeros están desordenados en las estructuras de crio microscopía electrónica (crio-

EM) disponibles (Hoffman et al., 2015). Se ha demostrado que C34 es importante 

para la interacción con TFIIIB (Bdp1) y la formación de complejos abiertos (Maraia y 

Arimbasseri, 2015). Para entender cómo interactúan las subunidades RNA POL III y 

facilitan el inicio de la transcripción, es necesario estudiarlas en el contexto del PIC 

que contiene a TFIIIB. La proteína C34 también está involucrada en la elongación de 

la transcripción (Brun et al., 1997).  
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Figura 24. Los cuatro pasos de la transcripción de la RNA POL III. Basado en su estructura 
tridimensional se muestran las subunidades del factor TFIIIB, el regulador Maf1 y subunidades 
específicas de la RNA POL III. Modificado de Fernández-Tornero et al., 2011. 
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El análisis de las mutaciones que afectan a las subunidades C31 y C160 de RNA POL 

III sugiere que C31 es la subunidad principal que mantiene al heterotrímero en el 

núcleo de la enzima, ya que se ubica cerca de la base del tallo (Thuillier et al., 1995). 

 

 
 
Figura 25. Comparación de las subunidades homólogas del heterotrímero C34/C31/C82 y factores de 
transcripción de las tres RNA POL. Tomado de Boguta, 2013. 
 
 

1.4.4.7 Subunidad C82 

 

La subunidad C82 de la RNA POL III está constituida por cuatro dominios WH  (WH1-

4) que son un tipo específico de dominios de hélice-vuelta-hélice,  y un dominio de 

hélice súper enrollada localizado en la  zona C-terminal de la subunidad (Boissier et 

al., 2015). Los dominios de hélice alada extendida de C82 en humanos  (hRPC62) se 

localizan cerca del canal de unión al DNA y en el núcleo de la abrazadera, mientras 

que la hélice súper enrollada se encuentra cerca de C160. C82 está conservada en 

estructura y función con el factor TFIIE de la RNA POL II, además de con el factor TFE 

en Arqueas, ambos relacionados con el inicio de la transcripción. Esto indica un 

origen evolutivo en común, dado que los dominios WH tienen la capacidad de 

interacción proteína-proteína (contacto entre amino ácidos) y también de interactuar 

con DNA (contacto aminoácidos-DNA) (Lefèvre et al., 2011).  
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Figura 26. Estructura general de C82 (hRPC62) en humano. (a) Se muestran dos vistas (giro de 90°) de 
la estructura de hRPC62. Los cuatro dominios de hélice alada extendida (eWH) se muestran en rojo 
(eWH1), verde (eWH2), azul (eWH3) y naranja (eWH4). Los cuatro dominios eWH forman una cabeza 
globular, mientras que las dos hélices α C-terminales largas que sobresalen de la proteína forman la 
cola C-terminal. Las líneas de puntos representan segmentos de proteínas indefinidos y se marcan con 
el número de aminoácidos en esa posición. Las dos orientaciones están relacionadas por una rotación 
horizontal de 90°. (b) Similitud estructural entre eWH1, eWH3 y TFE (el homólogo arqueal de TFIIEα). 
Se muestra una superposición 3D de eWH1 (rojo), eWH3 (azul) y TFE (gris, código PDB 1Q1H) (c) 
Organización de los dominios de hRPC62. El primer eWH1 abarca los residuos 1-78; eWH2, 88–237; 
eWH3, 239–337; eWH4, 338–426; y el dominio de bobina enrollada, 428–457 y 493–534. Tomado 
de Lefèvre et al., 2011. 
  

 

La sumoilación de C82 dependiente del regulador de respuesta de nutrientes del 

complejo de rapamicina 1 (TORC1) en particular se requiere para la transcripción de 

tRNAs. De manera mecánica, la sumoilación de C82 es importante para el 

ensamblaje de la holoenzima RNA POL III y el reclutamiento de C82 en los genes de 

tRNA (Chymkowitch et al., 2017). Otra proteína reguladora negativa de la RNA POL III 

llamada Maf1 transmite diversas señales negativas a la maquinaria RNA POL III 

interactuando con C82 y ejerciendo un impedimento estérico con el promotor para 

así evitar la transcripción (Boguta, 2013). 
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1.4.4.8 Evolución de los factores de transcripción y subunidades de las RNA 

polimerasas 

 

El número de subunidades de las RNA POL  ha aumentado durante la evolución, de 5 

en eubacterias a 12 en arqueas. En eucariotas, que tienen al menos tres RNA POL, el 

número de subunidades se ha expandido de 12 en la RNA POL II  a 14 en la RNA POL 

I y a 17 en la RNA POL III (Carter y Drouin, 2009).  Estudios recientes de las tres 

maquinarias de transcripción eucarióticas, bacterianas y de aqueobacterias revelaron 

que todos los complejos de iniciación comparten un núcleo catálitico conservado (Fig. 

27). Este núcleo consiste en la RNA POL (I, II o III), la proteína TBP y los factores de 

transcripción TFIIB, TFIIE y TFIIF (para RNA POL II) o proteínas relacionadas 

estructural y funcionalmente (para RNA POL I y III) (Lane y Darst, 2009). 

 

 
 
Figura 27. Estructura de las RNA polimerasas en bacterias, arqueas y eucariontes. Se muestra en azul 
el núcleo catalítico conservado, y en magenta las subunidades adquiridas por la RNA POL de archea y 
la RNA POL II eucarionte. Modificado de Werner y Grohmann, 2011. 
 

El núcleo conservado de las RNA POL estabiliza la unión al promotor y favorece la 

apertura del DNA para iniciar la síntesis de RNA. La periferia del complejo de 

iniciación del núcleo está formada por factores adicionales específicos de cada RNA 

POL que explican las diferencias funcionales en el reconocimiento y apertura del 

promotor, y la regulación específica de cada clase de genes (Werner y Grohmann, 

2011). 
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Figura 28. Cinco eventos de posibles divergencias de TBP y TFIIB. Tomado de Werner y Grohmann, 
2010 
 

Probablemente las RNA polimerasas eucariontes provengan de la evolución de la 

RNA POL de archeas, ya que su estructura y función del núcleo catalítico es muy 

similar en todas ellas, además de la homología  que hay entre los factores de 

transcripción (Fig. 28). El análisis de homología que hay entre la subunidad C82 de 

RNA POL III, el factor de transcripción de RNA POL II TFIIE y TFE (que es factor de 

transcripción de arqueobacterias), además de las similitudes estructurales y 

funcionales, sugieren que esta subunidad y los factores de transcripción tienen un 

origen en común (Fig. 29).  Además se sugiere que las ahora subunidades específicas 

del heterotrímero C82/C34/C31, que funcionaban anteriormente como factores de 

transcripción preexistentes (Tabla 1), se unieron a la RNA POL III para hacer más 

eficiente la transcripción (Carter y Drouin, 2009). 
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Figura 29. Similitud estructural entre los dominios WH de C82 de humano (hRPC62) y el factor TFE de 
arqueas.  Se muestra el sobrelape de cada uno de los 4 dominios WH de C82 con el dominio WH del 
factor de transcripción TFE. Tomado de Lefèvre et al., 2011.  
 

1.5 Expresión genética en T. brucei 

Además de ser organismos de interés médico, los tripanosomátidos son también 

importantes en el área de la biología molecular por mostrar una organización génica 

muy particular y por los mecanismos atípicos de expresión genética que presentan 

(Martínez-Calvillo et al., 2010). El genoma de los tripanosomátidos está organizado 

en grupos largos de genes policistrónicos (PGCs), que contienen de decenas a cientos 

de genes codificantes de proteínas  arreglados secuencialmente en la misma cadena 

de DNA (Fig. 30).  Esta inusual organización genómica fue reportada primero en el 

cromosoma 1 de L. major (el primer cromosoma secuenciado totalmente en 

tripanosomátidos). Una vez secuenciados los genomas completos de T. brucei, T. cruzi 

y L. major se encontró que la gran mayoría de los genes de estos parásitos están 

organizados en grandes PGCs (El-Sayed et al., 2005). En el 2005 se dio a conocer  

que el  genoma de T. brucei consta de 26 megabases organizadas en 11 

cromosomas (Berriman et al., 2005).  Contiene 9068 genes predichos de proteínas 

(1700 genes específicos de T. brucei), incluidos 900 pseudogenes (Tabla 2). Las 

regiones subteloméricas grandes contienen un grupo de 806 genes de glicoproteínas 

variables de superficie (VSG, por sus siglas en inglés) que son transcritos por la RNA 



 

 
 

32 

POL I y son utilizados por el parásito para evadir el sistema inmunitario de los 

mamíferos (Hutchinson et al., 2007). La mayoría de las secuencias codificantes de  

VSGs son pseudogenes, que pueden usarse para generar genes de mosaico 

expresados mediante recombinación ectópica. Una comparación de las vías 

metabólicas codificadas por los genomas de T. brucei, T. cruzi y L. major reveló la 

menor capacidad metabólica general en T. brucei y la mayor en L. major. La 

transferencia horizontal de genes de origen bacteriano ha contribuido a algunas de 

las diferencias metabólicas en estos parásitos, y se han identificado varios posibles 

nuevos objetivos farmacológicos (Berriman et al., 2005). 

 

 
Tabla 2. Resumen de las características del genoma nuclear de los megacromosomas de T. brucei. 
Tomado de (Berriman et al., 2005 y Padilla-Mejia et al., 2009). 

 
Una comparación del contenido de genes y la arquitectura genómica de T. brucei, T. 

cruzi y L. major, reveló un proteoma central conservado de aproximadamente 6200 

genes ordenados en grandes agrupaciones de genes policistrónicos sinténicos (que 

conservan el orden de los genes). Gran cantidad de genes especie-específicos, 

especialmente las familias de antígenos variables de superficie, se encuentran en las 

regiones subteloméricas e internas de los cromosomas. Los elementos transponibles 

y los RNA estructurales a menudo se asocian con discontinuidades sinténicas que, 

junto con la divergencia, adquisición y pérdida de genes dentro de las regiones 

sinténicas, han dado forma a los genomas de cada parásito. Estos organismos son 

diploides, aunque algunos cromosomas son aneuploides (El-Sayed et al., 2005). 
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1.5.1 Transcripción en tripanosomátidos 

A diferencia de la mayoría de los organismos eucarióticos, la transcripción en 

tripanosomátidos es policistrónica (Fig. 29). La mayoría de los cromosomas 

contienen al menos dos PGCs, que pueden transcribirse de forma divergente (hacia 

los telómeros) o transcribirse de manera convergente (alejándose de los telómeros). 

Los genes de una unidad policistrónica en tripanosomátidos generalmente no 

codifican proteínas funcionalmente relacionadas. Esto difiere del funcionamiento 

de  los operones en las bacterias y nemátodos (Vanhamme y Pays, 1995). 

 

 
 

Figura 30.  Transcripción y procesamiento de mRNAs en tripanosomatidos. En la parte superior se 
representa un cromosoma hipotético con tres PGCs (del  1 al 3). La transcripción de RNA POL II inicia 
río arriba del primer gen de PCG (flechas), en secuencias enriquecidas de Gs  presentes en la región de 
cambio de cadena (SSR). Los nucleosomas ubicados cerca de las regiones de iniciación de la 
transcripción contienen variantes de histonas H2AZ y H2BV. La cola N-terminal de la histona H3 en 
dichos nucleosomas se acetila en K9 / K14 (etiquetada como K9ac en la figura) y se metila en K4 
(K4me). La cola N-terminal de la histona H4 se acetila en K10 (K10ac), y en K5 / K8 / K12 / K16 (no 
se muestra en la figura). El factor de bromodominio BDF3  y los factores de transcripción TRF4 (TBP) y 
SNAP50 también se unen en las regiones de inicio de la transcripción. La transcripción de RNA POL II 
de algunas PGC termina cerca de los genes de tRNA (región de cambio de cadena convergente entre 
PGC2 y PGC3), en regiones de DNA que contienen nucleosomas con variantes de histonas H3V y H4V. 
La transcripción de un PGC produce un transcrito primario (que se muestra solo para PGC2) que se 
procesa mediante corte y y poliadenilación para generar los mRNA maduros. Mediante trans-splicing, 
se agrega el RNA SL (recuadro amarillo) al extremo 5´ de cada mRNA. En el locus del RNA SL (ubicado 
en un cromosoma diferente) cada gen posee una región promotora de RNA POL II (flechas). El cap en 
elRNA SLestá indicada por un asterisco en el extremo 5’  del RNA.  El RNA policistrónico contiene 
regiones ricas en pirimidinas (indicadas por un recuadro rayado en las regiones intergénicas) que son 
necesarias tanto para el trans-splicing como para la poliadenilación. Las regiones ricas en pirimidina 
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también están presentes en el DNA, pero no se muestran en la figura. Las cuatro As que se encuentran 
en el extremo 3´ de los mRNA maduros representan la cola de poli-A. Modificado Martínez-Calvillo et 
al., 2010. 

 

Los mRNA nucleares maduros se generan a partir de transcritos primarios largos 

mediante trans-splicing y poliadenilación (Fig. 30). El trans-splicing es un proceso que 

agrega un RNA spliced-leader (SL) o miniexon de 39 nucleótidos al extremo 5´ de los 

mRNA. Al igual que el splicing en cis, el trans-splicing se produce a través de dos 

reacciones de transesterificación, pero implica la formación de una estructura 

intermedia en forma de Y, en lugar de una estructura en forma de lazo. Un 

dinucleótido AG en el sitio de empalme 3´ y una región rica en pirimidinas corriente 

arriba son las secuencias más conservadas requeridas para este proceso. El trans-

splicing y la poliadenilación de genes adyacentes están aparentemente vinculados, ya 

que la selección de un sitio de empalme para un gen influye en la elección de un sitio 

de poliadenilación para el gen corriente arriba (Martínez-Calvillo et al., 2010). 

 

1.6.1 Transcripción de la RNA POL I 

Como en otros organismos, la RNA POL I de los tripanosomátidos transcribe los 

genes del rRNA. Sin embargo, la RNA POL I de  T. brucei tiene la extraordinaria 

capacidad de transcribir también  los mRNA que codifican para dos de las proteínas 

más abundantes del parásito: las glicoproteínas variables de superficie (VSG) y las 

prociclinas. Las primeras se expresan en la forma sanguínea del parásito, mientras 

que las segundas se expresan en las formas procíclicas.   Las formas sanguíneas de 

T. brucei evaden la respuesta inmune de los mamíferos por la variación antigénica de 

su capa de superficie celular que consiste en aproximadamente 10 millones de 

moléculas de VSG idénticas expresadas a partir de un solo gen. La variación se 

produce cuando los parásitos cambian a la expresión de un gen VSG diferente, 

seleccionado de un gran repertorio de genes VSG. La expresión de todo el 

recubrimiento de VSG a partir de un solo gen requiere niveles de expresión 

extremadamente altos y se ha determinado que la tasa de transcripción del gen de 

VSG activo es aproximadamente 50 veces mayor que la de un gen de tubulina (Günzl 

et al., 2003). 
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1.6.2 Transcripción de la RNA POL II 

Todos los genes que forman parte de una PGC se transcriben al mismo nivel, como 

consecuencia de la transcripción policistrónica. Sin embargo, los mRNA maduros de 

genes adyacentes pueden mostrar concentraciones muy diferentes y / o expresión 

estadio específica. Esto se debe a que la expresión génica en tripanosomátidos se 

regula principalmente a nivel post-transcripcional, a nivel de procesamiento y 

estabilidad del mRNA (Campbell et al., 2003).  

Las secuencias en la región 3´ no traducida (3´-UTR) de un mRNA desempeñan un 

papel clave en la expresión génica. Por ejemplo, el 3´-UTR del mRNA de amastina en 

L. infantum tiene una región de 450 pb que confiere expresión génica específica de 

amastigote por un mecanismo que aumenta la traducción del mRNA (Boucher et al., 

2002).  

El mRNA de la fosfoglicerato cinasa PGKB en T. brucei contiene un elemento 

regulador rico en AU en el 3´-UTR que desestabiliza el mRNA en las formas 

sanguíneas, pero no en las formas procíclicas. Además, la región 3´-UTR del mRNA 

de prociclina EP contiene elementos 16-mer y 26-mer que contribuyen a la 

estabilidad del mRNA y la eficiencia de la traducción. Curiosamente, un número 

creciente de informes han demostrado que la cantidad del  mRNA y la abundancia de 

la proteína que codifica no siempre se correlacionan, lo que indica que el control 

traduccional y post-traduccional juegan un papel importante en las tripanosomátidos 

(Quijada et al., 2002). 

1.6.3 Promotores y factores de transcripción de la RNA POL II en 

tripanosomátidos. 

Ortólogos de la mayoría de las 12 subunidades que conforman a la RNA Pol II en 

levadura han sido identificados en los tripanosomátidos. RPB1, la subunidad más 

grande de la enzima, es codificada por dos genes en T. brucei, cuya secuencia varía 

sólo en cuatro aminoácidos (Das et al., 2006). En cuanto a las regiones promotoras 

de la RNA POL II, el único promotor que ha sido ampliamente caracterizado es el del 

RNA SL (miniexón), el cual se conforma de dos dominios río arriba llamados 

elemento -30 y elemento -60 en Leishmania (Saito et al., 1994). Las regiones SSR, 

donde inicia la transcripción policistrónica de los genes codificantes de proteínas, no 
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contienen ningún elemento promotor típico de la RNA POL II, como las cajas TATA. 

Varios factores de transcripción de la RNA POL II que se unen al promotor del RNA SL 

han sido identificados y estudiados en T. brucei (Fig. 31). Entre éstos se encuentra: 

TBP, TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF y TFIIH. Además se ha caracterizado SNAPc y el complejo 

mediador, lo que indica que los tripanosomátidos poseen el juego completo de 

factores de transcripción de la RNA POL II (Srivastava et al., 2017). 

 

 
 
Figura 31. Esquema de los eventos que conducen al inicio de la transcripción, incluida la unión del 
complejo de preiniciación y el reclutamiento del RNA POL II al promotor del gen del RNA SL en T. 
brucei. 
 

1.6.4 Transcripción de la RNA POL III 

Además de sintetizar los tRNAs y el rRNA 5S, la RNA POL III en T. brucei y otros 

tripanosomátidos transcribe todos los snRNAs (U1 a U6). Esto es diferente a lo 

reportado en otros organismos, donde la RNA POL III sólo trascribe al snRNA U6, 

mientras que el resto es sintetizado por la RNA POL II (Nakaar et al., 1997). 

Los genomas de los tripanosomátidos contienen un número relativamente bajo de 

genes de tRNAs. La mayoría de los genes de tRNA están distribuidos en grupos de 2 a 

10 genes en la cadena superior o inferior, en donde pueden estar presentes otros 

genes transcritos por la  RNA POL III (El-Sayed et al. 2005). 

 

En contraste con otros eucariontes, los genes de tRNA en los genomas de L. major y 

T. brucei no se distribuyen de forma aleatoria, sino que  están confinados a un 

subconjunto de cromosomas (Padilla-Mejia et al., 2015). Los genes 5S rRNA en T. 

brucei y T. cruzi están organizados en tándem, en contraste con L. major, donde están 

dispersos por todo el genoma y siempre están asociados con los genes tRNA 

(Moreno-Campos et al., 2016).  
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Poco se sabe en los tripanosomátidos acerca de las secuencias que regulan la 

transcripción de la RNA POL III. Los genes de tRNA contienen cajas A y B similares a 

las presentes en tRNAs de otros organismos (Padilla-Mejia et al., 2015). Asimismo, 

los genes del rRNA 5S presentan secuencias parecidas a la caja A, el elemento 

intermedio y la caja C (Moreno-Campos et al., 2016), aunque no han sido analizadas 

funcionalmente. De manera interesante, la expresión de los snRNAs y el ncRNA 7SL 

en T. brucei y L. major está controlada por cajas A y B presentes en tRNAs o tRNA-like 

(secuencias parecidas a tRNA) que son transcritos de manera divergente y que se 

localizan alrededor de 100 pb río arriba (Rojas-Sánchez et al., 2017). 

 

La caracterización molecular de BRF1 en T. brucei (TbBRF1), y el análisis in silico 

permitió la detección en TbBRF1 de los tres dominios conservados ubicados en la 

región N-terminal de todos los ortólogos de BRF1, es decir, un motivo de cinta de zinc 

y dos repeticiones de ciclina. El modelo de homología sugirió que, de manera similar 

a otras proteínas BRF1 y TFIIB, los repetidos de ciclina de TbBRF1 muestran la 

estructura característica de cinco hélices α por repetición. Su localización es nuclear. 

El knock-down de TbBRF1 por la interferencia de RNA (RNAi) mostró que esta 

proteína es esencial para la viabilidad de las formas procíclicas del parásito, ya que la 

ausencia de TbBRF1 condujo a la detención del crecimiento de los parásitos. Los 

análisis de PCR en tiempo real demostraron que la transcripción de todos los genes 

dependientes de RNA POL III analizados se redujo, a diferentes niveles, después del 

knock-down de TbBRF1 (Vélez-Ramírez et al., 2015). 

 

Una molécula reguladora negativa de la transcripción de RNA POL III llamada Maf1 

fue caracterizada en T. brucei (Romero-Meza et al., 2017). La proteína TbMaf1 tiene 

las tres secuencias conservadas y se prevé que se pliegue en una estructura globular. 

A diferencia de la levadura, TbMaf1 se localiza en el núcleo en formas procíclicas de 

T. brucei en condiciones normales de crecimiento. Curvas de crecimiento con líneas 

celulares knock-down (en las que la expresión de TbMaf1 se redujo en un 75%) o que  

sobreexpresan TbMaf1 revelaron que TbMaf1 participa en la regulación del 

crecimiento celular de T. brucei. Los análisis de inmunoprecipitación de cromatina y 
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de run-on  nuclear demostraron que TbMaf1 reprime la transcripción de RNA POL III 

de tRNAs y del snRNA U2 al asociarse con sus promotores. Los niveles del rRNA 5S 

no cambian después de la sobreexpresión de TbMaf1. Asimismo, TbMaf1 regula la 

transcripción de RNA POL I del gen de prociclina y la transcripción de RNA POL II de 

los genes de SL RNA (Romero-Meza et al., 2017). 

 

1.6.5 Antecedentes 

Empleando el método de TAP-tag fueron aislados complejos transcripcionales en L. 

major, identificándose 12 de las 17 subunidades de la RNA POL III (Martínez-Calvillo 

et al., 2007). El análisis in silico de las secuencias genómicas de L. major y T. brucei, 

permitió la identificación de probables ortólogos de algunas otras subunidades. Entre 

las subunidades identificadas se encuentra C82, subunidad específica de RNA POL III, 

que no tiene una contraparte en las otras dos RNA polimerasas. En nuestro 

laboratorio hemos iniciado el estudio de C82 en T. brucei, generando líneas celulares 

knock-down en las que es posible inducir con doxiciclina la degradación del mRNA de 

C82 mediante RNA de interferencia (RNAi). Resulta ahora necesario caracterizar 

dichas líneas celulares para verificar la reducción en la expresión de C82 tanto a nivel 

de mRNA como de proteína. Asimismo, se determinará si C82 es una proteína 

esencial para la viabilidad de T. brucei. El estudio de C82 en T. brucei permitirá 

ahondar nuestro conocimiento de la transcripción de la RNA POL III en los 

tripanosomátidos, organismos de divergencia temprana que se caracterizan por 

presentar mecanismos inusuales de regulación transcripcional. 
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2. Hipótesis  

Si se deleta la subunidad C82 de la RNA POL III de T. brucei entonces se verá 
afectado el crecimiento celular de formas procicíclas del parásito. 

 

 

2.1.1 Objetivo general: 

 

Determinar si la subunidad C82 de la RNA Polimerasa III es esencial para el 

crecimiento de formas procíclicas de T. brucei. 

 

2.1.2 Objetivos particulares: 

 

1. Realizar un análisis in silico de la secuencia y estructura de C82 de T. brucei. 

 

2. Estudiar el efecto del knock-down de la subunidad C82 en el crecimiento de 

formas procíclicas de T. brucei. 

 

3. Verificar la degradación de C82 en los cultivos knock-down, a nivel de mRNA y 

proteína.  
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 3. Metodología 

 
Figura 32. Estrategia experimental. 

 

3.1 Análisis in silico  

Se obtuvieron las secuencias de nucleótidos y aminoácidos  de la subunidad C82 de 

LA RNA POL III de T. brucei (TbC82) y sus ortólogos (Pluta et al., 2001) de las base de 

datos de TritrypDB (https://tritrypdb.org/tritrypdb/)  y NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para el alineamiento se utilizaron las secuencias de 

aminoácidos homólogas usando el programa T-Coffe, que hace alineamientos de 

acuerdo a la estructura terciaria de las proteínas. La búsqueda de señales de 

localización nuclear, probables aminoácidos fosforilados, y predicción de estructura 

secundaria y tridimensional se realizó con las herramientas bioinformáticas 

disponibles en los sitios SwissProt (http://expasy.org/sprot/), Phyre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index)  Netphos 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) y Jalview (http://www.jalview.org/). 

Se hizo el análisis de C82 comparando T. brucei con distintas especies de los 

diferentes dominios de la vida (L. major, B. ayali, A. thaliana, E. histolytica, C. elegans, 

D. melanogaster y H. sapiens) para ver su nivel de conservación a través de la 
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evolución, así mismo se realizó un alinemiento de tripanosomátidos (T. b. brucei, T. b. 

gambiense, T. congolense, T. vivax,  T. cruzi, L. major y L. mexicana) usando el 

programa Clustal Ω (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y T-Coffe 

(www.tcoffe.crg.cat).  

 

3.2 Extracción de DNA génomico de T. brucei. 

Un total de 3×108 células de T. brucei en fase estacionaria se centrifugaron a 4,500 

rpm por 10 minutos (min) a 4ºC. Las células se resuspendieron en 5 mL de buffer de 

lisis el cual contiene SSC 0.5× (NaCl 3 M, acetato de sodio 0.3 M), TNE 1× (Tris 40 

mM pH 7.6, EDTA 1 mM pH 8, NaCl 15 mM), sarcosyl 1 % y 100 µM y 100 µg de 

proteasa K. Después de una incubación de 2 h a 55ºC se realizó una extracción con  

fenol-cloroformo y la pastilla se resuspendió en 300 µl de buffer TE (Tris 10 mM pH 

7.6, EDTA 0.2 mM pH 8).  

 

   

3.3 Cultivo celular de T. brucei 

Para estos experimentos se utilizaron parásitos procíclicos de T. brucei cepa 29-13, 

que expresan constitutivamente la RNA polimerasa del fago T7 y el represor de 

tetraciclina (Wirtz et al., 1997). Estas células fueron transfectadas con vectores que 

producen la interferencia del mRNA de C82. Los cultivos se crecieron en medio SDM-

79 (Carruthers et al., 1992) suplementado con suero fetal bovino al 10% con 

selección de higromicina (50 µg/mL), phleomicina (2.5 µg/mL) y G418 (15 µg/mL)  a 

una temperatura de 28ºC. 

 

3.4 Análisis de cultivos knock-down de T. brucei 

Se iniciaron cultivos celulares en fase media logarítmica a partir de clonas celulares 

originadas por Daniel Vélez para expresar un RNA de interferencia (RNAi) del gen 

TbC82 en el vector pC82-ZJM (datos no publicados). Se iniciaron cultivos de parásitos 

en fase media logarítmica a una densidad inicial de 2×106 cél/mL. Cada cultivo fue 

dividido en dos partes, y a una de ellas se le agregó doxiciclina a una concentración 

final de 2 µg/mL para inducir la expresión de la doble cadena de RNA. Por otro lado 

bajo las mismas condiciones como control experimental se iniciaron cultivos de T. 
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brucei 29-13 silvestre. Se hizo un conteo celular con cámara de Neubauer cada 24 h, 

resembrando a una densidad celular de 2×106 cél/mL. El procedimiento se repitió 

durante 6 días. Los datos obtenidos se recolectaron, graficaron, y se analizaron 

estadísticamente (Alsford et al., 2011). 

 

3.4 Extraccón de RNA total 

En RNA total se extrajo por el método TRIzol. Se centrifugaron 1×108 células en fase 

media logarítmica a 8000 rpm durante 10 min a 4ºC. Se recuperaron la células  y se 

resuspendieron en 1.5 mL de reactivo TRI (Sigma) a las cuales se les adicionó 

posteriormente 400 µl de cloroformo y se centrifugaron durante 15 min a 12, 000 

rpm a 4ºC. Se recuperó el sobrenadante o fase acuosa (cuidando de no tocar la fase 

intermedia para evitar contaminaciones) y posteriormente se agregaron 500 µL de 

isopropanol (2-propanol) y se agitó vigorosamente para su siguiente centrifugación a 

12000 rpm a 4ºC. Una vez recuperada la pastilla (RNA) se precipitó con 1 mL de 

etanol absoluto y se resuspendió en 100 µl de H2O tratada con dietilpirocarbonato 

(DEPC) (Invitrogen).  

  

3.5 Ensayos RT-PCR 

Se usaron 10 µg de RNA total tratado con 1 U de DNAasa (Ambion). Se agregaron 5 µl 

de la mezcla de buffer 5×, DTT 0.01 M, 25 mM de cada dNTP, oligonucleótido Nested-

dT 10 mM y 200 U de la enzima retrotranscriptasa Super Script II (Invitrogen). La 

reacción se llevó a cabo de la siguiente manera: 10 min de polimerización a 42ºC y 

15 min a 70ºC para inactivar la reacción. Los productos de amplificación se 

resolvieron en geles de agarosa al 2% teñidos con Midory green, y se estimó su 

tamaño con el marcador de peso molecular (escalera de 1 kb, Invitrogen). 

 

El cDNA resultante se utilizó como templado para detectar los transcritos mediante 

PCR. Para cada reacción se usaron 1U de polimerasa (Sigma), buffer 1×, MgCl2 2 

mM, 25 mM de cada dNTP, 100 ng de cada oligonucleótido requerido. Se usaron 15 

ciclos 20 seg de desnaturalización a 92ºC, 30 seg de alineamiento a 45ºC y 45 seg de 

elongación a 72ºC. Los productos de amplificación se resolvieron por electroforesis 

en geles de agarosa teñidos con Midory green. 
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3.6 Análisis de la abundancia de la proteína C82 

Se realizó un análisis tipo Western blot para verificar los niveles de expresión de 

proteína de la subunidad C82 en los cultivos knock-down.  Para esto,  se aisló 

proteína total de cultivos celulares knock-down inducidos por diferentes tiempos (24-

96 horas) con buffer RIPA, a partir de 3×108 células que fueron centrifugadas a 4,000 

rpm por 10 min y lavadas con 500 µl de PBS frío dos veces. Se resuspendieron las 

proteínas en 500 µl de buffer RIPA (Tris 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, NP40 

1%, deoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1% e inhibidores de proteasas 1×). Las 

muestras se incubaron en hielo por 30 min agitando con vortex cada 5 min y se 

centrifugaron  a una velocidad de 14,000 rpm durante 20 min a 4ºC. 

Las proteínas totales se desnaturalizaron adicionando buffer Laemmli 1× (Tris-HCl 22 

mM pH 6.8, SDS 2%, azul de bromofenol 0.02%, glicerol 10% y ß- Mercapto etanol 

5%) y se colocaron en H2O en ebullición por 10 min. Posteriormente se transfirieron a 

hielo durante 5 min. Las proteínas se  fraccionaron  por electroforesis  en  geles  de  

poliacrilamida  con  SDS empleando un gel concentrador de poliacrilamida al 4% 

(Tris-HCl 133 mM pH 6.8, SDS 0.1%, persulfato de sodio 0.1% y TEMED 0.2%), y un 

gel separador de poliacrilamida al 10% (Tris-HCl 375 mM, SDS 0.1%, persulfato de 

sodio 0.1% y TEMED 0.2%). De esta forma, las proteínas migraron de acuerdo 

únicamente a su masa molecular. La electroforesis se realizó con buffer de corrida 1× 

(Tris 24.76 mM, glicina 191.82 mM, SDS 0.1%) a 80 voltios hasta que el frente de 

corrida entrara al gel separador (~30 min) y posteriormente a 100 voltios por ~1.5 

horas. 

 

Transcurrida la electroforesis en gel, las proteínas fraccionadas se transfirieron a 

membranas de PVDF (Immun-Blot ™ PVDF, BIO-RAD) con buffer de transferencia 1× 

(Tris 24.76 mM, glicina 191.82 mM, metanol 20%). La transferencia se llevó a cabo a 

100 voltios durante 2 horas a 4°C. 

 

La membrana fue bloqueada con una solución de leche descremada al 5% con 

Tween- 20 al 0.05% (en PBS), toda la noche a 4°C. Posteriormente se adicionó el 

anticuerpo primario Anti-C82, que reconoce a la proteína  C82, con una dilución 
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1:100. Se incubó durante una hora a temperatura ambiente, después se realizaron 3 

lavados de 10 minutos con Tween-20 al 0.05%  (en PBS) y se incubó con el 

anticuerpo secundario HRP-anti-ratón (dilución 1:3000) durante una hora. Finalmente 

se repitieron los lavados de la misma forma. Para el revelado se utilizó el kit de 

detección Immobilon ™ Western (Millipore).  

 

3.7 Inmunofluorecencia indirecta 

Células TbPZJM-C82-CA6 en fase logarítmica se empastillaron a 6000 rfc durante 10 

minutos a 4°C y se lavaron dos veces con PBS frío; se resuspendieron para que 

quedaran a una densidad de 300,000 células/µL, se expandieron en un área de 

aproximadamente 0-5cm2 sobre un portaobjetos previamente tratado con Poli-L-

lisina; se dejaron 15 minutos a temperatura ambiente procurando no dejar secar la 

muestra ; las células con una solución de paraformaldehído al 4% por 30 minutos a 

4°C; se realizaron 2 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con PBS en 

agitación suave; las células se permeabilizaron con 50 µl de Tritón X-100 al 0.05% 

por 2 minutos a temperatura ambiente; inmediatamente después se realizaron 4 

lavados adicionales; las células se bloquearon con 50 µl de BSA al 2% y gelatina de 

peces de agua fría (G7765-250ML de Sigma) al 1% incubando una hora a 

temperatura ambiente  en cámara húmeda; se incubó el anticuerpo primario a-TbC82 

a un una dilución 1:25 usando la solución de bloqueo, incubando 1 hora a 

temperatura ambiente en cámara húmeda; se realizaron 3 lavados con PBS frío  

otros 2 lavados adicionales con PBS con Tween 20 al 0.05% en obscuridad; la 

muestra se dejó secar en obscuridad; se cubrió con Vectashield con DAPI (Vector 

Laboratories INC.); la laminilla se tapó con un cubreobjetos y el borde se selló con 

barniz de uñas. Las imágenes se obtuvieron con el equipo Leica SP5, DM 16000, Mo 

y se utilizó el programa LAS AF software para hacer el procesamiento de las 

micrografías.  
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4. Resultados  

4.1. Análisis in silico  

Ortólogos de la subunidad C82 de la RNA POL III han sido identificados en muchas 

especies. Con el objeto de determinar el grado de conservación de esta proteína a lo 

largo de la escala evolutiva se realizó un alineamiento multiespecie (Fig. 33). En 

primera instancia, se encontró que el tamaño de C82 varía entre las diferentes 

especies, presentando un rango de 499 aminoácidos (57.28 kDa) en E. histolytica a 

604 aminoácidos (65.36 kDa) en  L. major. Además, se encontró que la secuencia de 

C82 es en general poco conservada (Fig. 33), observándose porcentajes de identidad 

relativamente bajos (Tabla 3). Por ejemplo, entre los ortólogos de T. brucei y L. major 

hay 30.7% de identidad, mientras que entre T. brucei y H. sapiens hay sólo 16.5% 

(Tabla 3). Asimismo, C82 de humano mostró identidades del 33.8 y 25.4% con los 

ortólogos de D. melanogaster y C. elegans, respectivamente (Tabla 3). 

 
Tabla 3. Matriz de porcentaje de identidad de las secuencias de aminoácidos de C82 multiespecie en 
T. brucei (Tb), L. major (Lm), B. ayali (Ba), A. thaliana (At), C. elegans (Ce), D. melanogaster (Dm), H. 
sapiens (Hs) y E. histolytica (Eh).  
 
C82 de humano se caracteriza por la presencia de cuatro dominios de  hélice alada 

(WH, por winged helix) y un dominio de hélice superenrollada (CC, por coiled coil) 

(Lefèvre et al., 2011). Para determinar si C82 de T. brucei posee estos dominios 

conservados, se realizó un alineamiento con la secuencia de aminoácidos de ambos 

ortólogos, y se generó la estructura secundaria predicha con el programa Jalview (Fig. 

34).  Esta comparación de secuencias confirmó que existe poca similitud entre 

ambas (16.5% de identidad). Sin embargo, se observó que  C82 de T. brucei sí 

presenta los cuatro dominios WH, formados por varias α-hélices y β-plegadas, y el 

dominio CC, constituido por dos α-hélices  (Fig. 34).  
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 Figura 33. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de C82 en diferentes especies. T. brucei (Tb), 
L. major (Lm), B. ayali (Ba), A. thaliana (At), C. elegans (Ce), D. melanogaster (Dm) H. sapiens (Hs) y E. 
histolytica (Eh). Los aminoácidos resaltados en azul obscuro están conservados  y en azul más claro los 
semi-conservados. Los dominios WH y CC se presentan encerrados en cajas. 
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A continuación se procedió a determinar el nivel de conservación de C82 entre 

diferentes parásitos tripanosomátidos, para lo cual se realizó un alineamiento de 

secuencias de aminoácidos (Fig. 35). Como se anticipaba, la homología entre los 

diferentes ortólogos fue alta, observándose porcentajes de identidad entre TbC82 y 

los ortólogos en T. congolense y T. cruzi de 69.5 y 62.5%, respectivamente (Tabla 4). 

Notablemente, la identidad entre L. major y L. mexicana es del 95.5% (Tabla 4).  

Todos los tripanosomátidos analizados presentaron los cuatro dominios WH y el 

dominio CC (Fig. 35). 

 
Figura 34. Alineamiento de secuencias de C82 de T. brucei y H. sapiens. Los aminoácidos resaltados 

están conservados  y en azul más claro los semi-conservados en ambas especies. Las flechas 

muestran β-plegadas y los cilindros ejemplifican α-hélices.  Los dominios WH y CC se presentan 

encerrados en cajas. 
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También se generó una estructura tridimensional de la secuencia de aminoácidos de 

C82 de T. brucei, mediante modelado por homología,  utilizando como templado la 

estructura del cristal de C82 de humano (Fig. 36). Aunque se aprecian ciertas 

diferencias como el volumen de la proteína, en general se observó que las dos 

estructuras son muy parecidas, presentando una estructura globular en  la que las α-

hélices se localizan en la parte externa (Fig. 36). El programa T-Coffe arrojó un 60% 

de parecido estructural entre ambas proteínas.  

 
Figura 35. Alineamiento de la secuencia de la proteína C82 de Tripanosomátidos. T. b. brucei (Tbb), T. 
b. gambiense (Tbg), T. congolense (Tco), T. vivax (Tv),  T. cruzi (Tc), T. rangieli (T.r), L. major (L.m) y L. 
mexicana (L.mx). 
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En su conjunto, estos resultados indican que a pesar de que la secuencia de TbC82 es 

poco parecida a la de su ortólogo en H. sapiens, TbC82 presenta los dominios 

característicos de otros ortólogos de C82 y muestra  una alta conservación tanto en 

su estructura secundaria como terciaria. Cabe señalar que los dominios WH que los 

conforman participan en unión al DNA.  Dichos dominios parecen ser evolutivamente 

muy antiguos, ya que están presentes también en el factor TFE de archeas  (Lefèvre 

et al., 2011). 

 
Tabla 4. Matriz de porcentaje de identidad de las secuencias de C82 de tripanosómatidos. T. b. brucei 
(Tbb), T. b. gambiense (Tbg), T. congolense (Tc), T. vivax (Tv),  T. cruzi (Tc), T. rangieli (Tr), L. major (Lm) y 
L. mexicana (Lmx). 
Se sabe que la función de C82 en otros organismos se regula mediante fosforilación 

(Korver et al., 1997; Lefèvre et al., 2011). Con el objeto de determinar la posible 

fosforilación de TbC82, se analizó su  secuencia de aminoácidos en el programa 

NetPhos 3.1.  Se identificaron varios residuos con un score alto (mayor a 0.88), lo que 

sugiere que posiblemente sean fosforilados in vivo. Éstos corresponden a: S 38, S 44, 

S 80, S 81, S 92  y S 112 (Fig. 3).  

 
Figura 36. Estructura tridimensional predicha de C82 de T. brucei y H. sapiens. 
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Figura 37. Sitios de fosforilación predichos en C82 de T. brucei. Los aminoácidos que probablemente 
se fosforilan se marcan con una estrella. 
 

4.2 Análisis de cultivos knock-down de T. brucei 

Previamente, en nuestro laboratorio fue generado el vector pC82-ZJM, en el cual fue 

clonado un fragmento de 407 pb del gen de TbC82. El vector fue transfectado en 

formas procíclicas de T. brucei, obteniéndose la línea celular T. brucei/pC82-ZJM 

(datos no publicados). El fragmento del gen de TbC82 está flanqueado por dos 

promotores de la RNA polimerasa del fago T7 que son inducibles con doxiciclina. De 

esta manera, al adicionar doxiciclina al cultivo T. brucei/pC82-ZJM se induce la 

síntesis de RNA de doble cadena que potencialmente degradaría el mRNA de C82 por 

interferencia de RNA (RNAi).   

En el presente trabajo se inició la caracterización de la línea celular T. brucei/pC82-

ZJM. En primera instancia se quiso determinar si el knock-down de TbC82 tiene algún 

efecto en el crecimiento del parásito. Para ello se realizaron ensayos de RNAi por 

triplicado, induciendo con doxiciclina (DOX+) la degradación del mRNA de C82. A la 

par se analizó el crecimiento del cultivo sin inducir (DOX-) (Fig. 38).  Las curvas de 

crecimiento se realizaron durante siete días. Como se anticipaba, la inducción con 
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doxiciclina produjo una disminución en el crecimiento celular a partir del día 3, y los 

cultivos dejaron de crecer gradualmente hasta que murieron en el día 6 (Fig. 38).  

Como control se analizaron de células T. brucei silvestres (WT),  observándose que la 

adición de doxiciclina no tuvo ningún efecto en el crecimiento celular (Fig. 39). Así, 

estos resultados sugieren fuertemente que TbC82 es un gen esencial para la 

viabilidad de formas procíclicas de T. brucei.  

 
Figura 38. Gráfica de crecimiento del cultivo T. brucei/pC82-2T7  en presencia (DOX+) o ausencia 
(DOX-) de doxicliclina.  El experimento se realizó por triplicado. Se muestra la desviación estándar. 

   
Figura 39. Gráfica de crecimiento del cultivo de  T. brucei silvestre en presencia (DOX+) o ausencia 
(DOX-) de doxiciclina.  El experimento se realizó por triplicado. Se muestra la desviación estándar. 
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4.4. Extracción de RNA de los cultivos knock-down de TbC82  de T. brucei 

Para confirmar la disminución en la abundancia del mRNA en los cultivos knock-

down, se realizaron ensayos de RT-PCR.  Para ello, inicialmente se llevó a cabo la 

extracción de RNA total de cultivos no inducidos e inducidos por diferentes tiempos (0 

a 4 días: T0, T1, T2, T3, T4, respectivamente). Las muestras de RNA se cuantificaron 

en un Nanodrop (Thermo), obteniéndose alrededor 300 µg por muestra. El análisis en 

un gel de agarosa reveló que el RNA es de buena calidad (Fig. 40).  

 
Figura 40.  Análisis del RNA total del cultivo T. brucei/pC82-PZJ no inducido (T0) o inducido con 
doxiciclina por 1 día (T1), 2 días (T2), 3 días (T3) o 4 días (T4). También se analizó RNA de  células 
silvestres (WT). Se señalan las tres moléculas de  RNA ribosomales mayores. Gel de agarosa 0.8% 
teñido con Midory Green. El marcador de peso molecular (MPM) corresponde a RiboRuler High Range 
RNA Ladder (Thermo).  
 

4.5 Análisis de la abundancia del mRNA de C82 por ensayos RT-PCR 

Para medir la abundancia de mRNA de C82 en el cultivo knock-down se utilizó el 

método de RT-PCR. Para el procedimiento se preparó cDNA a partir de las muestras 

de RNA total extraídas en diferentes tiempos de RNAi (0-4 días), con el 

oligonucleótido Nested dT (que reconoce la cola de poli A de los mRNAs). 

Posteriormente se hizo un PCR con el oligonucleótido TbC82-C-PTP-NotI-3/1-21 

antisentido (que se encuentra en la región final de la secuencia del gen de C82) y el 

oligo Nested dT, observándose la banda del tamaño esperado (1568 pb) en el T0 y 

T1, pero no así en los otros tiempos de inducción (T2 a T4) (Fig.41). Así, con este 

ensayo se confirmó la degradación del mRNA de C82 a partir de los dos días de 

inducción con doxiciclina.  
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Figura 41. Ensayo RT-PCR para verificar la abundancia del mRNA de TbC82 en el cultivo T. 
brucei/pC82-ZJM induciendo con doxiciclina por 0 (T0), 1 (T1), 2 (T2), 3 (T3) o 4 días (T4). Como control 
positivo se muestra un RT-PCR utilizando RNA total WT (cDNA)  y control negativo de la 
retrotrasncripción en el que se utilizó H2O en lugar de enzima (RT-). Asimismo se muestran controles 
de la reacción de PCR: DNA genómico WT (gDNA) y control negativo con H2O (PCR-). 
 
 

4.7 Análisis de la abundancia proteína C82 en los cultivos knock-down 

A continuación se procedió a realizar un ensayo de Western blot para confirmar la 

disminución de la proteína C82 en el cultivo knock-down. Para ello se obtuvo proteína 

total de cultivos no inducidos e inducidos por diferentes tiempos (0 a 4 días: T0, T1, 

T2, T3, T4, respectivamente). El análisis en geles de poliacrilamida indicó que los 

niveles de las proteínas eran óptimos en todos los casos (Fig. 42). Para el ensayo 

Western blot se usó un anticuerpo contra C82 de T. brucei previamente producido en 

el laboratorio. El resultado mostró una disminución en la abundancia de la proteína 

C82 del T0 al T4 de casi el 80% (Fig. 43). Como control se empleó un anticuerpo 

contra β-tubulina, el cual demostró que todos los carriles contienen una cantidad de 

proteína muy similar (Fig. 43).  Con este resultado, y el análisis de abundancia del 

mRNA, se confirmó el funcionamiento exitoso del sistema de RNAi que se activa de 

manera específica con doxiciclina, produciendo que los niveles de mRNA  

disminuyan, lo que a su vez reduce los niveles de proteína C82.  Como consecuencia, 

los cultivos knock-down dejan de crecer y eventualmente mueren,  lo que demuestra 

que la subunidad TbC82 es una proteína esencial para la viabilidad celular en formas 

procíclicas de T. brucei.  
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Figura 42. Análisis electroforético de proteínas totales de cultivos knock-down de T. brucei no 
inducidos (T0) o inducidos con doxiciclina por 1 día (T1), 2 días (T2), 3 días (T3) o 4 días (T4). Los 
cultivos corresponden a T. brucei/pC82-ZJM.  Gel discontinuo SDS PAGE al 10%, teñido con azul de 
Commasie.   
 
 

 
 
Figura 43. Ensayo Western blot para el análisis de la abundancia de proteína C82 en los cultivos 
knock-down.  Se muestran los distintos tiempos de inducción utilizando el anticuerpo α-TbC82 en 
dilución 1:100. Para graficar se consideró como 100% la señal del tiempo 0, ya que no está inducido 
con doxiciclina. Como control de carga se utilizo β-Tubulina, tomando el tiempo 0 como 100%. 
 

4.8 Localización celular de C82 

Se determinó la localización celular de la subunidad C82 de la RNA POL III en formas 

procíclicas de T. brucei mediante inmunofluorescencia indirecta, utilizando como 

anticuerpo primario α-TbC82 acoplado a Alexa 488. En las imágenes obtenidas  (Fig. 

44) se puede apreciar que la subunidad TbC82 se localiza en el núcleo, como es de 
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esperarse de una subunidad de la RNA POL III. La señal de TbC82 es uniforme en el 

núcleo, similar a lo reportado para TFIIIB y TFIIIC en humano y S. pombe (Haeusler y 

Engelke, 2006). 

 
Figura 44. Inmunolocalización de la subunidad C82 de la RNA POL III en formas procíclicas de T. 
brucei. Se muestra en verde a la proteína C82 y en azul el DNA teñido con DAPI en el núcleo (N) y en el 
cinetoplasto (c). Además se muestra el empalme de las dos imágenes. Los resultados indican una 
localización nuclear. Se utilizó un microscopio Leica (SP5, DM16000, Mo), con un objetivo 100x. Las 
imágenes se analizaron con el programa LAS AF software.   
 
  

N       c 

2.5 µm 2.5 µm 2.5 µm 



 

 
 

56 

5 Discusión  

El estudio de las enfermedades parasitarias tropicales, así como de los organismos 

que las causan,  debe ser prioritario en el área de la salud pública debido a sus altas 

tasas de morbilidad y mortalidad. Además, su estudio se ha hecho más relevante en 

años recientes, debido a que el calentamiento global está incrementando las 

temperaturas del planeta Tierra y con ello se aumentan las zonas de distribución e 

infección  de los organismos que son vectores de estas enfermedades (Gallana et. al., 

2013). En esta situación se encuentran los vectores transmisores de los parásitos 

tripanosomátidos, que en los últimos años han invadido nuevas zonas geográficas.   

 

Los trabajos dirigidos al estudio de aspectos básicos de la biología molecular de los 

tripanosomátidos, como la transcripción del DNA, aportan información importante 

que ayudará al control de las enfermedades que producen estos parásitos a mediano 

o largo plazo. Dentro de la familia de los tripanosomátidos, T. brucei es el organismo 

más usado para estudios funcionales debido a que es el único tripanosomátido que 

cuenta naturalmente con el sistema de RNAi, y para el cual se han desarrollado 

plásmidos que facilitan los knock-downs génicos.  Por esto, T. brucei es un excelente 

modelo para el estudio de la función de los genes por RNAi. En cambio, para llevar a 

cabo estudios funcionales en otros tripanosomátidos como Leishmania y T. cruzi se 

deben realizar knock-outs génicos, los cuales requieren de mucho tiempo y recursos, 

y no permiten el estudio de genes esenciales para la viabilidad celular. De esta forma, 

es posible extrapolar los datos funcionales obtenidos en T. brucei hacia otros 

tripanosomátidos que causan enfermedades en nuestro país como L. mexicana que 

causa leishmaniasis y T. cruzi, causante de la enfermedad de Chagas. El hecho de 

que todos los tripanosomátidos presentan mecanismos de expresión genética muy 

parecidos facilita la extrapolación de los datos funcionales (Martínez-Calvillo et al., 

2010).  
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Este trabajo se centró en el estudio de la subunidad C82 de la RNA POL III en T. 

brucei. El estudio de esta proteína es muy importante si tomamos en cuenta el papel 

esencial que lleva a cabo en la síntesis de tRNAs, 5S rRNA y snRNAs. Estas moléculas 

de RNA realizan funciones cardinales para la biología de todos los organismos 

eucariontes (Müller, 2015).  

 

El análisis in silico demostró que  el gen de T. brucei que corresponde a la proteína 

TbC82 (Tb927.2.2990) se encuentra localizado en el cromosoma 2, en la posición 

567494 - 569217, y que posee las características de secuencia, estructura y función 

distintivas de los ortólogos de C82 en otras especies. Esto es, TbC82  presenta los 

cuatro dominios WH típicos y una hélice súper enrollada (Fig. 34), cuya estructura 

tridimensional predicha es muy parecida a la del cristal de su ortólogo humano (Fig. 

36) (Boissier et al., 2015). 

 

También se demostró mediante alineamientos que la secuencia y estructura de 

TbC82 están muy conservadas entre tripanosomátidos (Fig. 35). Esto resulta muy 

interesante, tomando en consideración que se estima que los géneros Leshmania y 

Trypanosoma divergieron, a partir de un ancestro común, hace entre 400 y 600 

millones de años (Ghedin et al., 2004).  Esta divergencia es anterior a la aparición de 

los mamíferos, que se dio hace cerca de 165 millones de años. Esto indica que la 

subunidad C82 ya estaba presente en el ancestro común de los tripanosomátidos y 

que ha evolucionado de manera similar en estos organismos (Martínez-Calvillo et. al., 

2010). Cabe señalar que el genoma de L. major posee una segunda copia del gen de 

C82. Sin embargo, éste podría corresponder a un pseudogen, ya que es más pequeño 

debido a la presencia de deleciones de algunas secuencias.  

 

El alto costo energético de la biogénesis de tRNAs, el rRNA 5S y los snRNAs requiere 

una regulación estricta que en buena medida es controlada por la fosforilación de 

varios de los componentes de la maquinaria transcripcional, como el regulador 

negativo Maf1, las subunidades Brf1 y Bdp1 de TFIIIB, y las subunidades C160 y C82 

de la RNA POL III.  En TbC82 fueron localizados varios probables sitios fosforilables 

(Fig. 37), los cuales se encuentran en el dominio WH1  en las posiciones S 38, S 44, S 
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80, S 81, S 92  y S 112. Cabe resaltar que  al dominio WH1 se le atribuye la unión a 

DNA de cadena sencilla (ss-DNA), paso requerido para el inicio de la transcripción. 

Esto fue confirmado por experimentos de mutagénesis dirigida en los que los 

aminoácidos KK en la posición 51-52 de dicho dominio  fueron sustituidos por EE,  lo 

que llevó a  la  disminución de la interacción de C82 con el ss-DNA (Lefèvre et. al., 

2011).  En humano, C82 es fosforilado en los residuos S204 y S205 de acuerdo con 

la base de datos Phosphosite Plus (Grosstessner-Hain et al., 2011; Hsu et al., 2011), 

lo que abre la posibilidad de que TbC82 sea también fosforilado.  

 

Las similitudes estructurales y funcionales que existen entre la subunidad C82 de 

RNA POL III, el factor de transcripción TFIIE de RNA POL II, y el factor TFE de 

arqueobacterias, sugieren que esta subunidad y los factores de transcripción tienen 

un origen común. También sugieren que la ahora subunidad específica C82 podría 

haber  funcionado anteriormente como un factor de transcripción independiente, que 

a lo largo de la evolución se incorporó a la RNA POL III para hacer más eficiente el 

inicio de la transcripción de esta enzima (Carter y Drouin, 2009). 

 

Con los ensayos RT-PCR se demostró que los niveles del mRNA de TbC82 disminuyen 

claramente al aplicar doxiciclina por diferentes tiempos (0-96 hrs) (Fig. 41). Esto 

significa que en los parásitos knock-down está funcionando eficientemente el 

sistema de RNAi, produciéndose el RNA de doble cadena que induce la degradación 

del mRNA de TbC82. En concordancia con este resultado, el ensayo de Western blot 

demostró que  la proteína TbC82 fue degradada después de adicionar doxiciclina, 

observándose una disminución del 70% a los 4 días de inducción (Fig. 43). Esta 

reducción en la cantidad de TbC82 ocasionó una disminución en el crecimiento y la 

eventual muerte de los cultivos knock-down. De esta manera, nuestros resultados en 

conjunto demuestran que TbC82 es esencial para la viabilidad celular de formas 

procíclicas de T. brucei.   

 

La ausencia de TbC82 produciría una RNA POL III incompleta y no funcional en los 

cultivos inducidos con doxiciclina, lo que generaría la falta de tRNAs, 5S rRNA, 

snRNAs y otras moléculas de RNA sintetizadas por la RNA POL III. La carencia de 
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estas moléculas de RNA impediría procesos básicos y fundamentales de la célula, 

como la traducción de proteínas y el procesamiento de los mRNAs, lo que conduciría 

a la muerte celular.   

 

Otro aspecto a considerar es que la ausencia de la subunidad TbC82 afectaría la 

biogénesis de la RNA POL III, ya que el heterotrímero C82/C34/C31 es pre-

ensamblado en el citoplasma y unido al resto de la enzima para su posterior 

importación al núcleo.  Así, al no estar presente C82, la RNA POL III no podría 

importarse al núcleo.  En humano, se reportó que la eliminación de cualquier 

subunidad de la RNA POL II tiene como consecuencia la acumulación citoplasmática 

de Rpb1, lo que sugiere que la RNA POL II debe estar ensamblada completamente 

para su importación nuclear (Boulon et al., 2010). Se esperaría una situación similar  

para la RNA POL III (Wild y Cramer 2012). 

 

En levadura también se ha reportado que C82 es esencial para la viabilidad celular. 

Se ha propuesto que la falta de C82 evita la incorporación de la subunidad Brf1 de 

TFIIIB al complejo de preinicio, pues el dominio WH3 de C82 interactúa directamente 

con Brf1. La falta del complejo de preinicio completo impide la transcripción de los 

genes dependientes de la RNA POL III, lo que induce la muerte celular en S. cerevisie 

(Khoo et al., 2017). 

 

En ensayos knock-down realizados con la subunidad Brf1 de TFIIIB en T. brucei se 

observó un efecto similar, ya que la eliminación de Brf1 provocó la muerte celular. En 

ese trabajo se demostró además, mediante ensayos de run-on nuclear, que la 

inducción con doxiciclina provocó la disminución de los niveles de los RNAs 

sintetizadas por la RNA POL III (Vélez-Ramírez et al., 2015). Un efecto a la inversa se 

encontró con la supresión del regulador negativo de la RNA POL III Maf1 en cultivos 

knock-down  de T. brucei, ya que la inhibición de la producción de la proteína Maf1 

ocasionó un aumento de la actividad de la RNA POL III, debido a que Maf1 actúa 

como un regulador negativo (Romero-Meza et al., 2015). 
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Los ensayos de inmunofluorescencia revelaron que TbC82 se localiza en el núcleo 

celular (Fig. 44). Cabe destacar que no se encontró ningún antecedente de la 

localización celular de la proteína C82 en otras especies. No obstante, la subunidad 

C128 se localizó tambien dentro del orgánelo nuclear en S. cerevicie (Haeusler y 

Engelke, 2006).  
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6. Conclusiones 

La subunidad TbC82 presenta las secuencias características de los ortólogos de otras 

especies: cuatro dominios WH y un dominio CC. Las estructuras secundaria y terciaria 

predichas para TbC82 son muy similares a las reportadas para C82 de humano. 

TbC82 se localiza en el núcleo celular. En los cultivos knock-down, la abundancia del 

mRNA y la proteína TbC82 disminuyó significativamente al inducir la expresión de un 

RNAi dirigido contra el mRNA  de esta proteína con doxiciclina, lo que a su vez 

provocó la muerte celular. Estos resultados demuestran que la subunidad C82 en T. 

brucei es esencial para el crecimiento de formas procíclicas del parásito. 
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