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Resumen.

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis américana es producida por Tcruzi . Este
pardsito se caracteriza por su variabilidad biologica y genética, y posiblemente ambas se
relacionan con las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Chagas en humanos. En lo
que respecta a la biologia molecular del parasito, T.eruzi muestra mecanismos atipicos en el
manejo y expresion de su genoma, que aunado al interés médico lo hacen un modelo
interesante de estudiar. Con el interés de describir la organizacién gendmica y expresion del
gene para la proteina ribosomal S4 en T.cruzt (cepa CL Brener), se realizaron ensayos tipo
Southern Blot (gendmico y cromosomal) y Northern Blot. Se utilizo como sonda homologa
¢l DNAc de la proteina $4. El andlisis de Southern Blot del DNA genémico digerido con
cuatro enzimas de restriccién que no cortan dentro del DNAc {EcoRl, BamH], Pstl, Clal) y
Hindlll que si tiene sitio de corte, sugieren la presencia de dos copias génicas para la
proteina S4. Los fragmentos de restriccién obtenidos en digestiones dobles se analizaron
para proponer dos posibles arreglos genicos en mapas de restriccion  Conjuntamente se
analizo la localizacién cromosomal mediante electroforésis de campos alternos transversos
(TAFE). Al analizar el perfil de hibridacién cromosomal se observa dos bandas
cromosomales para la proteina S4 (800 y 900 kbp). Estos resultados apoyan la existencia de
dos genes, anteriormente sugerido. Nuestros andlisis de expresion con relacién a la
proliferacion celular, indica que el tamafio del transcrito para la proteina S4 es
aproximadamente 1.0 kb. Las concentraciones de equilibrio del RNA para esta proteina
ribosomal en fase logaritmica y estacionaria son similares. Estos hallazgos no excluyen que
bajo diferentes condiciones de crecimiento exista regulacion traduccional o posttraduccional
de Ia proteina ribosomal S4. El estudio de esta proteina ribosomal es una nueva linea de
investigacion en nuestro laboratorio que podria aportar conocimientos en la estructura e

interaccion de la proteina S4 con los demas componentes ribosomales en [ecruzi



Abreviaturas.

uCi Microcuries.

ug Microgramos.

ng Nanogramos.

pL Microlitos.

nm Nanémetros.

mA Miliamperios.

cpm Cuentas por minuto,

pb Pares de bases.

kp Kilo bases.

kbp Kilo pares de bases.

D.O. Densidad dptica.

dATP Trifosfato de dideoxiadenina

dGTP Trifosfato de dideoxiguanina.

dTTP Trifosfato de dideoxitimina.

dCTP Trifosfato de dideoxicitosina.

DNAc¢ Acido desoxirinucleico complementario.
DNAr Acido desoxirinucleico ribosomal.

RNAm Acido ribonucleico mensajero.

RNAr Acido ribonucleico ribosomal.

DEPC Dietil pirocarbonato.

EDTA Etilendinitrolotetra acético sédico.

LIT Medio de infusion de higado.

MOPS Acido 3-[N-morfolino] propano sulfonico.
PVP Polivinil pirrolidona.

PBS Solucion salina amortiguadora de fosfatos.
pm Revoluciones por minuto.

SDS Dodecil sulfato de sodio.

S8C Solucidn de sales de sodio y citrato.

TBE Amortiguador tris-hidroximetilaminometano-boratos-EDTA.
TE Amortiguador tris-hidroximetilaminometano-EDTA
TBS Amortiguador tris-hidroximetilaminometano-sodio.

TAFE Electroforesis de campos alternos transversos.
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INTRODUCCION



En 1940 Mazzotti informé por primera vez sobre la enfermedad de Chagas
o Tripanosomiasis Americana en México (Mazzotti,1940). El agente eticlégico de
esta enfermedad es wn protozoario hemoflagelado, llamado Trypanosoma cruzi,
que pertenece al orden kinetoplastida, (organismos con un cmetoplasto). Al igual
que otros protozoarios parasitos, Teruzt cursa durante su desarrollo por estadios
de diferenciacion con formas distinguibles e identificables La identificacion de
estos estadios se basan en la forma general de la célula, la posicién del cinetoplasto

con respecto al micleo y fa region donde ¢! flagelo emerge (Perieda, 1990).

1.1 Ciclo Biolédgico.

Tcruzi  presenta tres estadios en su ciclo bioldgico. tripomastigote,
amastigote y epimastigote Este ciclo involucra vertebrados mamiferos
(hospederos y reservorios), y a un vector triatémino hematdfago, que en México es
comunmente llamada chinche hocicona

El ciclo de vida puede iniciarse con la fase de tripomastigote metaciclico
presente en la materia fecal del triatdémino infectado. Esta forma del parasito puede
alcanzar conjuntivas o mucosas de huésped potencial asociado a un periodo de
alimentacién del vector hematofago. El parasito puede infectar células del huésped
y adoptar la forma proliferativa de amastigote. Los amastigotes intracelulares se
diferencian en tripomastigotes Con la lisis de la célula infectada, los
tripomastigotes son liberados al torrente sanguineo. En una ingesta sanguinea del
vector hematdfago los tripomastigotes sanguineos sufren cambios estructurales en
el tubo digestivo del vector y se transforman en epimastigotes. Dentro de la parte
posterior del intestino, los epimastigotes se transforman en tripomastigotes
metaciclicos infectantes los cuales son expulsados con las heces del vector, y con
ello pueden continuar su ciclo de vida (fig. 1) Ademaés de la infeccion via huésped-
invertebrado, la tripanosomiasis puede transmititse por hemotransfusion, via

transplacentaria, y contaminacion accidental en ef laboratorio
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Figura 1: Ciclo de vida de Trypanosomad CrUzl.. Tripomastigote
metaciclico en las heces de la vinchuca(l}. Seudoquistes de
amastigotes en los tejidos(2). Amastigotes diferencidndeose a
tripomastigotes en el seudoguiste(3}. Tripomastigote en sangre(4).
Tubo digestivo del tairatémine(5). Epimastigote(€). Epimastigotes en
davision(7). Tripomastigcote metaciclice(8). {Tomado de Storinc

1994 .

1.2. Consideraciones sobre el vector,

El vector de Ia enfermedad de Chagas pertenece a la género triatominae. -
Existen unas 100 especies de triatomas, 92 en regiones tropicales De las que 52
especies que son capaces de infectarse con T.cruzi, 36 estin en relacion con
habitacién humana y al menos 12 son vectores comprobados, todos ellos
hematofagos. Los triatomas tienen un ciclo salvaje, un ciclo semidoméstico y un
ciclo doméstico, que pueden depender de los diferentes triatomas, ligindose entre si
a través de animales reservorios como el tlacvache, €l armadillo y la rata, y
domeésticos como el perro (Reyes P, 1984) El vector que frecuentemente se
encuentra dentro de las construcciones domésticas de cientos de individuos en
América central y México es Rhodnius prolixus. Sin embargo este no es el Gnico,

todas las especies de Triatominae son vectores potenciales de T.cruzi, pero los
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factores mds importantes que determinan su capacidad de transmisién som: un
intervalo corto entre la alimentacion y la defecacién, la adecuacion para vivir en
habitaciones humanas, el alto grado de antropofilia y su amplia distribucién
geografica Por ello, de 27 especies conocidas en México, s6lo unas cuantas tienen
importancia epidemioldgica y son 18 las que se han encontrado infectadas

naturalmente (Velasco O, 1994),

1.3. Descripcién de la enfermedad de Chagas.

En la enfermedad de Chagas se distinguen las siguientes fases de infeccion:
Fase aguda; se describe como periodo de incubacion asintomatico (4 a 10 dias).
Los primeros hallazgos se presentan en el sitio de inoculacion como el signo de
Romafia {(complejo oftalmoganglionar) o bien chagomas, cuando la inoculacion
ocurre en la piel de otras partes del cuerpo. La fiebre, es el signo mas importante
en esta etapa y se presenta en 95% de los casos. Fase indeterminada; se caracteriza
por la seropositividad en un individuo asintomatico. El electrocardiograma y
radiografia del corazén, esofago y colon aparecen normales. Puede extenderse por
10 - 20 afios Fase crbnica; se manifiesta usualmente como enfermedades
cardiacas en personas de 20 a 50 afios de edad (Arritmias, Insuficiencia Cardiaca
Congestiva, etc.). Las megaviceras {megaesofago y megacolon) son frecuentes en
algunas regiones de Brasil En México se han descrito varios casos de cada una de
estas entidades clinicas en los estados de Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Jalisco y
Tabasco (Velasco O.C | 1992)

1.4. Importancia de la enfermedad.

Por mucho tiempo se ha especuiado sobre la importancia de esta
enfermedad en nuestro pais. Afn existe diferencia de opiniones al respecto. Desde
las que la consideran un padecimiento raro, hasta las que la asumen como un
importante problema de salud pablica (Velasco y col 1992). La enfermedad de
Chagas es un padecimiento exclusivo de América Latina y tiene un gran impacto

sobre la salud poblica debido a su amplia distribucién geogrifica, a la elevada
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prevalencia de la enfermedad, ast como repercusiones y secuelas clinopatologicas
en el humano. Esto es, la enfermedad produce frecuentemente invalidez cardiaca

durante la etapa mas productiva.

1.5, Epidemiologia y diagnéstico.

En los ultimos afios, se han descrito alrededor de 300 casos humanos de
infeccion por T.cruzi en nuestro pais. La gran mayoria de los casos han ocurrido en
regiones que se encuentran localizados en la vertiente del Océano Pacifico, desde el
Estado de Sonora hasta el de Chiapas. La miocardia chagasica, es una entidad
escasamente reconocida en nuestro pais. Con respecto a la presencia de
megaesofago y megacolon chagisico, se han descrito casos en los estados de
Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Jalisco y Tabasco

El diagndstico de estd enfermedad puede realizarse con deteccién de
anticuerpos contra T.cruzi en suero. El hemocultive y el xenodiagnéstico son

pruebas confirmatorias

1.6, Heterogeneidad biolégica de T.cruzi,

La especie T.cruzi se comporta como un grupo bioldgico heterogéneo. La
heterogeneidad de T.cruzr  se manifiesta de varias formas, como lo son su
infectividad, tropismo al tejido y susceptibilidad a drogas La heterogeneidad de las
propiedades bioldgicas en T.cruzi, es determinada por su variabilidad genética (De
Luca D'Oro, etal, 1993). Donde la existencia de marcadores de genes
estructurales nucleares (enzimas) y DNA extranuclear (DNA del cinetoplasto) se
han definido cepas de Z.cruzi.. La respuesta clinica a la infeccion, (Montamat E.,
etal,, 1996), distribucion geografica (Luquetti A, Miles M , Rassi A, Rezende T,
Souza A etal, 1986), y susceptibilidad a drogas como benznidazol {Pinto I., etal,,
1994), son propiedades que dependen de cepas especificas. La constitucion natural
y reactividad bioldgica del hospedero, es también un factor que determina la

relacion huésped-parasito
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1.7. Consideraciones sobre biologia molecular de T cruzi.

Dadas las caracteristicas de patogenicidad de T.cruzi, los estudios bastcos
de organizacién y expresion de su gendéma adquieren un mterés biologico y
biomédico El parésito es un organismo diploide con por lo menos 20 pares de
cromosomas (Henrlksson Jan etal, 1990) La mayoria de los genes en
tripanosomas estan agrupados en “tandem”. Codifican copias del mismo gen, de
genes relacionados o bien genes diferentes  Los genes de un grupo particular, son
separados por secuencias de regiones intergénicas cortas (100-500 pb) y son
transcritos policistronicamente (Gwo-Shu L and Van der Ploeg L., 1997). Estas
regiones intergénicas en los extremos 5' y 3' son diferentes en sus secuencias
nucleotidicas incluso entre el mismo grupo {e g cadmodulina, Tschudi C., etal,
1985). Dentro de estas secuencias variantes rio arriba del coddn de iniciacitn, se
hallan presentes dos bases puricas A-G que son sitio aceptor del splice, el cual esta
involucrado en la estabilidad del RNAm, asi como en el proceso de trans-splicing
{ver adelante).

Dadas las caracteristicas de RNAs policistronicos, el procesamiento del
RNA mensajero precursor adquiere una importancia esencial. El procesamiento
consiste en la adicién por trans-splicing, de una secuencia lider general de 39
nueleatidos en el extremo §' y a la poliadenilacion en la regién 3'del mensajero
(Stuart, Feagin y Abraham, 1989) (Fig. 2). Este procesamiento separa en RNAs
independientes de la molécula precursora policistronica. Con respecto a la
modificacion S metil-guanosina (cap), caracteristica de los genes eucariontes, se ha

descrito que existe en el extremo 5' del exoén lider (39 nucleotidos).
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Figura 2. Frans—-splicing vy transcripcidn  policistronica en
tripanosomas. Arreglc en tandem de los genes del miniexdédn (cajas de
la 1zquierda, rayadas y cajas abilertas) transcrito apartir de
promotores (kbanderas negras) localizades enfrente de cada miniexdn,
generando 140 nt. med RNAs. Transcripcién pelicastrénica de los
genes cod:ificades {cajas en negro, direccién de la transcripcién
indicado por la flecha del extremo dJderecho) apartir de promotores
localizados enfrente de cada arreglo génico © a cada una de las
regiones intergénicas, mostrade esquematicamente en la parte superior
derecha. Los RNAs maduran por trans-splicing y por corte y adicién
del poli A (flecha con el simbolo A,). Los RNAs precursores se
Juntan por trans-splicing (esquemdticamente indicado por tres lineas
de fondo) generando un RNAm maduro y un producte en forma de Y
{intrones covalentemente unidos). {ARdaptado de Gwo-~Shu lee, 1997).

Por otro lado, el DNA mitocondrial de estos organismos es atipicamente
abundante (alrededor de 20 % de DNA total celular), y esta organizado en una
estructura de malla concatenadas, llamada cinetoplasto. En el cinetoplasto se
distinguen dos tipos de DNA circular: los maxicirculos de 30-50 kpb que contienen
la secuencia codificadora de genes mitocondriales, y los minicirculos de 1.5 kpb
que contienen secuencias codificadoras de RNA gulas de edicion (Benne etal.,
1986). Como su nombre lo indica estos RNAs (70-90) guian los cambios editados
sobre el RNA cinetoplastico. Estos cambios se dan post-transcripcionalmente en el

RNA mitocondrial La adicién y remocién de uridinas internas al RNA genera



algunos de los codones de iniciacién o terminacién, asi como, marcos de lectura
con sentido para traduccién,
Nuestro grupo de trabajo tiene interés basico en T.cruzi, y se ha enfocado al

estudio de genes codificadores de moléculas ribosomales.

1.8. El ribosoma,

El ribosoma es un complejo de proteinas y RNA, compuesto por dos
subunidades. El coeficiente de sedimentacién de los ribosomas eucarioticos es de
808 , y el de las subunidades de 405 y 605 La subunidad pequefia (40S) contiene
fa molécula RNAr tipo 188 (1.9 kb) y 30 proteinas La subunidad grande (608S)
contiene las moléculas de RNA 55 (120 b), 5.8S (156 b) y 285 (4 7kb), asi como
50 proteinas (fig.3)

Ph 4.260 000

' M

TN \.

55 AT 535 RiAr
1543 nt. 150 nt. 1585 RHAF
285 RHAr 4900 nt.
4700 nt.
aprox. 49 proteinas aproex. 33 proteinas

Figura 3. Composicidén estructural del ribosoma eucarionte.”s* indica
el valor del coeficiente de sedimentacién en ultracentrifuga (nt.,
nucleotido). {(Tomade de Rlberts, 1994)



La biogénesis del ribosoma requiere la acumulacion equimolecular de sus
componentes moleculares. RNAs y proteinas ribosomales Resulta de especial
interés que en la sintesis de los componentes ribosomales de células eucarionticas
participan los tres tipos de RNA polimerasas (ver mas adelante)., Las particulas
ribosomales se ensamblan en el nucléolo (alrededor de los genes codificadores de

RINAr) y posteriormente se transportan al citoplasma celular

1.9. RNA ribosomal en eucariontes,

El RNA ribosomal eucarionte se transcribe por lJa RNA polimerasa de tipo L.
El transcrito primario es una molécula precursora de 458, que al ser procesada
genera las tres moléculas maduras de RNAr (185, 585, y 288). El RNAr 58 es
sintetizado en una unidad de transcripeién independiente y extranucleolar por la
RNA polimerasa I1I. Las moléculas precursoras de RNAr, que emergen de las
RNA polimerasas, son empaquetadas con proteinas especificas. La nucleolina se
destaca en ser una de las primeras proteinas que se unen al RNA precursor. Es por
ello considerada como un marcador de los transcritos nacientes de RNAr
(Weisenberger D. y Scheer U., 1995). Los niveles de nucleolina se correlacionan
con la velocidad de sintesis de RNAr (Larson E., Zahradka P, Sells H., 1991).

Los genes codificadores de RNAr estan reiterados de cientos a miles por
nicleo, y se encuentran agrupados en cromosomas especificos separados por
regiones no transcritas,. Como ya se menciond este RNA precursor madura por

cortes internos que liberan las secuencias transcritas internas.

1.10. Procesamiento del RNAr de 1a subunidad mayor.

En células procariontes como FE.coli, la subunidad ribosomal mayor
contiene las moléculas RNAr 35S y 23S (fig.4.A), esta dltima molécula posee
secuencias en su extremo ' que corresponden al RNAr 5.88 eucariontica. En
cambio las moléculas RNAr 585 y 288 presentes en la subunidad mayor de

cucariontes, forman parte def complejo discontinuo de RNA  Esta situacion se da



en el DNA ribosomal debido a la presencia de espaciadores transcritos internos
propios de las células eucarioticas. El gen 5.8S RNAr se separa de los genes 188 y
288 por dos secuencias intergénicas de tamafio y secuencia variable, fig. 4.B. El
procesamiento del RNAr precursor eucariontico se liberan las secuencias internas
(espaciadores transcritos) Se han descrito procesamientos adicionales al RNAr de
fa subunidad mayor en otros grupos de organismos. El caso de mayor complejidad
hasta ahora reportado es ¢l ribosoma de Euglena gracilis, cuyo de la subunidad
mayor contiene 14 moléculas RNA ademas del 5S (Schanare M. etal., 1990). En
Acanthamoeba castellani la molécula mayor de RNAr consiste en un agregado de
tres especies RNAs, las cuales estan unidas por puentes de hidrogeno (Stevens A. y
Pachler P., 1972). En el caso los tripanosomatidos se ha descrito un componente
de RNAr multifragmentado de siete moléculas independientes Estas moléculas se
encuentran codificadas en médulos génicos separados por espaciadores transcritos

(Hernandez R., 1993).

A T g g
165 RNAt 235 58

B —— I I —
188 588 285

HH
188 83 24Sa S1 245p S256 S4

Figura 4. Organizacidn gendmica de la unidad de RNA ribosomal
de E.coli (A), Xenopuslaevis(B), ¥ Trypancsoma crugi (C}.

Nuestro laboratorio ha contribuido en el area de RNAr con el aislamiento y

caracterizacion del RNAr y sus genes, en Tleruzi,

10



En tripanosomas los genes ribosomales (RNAr) son transcritos en unidades
grandes de transcripcidn, las cuales estan agrupadas en tandem en 2 6 3
cromosomas (rev. por Vanhamme y Pays, 1995) Estas unidades, ademas de
codificar para los RNAr 188 y 5 85, contienen la regién codificadora de un RNAr
285 atipicamente procesado como dos moléculas grandes (248 y 248f) y cuatro
moléculas de RNA pequefias de 220, 180, 140, 70 nucleotidos respectivamente
(Heméndez, Nava y Castafieda, 1983} (Fig 4.c).

FEl DNA rnibosomal que codifica para ¢l RNA 58 se localiza en un locus
independiente a la unidad de transcripcién.  Aunque ambos loci se encuentran
reiterados, existen 16 veces mas copias del gen del RNAr 58 (Herndndez-Rivas et
al., 1992) que de la unidad principal de transcripcion, que esta repetido unas cien
veces por nicleo (Castro, Hernandez y Castafieda, 1980). Estas particularidades
hacen importante el estudic del ribosoma de 7.cruzi, ya que podria revelar nuevas
interacciones del RNAr con las proteinas ribosomales y quiza hasta nuevos modelos

de interaccion del ribosoma con ¢l RNAm

1.}1, Proteinas Ribosomales.

La proteinas ribosomales se clasifican en base a dos caracteristicas. la
primera depende de la subunidad en la que se encuentra, L {componente de la
subunidad grande, "large") o 8§ (componente de la subunidad pequefia, "small"); y la
segunda de acuerdo a su patron electroforético en geles de dos dimensiones.

La mayoria de las proteinas ribosomales son basicas. Existe un grapo
menor de proteinas ribosomales acidas, llamadas proteinas P debido a que son
fosforitadas (P1, P2, PO, Wool I G. et al,, 1995). En ningin tripanosomatideo se ha
hecho un analisis electroforético bidimensional que indique la complejidad de
proteinas rbosomales Este no es el caso de las proteinas 4cidas donde {quiza por
ser muy antigénicos) se ha hecho més trabajo. En 7.erwzi se expresan al menos
cuatro tipos de proteinas P acidas: TcPO, TeP1, TeP2 «, TcP2 B (Levin J M, etal ,
1993} El interés biomédice de estas proteinas es la caracteristica inmunogénica,

principalmente de TcPO0, en enfermedades infecciosas producidas por Leishmania y
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Tcruzi, y en lupus eritematoso sistémico. A diferencia de las proteinas basicas, las
proteinas ribosomales 4cidas se encuentran repetidas varias veces dentro de la

subunidad ribosomal mayor.

1.12, Sintesis y organizacion génica de las proteinas ribosomales.

Los genes codificadores de las proteinas ribosomales se transcriben por Iz
RNA polimerasa de tipo Il. Como cualquier proteina celular los RNAs mensajeros
son traducidos y las proteinas ribosomales son transportadas hasta el nucleolo
donde finalmente se ensamblan con el RNAr. Las proteinas ribosomales
ensambladas en las subunidades ribosomales 40S y 605 son relocalizadas en el
citoplasma (Wool et al, 1995)

La mayorta de los genes de proteinas ribosomales estin dispersos
individualmente por todo el genoma eucaridtico, incluyendo cromosomas sexuales
de vertebrados como es el caso de dos alelos codificadores para la proteina
ribosomal S4 (RPS4X y RPS4Y) (Fisher, 1990). Las levaduras son los organismos
donde se ha hecho mas investigacion sobre biologia molecular de proteinas
ribosomales.  Se ha llegado a determinar la presencia de dos copias génicas
funcionales en la mayoria de estas proteinas. Cada copia contribuye al cantidad
total de RNAm presente en la célula, aunque sus niveles de expresion pueden diferir
significativamente (Abovich etal. 1985, Leer etal. 1985). En estas células se han
descrito los siguientes elementos geénicos relacionados con la transcripcion de
proteinas ribosomales: una caja TATA, una region rica en TC (necesaria para una
transcripcion eficiente), y dos elementos de activacion "upstream activating
sequences” UAS. Los ¢lementos UAS designadas como cajas HOMOL-1 y RPG
son requeridas para la transcripcion eficiente, ambas estan organizadas en tandem, y
se localizan generalmente a 250-450 nucleotidos rfo arriba del sitio de inicio de Ia
transcripcion (Raué H. y Planta R., 1991). Las cajas HOMOL1 y RPG son sitios
de unién para varios factores de transcripcion (proteinas necesarias para el inicio de
transcripeion).  El factor de transcripeion TUF se une a ambas cajas ya descritas,

coordinando la transcripeién de todos los genes de proteinas ribosomales, excepto
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L3 y 833 (Vignais etal, 1987) Los genes de estas dos proteinas contienen
elementos génicos UAS que son reconocidos por el factor SUF (Hamil etal,, 1988).
Cabe resaltar que la estructura de los genes codificadores de las proteinas
ribosomales en levaduras presenta un intron dentro de la region codificadora hacia

el extremo 5', como es el caso del gen RPS] (Teem, } L and Rosbash, M., 1983).

1.13. Reguiacién de la produccién de proteinas ribosomales en encariontes,
El control de sintesis de las proteinas ribosomales opera en varios niveles,
desde la transcripcion hasta la estabilidad de ia proteina, A continuacién se

describen los diferentes niveles de control,

a} Regulacion transcripcional,

Bajo condiciones de crecimiento de equilibrio se producen cantidades
equimoleculares de cada una de las proteinas ribosomales, independientes del
nimero de copias génicas. El control transcripcional es un mecanismo que regula
los niveles de expresion diferencial entre cada una de las copias génicas. La
transcripcion de los genes para proteinas ribosomales varia coordinadamente con
las condiciones fisiologicas, como son: variacion del ritmo de crecimiento después
de cambios de nutrientes (Donovan y Pearson 1986; Herruer et al 1987), durante
un cambio en la fuente de carbono (Shi Y. y Tyler B 1991), o posterior a un
choque térmico (Kim y Warner 1983, Herruer et al. 1988). En células de
mamiferos no es comin el control transcripcional en la produccion de proteinas

ribosomales (Roué H.A | 1991).

b) Regulacién post-transcripcional

Se ha descrito reguiacidn en el procesamiento del transcrito primario de la
proteina. Depende del proceso de splicing y de la estabilidad del RNAm. Un
ejemplo en la literatura de regulacion por splicing es el reportado para el mensajero
codificador de la proteina L32 de levadura En este caso la presencia de una dosis

geénica adicional se correlaciona con ¢l aumento en la concentracion del precursor
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mensajero no procesado. Incluso se picnsa que una fraccién de la proteina
rbosemal libre pudiera interferir con el procesamiento de su propio mensajero, y de
esta forma regular su propia sintesis. Este proceso es muy similar ai tipo de
regulacién de sintesis de proteinas ribosomales en bacterias {Dabeva et al, 1986).
La estabilidad de la mayoria de los RNAm esta determinada por Ia
susceptibilidad a RNAasas (dependiente de la estructura primaria del transcrito) o
bien por la afinidad del mRNA a sy proteina. En el caso de mensajeros para
proteinas ribosomales se ha descrito que su estabilidad cambia en respuesta a los
niveles de nutrientes; velocidad de crecimiento; infeccién viral; agentes quimicos y
cambios de temperatura (Ross J., 1996). En Xenopus el control postranscripcional
regula los niveles de RNAm de proteinas ribosomales durante la embriogénesis y
maduracién del oocito (Amaldi F. et al 1995)  En mamiferos no se ha llegado a

establecer, si existe éste tipo de control.

¢) Regulacion traduccional

Este tipo de regulacién se ha reportado en eucariontes superiores como
Drosophila, Xenopus y raton. La regulacion traduccional se lleva acabo por
distribucion del mRNA de la proteina ribosomal entre los polisomas y complejos
ribonucleoproteicos solubles. El RNAm en Jas ribonucleoproteinas no esta
disponible para su traduccion, en cambio el que se encuenira dentro de los
polisomas es utilizable para ia sintesis de nuevas proteinas. La distribucién del
RNAm para la proteina ribosomal entre los dos compartimientos es répido, sin
alterar la estabilidad del mensajero, por consiguiente este tipo de control permite la
adaptacion répida de la célula a estimulos extracelulares (Amaldi F.,1995). En
Xenopus y varios sistemas de mamiferos, los cambios mencionados de distribucién
poliribosomal se han observado después de variaciones en Ja velocidad de
crecimiento. Durante la fase logaritmica los transcritos se ubican mayoritariamente
en los polisomas. La regulacion traduccional en proteinas ribosomales tiene fa
caracteristica de estar intimamente relacionada con la actividad de sintesis de

proteinas en la célula. En todos los sistemas eucariontes superiores, el control a
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nivel traduccional es un mecanismo importante de regulacion de la sintesis de

proteinas ribosomales

d) Regulacion post-traduccional,

En eucariontes, esta regulacion se caracteriza por la degradacién de
proteinas ribosomales durante una sobreproduccion (Larson E.et al, 1991). St se
presentan la reduccién transcripcional del componente ribosomal de RNA se da un
control postraduccional de las proteinas ribosomales. La evidencia indica que las
proteinas ribosomales son inestables cuando no son inmediatamente ensambladas
dentro de las particulas precursoras ribosomales {Xenopus, Pierandrei-Amaldi et al
1985) Este tipo de control se ha reportado también en levaduras para la mayoria
de las proteinas ribosomales, excepto las proteinas ribosomales 4cidas donde se
tiene una poza de proteinas libres en el citoplasma (Raué A. y Planta R J., 1991,
En eucariontes superiores intervienen una variedad de condiciones fisiologicas en la

regulacion postraduccional de proteinas ribosomales.

1.14. Consideraciones particulares sobre el tema de estudio,

Con el interés global de estudiar la biosintesis ribosomal en Teruzi, esta
tesis contiene mi contribucion a la linea sobre proteinas ribosomales de T cruzi. En
particular se trabajo con la proteina ribosomal S4.

La PRS4 es una proteina basica, hidrofilica de aproximadamente 30,000 Da,
contiene de 261 a 283 aminoacidos. En su estructura primaria existe un mayor
nimere de aminodcidos basicos (aproximadamente 30% mas que los restduos
acidos) en especial en los residuos proximos al extremo amino (Braun et al.,1994;
Synetos, Dabeva y Warner, 1992, Garyathri, Devi, Chan y Wool, 1939).

Se cree que esta proteina se encuentra en la interfase de interaccion entre las
dos subunidades ribosomales (Uchimi, Kikuchi y Ogata, 1986), asi mismo en e
area de interaccion codon-anticodon (Mundus et al, 1993). Todas estas
observaciones sugieren que la PRS4 participa en la asociacidn de las subunidades

ribosomales, asi como en el reconocimiento del mRNA y codén-anticodén.  Por
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otra parte esta proteina ribosomal ha mostrado caracteristicas interesantes en varios
organismos. En humanos, existen dos genes que transcriben para la PRS4, uno en
el cromosoma X (PRS4X) y otro en el cromosoma Y (RPS4Y). Ambos difieren en
19 nucledtidos de su secuencia codificante. El PRS4Y es localizado en fa region
determinante del sexo, en el cromosoma Y; y el PRS4X escapa de [a inactivacion X
(Fisher etal, 1990) La proteina S7 es el producto homéiogo en levadura a la
proteina S4 de otros eucariotes. La proteina ribosomal S7 (RPS7) se encuentra
codificada en dos genes distintos RPS7A y RPS7B. La regidn codificadora de
estos dos genes solamente difiere entre si 14 nucledtidos. Ninguno de estos
cambios afecta la estructura primaria de la proteina. Los genes contienen intrones
distintos, de 257 y 269 nucledtidos para la PRSTA y PRS7B, respectivamente.
Estos genes son esenciales en Saccharomyces cerevisiae. 1.a viabilidad celular
puede sin embargo mantenerse con solo una copia génica, aunque la carencia de
uno de ellos disminuye la tasa de crecimiento (Synetos, Daveba y Warner,1992).
Dadas estas consideraciones hechas sobre la proteina ribosamal 84, parece

adecuado iniciar su estudio en el parasito 7. cruzi.
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CAPITULO 1I

OBJETIVOS



Objetivo General.
Caracterizar la organizacion génica y expresién del gene que codifica para fa

proteina ribosomal 84 de Tlcruzi.

Objetivos particulares.
Determinar el nimero de copias génicas y la localizacién cromosomal del

gen para la proteina ribosomal 84 en T.cruzi , mediante ensayos tipo Southern Blot.

Establecer el tamafio del transcrito para la proteina ribosomal S4 y el perfil
de expresion durante la proliferacion celular de 7icruzi , con ensayos tipo Northern
Blot.

Conocer el perfil de expresion durante la proliferacion celular para la

nucleolina, proteina nucleolar ytilizada como marcador indirecto en Ia regulacion de

la biosintesis ribosomal.
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CAPITULO III

MATERIALES
Y

METODOS



3.1. Cultivo y extraccién de dcidos nucleicos de Trypanosoma cruzi,
3.1.1, Cultivos celulares.

Se realizaron cultivos de epimastigotes de la cepa CL Brener en medio de
infusién de higado-triptosa (LIT), suplementado con suero bovino fetal al 5%.
Incubandose a 28°C, hasta obtener una cuenta de parasitos de 30x10° a 40x10°
cel/mli,

La cinética de crecimiento en medio Hquido se utilizd para extraccion de
RNA, Se inicid con paréasitos en fase exponencial de crecimiento (45x10° cel/ml),
los cuales fueron inoculados en 120 mt de medio LIT a una concentracién inicial de
5x10° parasitos/ml, Esta suspension celular se dividio en seis cultivos, colocados
en cajas de cultivo celular (25 cm® de area superficial). Uno de los cultivos se
utilizb para monitorear la viabilidad y crecimiento del parsito. Para evaluar las
formas morfologicas de duplicacion y movilidad de los epimastigotes
monoflagelares se utilizé el microscopio invertido. El crecimiento de T cruzi se
monitoreo mediante la cuenta celular en la camarz de Neubauer, El tiempo de
generacion promedio es de 24 hs A tiempo cero y cada dia transcurrido se tomé
una alicuota para diluirla en una solucién salina que contiene formol, la dilucién
realizada se cargd a la chmara de Neubauer para estimar el nimero de células cada

24hs.

3.1.2, Extraccion de DNA genémico.

Cultivos celulares en la fase media logaritmica, fueron cosechados por
centrifugacién a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C en el rotor $S-34 Sorvall.
Posteriormente las células se lavaron en. Tris-FIC! 50 mM {pH 8.0}, EDTA
0.25mM (pH 9.0), LiCl 2 5 M, Tritén X-100 4% (solucion N}, se incubé 5 min a
temperatura ambiente  Se realizd una extraccién con un volumen de fenol-
cloroforme (1:1), (fenol preequilibrado con Tris-HCI 0 1 M pH 8.0), enseguida se

agitd y centrifugd en microcentrifiga durante 5 min. La fase acuosa se precipitd
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con dos volumenes de etanol absolute frio, durante 10 min a 4°C y centrifugd 10
min en microcentrifuga. El DNA precipitado se lavo con etanol 70% y se dejo
secar 4 temperatura ambiente. Después se resuspendid en 100ul de TE (Tris-HCl
W mM pH 7.5, EDTA 0.1 mM), y se adiciond 2ul de RNAasa pancredtica
(1pg/ml), incubandose durante 1h a 37°C. La concentracién de DNA se determind

espectrofotométricamente por absorbancia a 260 nm.

3.1.3. Digestiones con endonuclesas de restriccion,

Las digestiones de DNA se reahizaron empleando concentraciones de
enzimas en un exceso de 5 a 10 veces, considerando las condiciones recomendadas
por la casa comercial para endonucleasas de restriccion {Bethesda Research
Laboratories, Inc. catdlogo de 1986) Se digirio Sug de DNA gendémico de 7.cruzi
cepa CL Brener (digestion: 2pl de enzima, 2pl de buffer 10X, 11l de H,O estéril)
y se incubd toda la noche Para el Southern Blot se utilizaron las enzimas de
restriccion EcoRI, Hindlil, Pstl, BamHI, Clal y Sstl. Las reacciones de digestion
se llevaron acabo en un volumen de 20ul, fueron detenidas a 65°C por 5 min con
5ul de la siguiente mezcla TBE 0.1X (Tris 5 4%, dcido bérico 2.74% vy EDTA
0 05%), SDS 0 2%, Ficolld00 10%, azul de bromofenol 0.05% y xilen-cianol
0 053%

3.1.4. Extraccion de RNA total.

Los cultivos celulares de epimastigotes fueron cosechados en diferentes
fases de la curva de crecimiento, por centrifugacion a 5,000 rpm durante 5 min a
4°C, rotor §8-34 Sorvall. Posteriormente las células fueron lavadas dos veces en
solucion PBS (NaCl 0 15 M, Kcl 2.68 mM, NayHPO, 1 7 mM, pH 7.4), después de
decantar la solucion se guardo el botdén celular a -70°C  Este material celular fué
descongelado a 4°C para resuspenderio en 500ul de solucion de fisis (Tiocianato de
guanidina 4 M, Citrato de sodio 25 mM pH 7.0, Sarcosil 0 5%, betamercapto
etanol 0.1 M) Al homogeneizado obtenido se le adiciond 34pl de acetato de sodio

3 M (pH 5.0), 1 volumen de fenol (saturado con H,O tratada con DEPC} v 0.2
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volumenes de cloroformo-alcohol iscamilico (29:1), en cada adicion de las
soluciones anteriores se agitd. Se incubd 15 min. La fase acuosa se precipitd con
un volumen de isopropanol durante 10 min en hielo seco. Se centrifugd
nuevamente a 14,000 rpm 15 min, el sobrenadante se decantd. El precipitado
obtenido se resuspendio en 100p! de solucion de lisis y 100p! de isopropanol,
dejandose 10 min en hielo seco. Se centrifugd, decanto y resuspendid el
precipitado obtenido en 50 pl de HyO tratada con DEPC. La concentracion de
RNA total fue calculada tomando lecturas de densidad optica Apgo nm, ¥
observando la intensidad de las bandas del RNA ribosomal en los geles de agarosa
al 1.2% tefiidos con bromuro de etidio.

Todo material de vidrio debe hornearse a 180°C por 6 bs minimo Las
soluciones deben prepararse con H,O tratada con DEPC  Mantener el sistema

donde se lleva acabo la extraccién a 4°C y trabajar con guantes

3.2 Preparacién de plasmido, recuperacién de inserto y marcaje radioactivo
del mismo.
3.2.1.-Preparacién de células competentes y transformacion.

Se hicieron cultivos de 25 ml de E.coli y se incubaron toda la noche a 37°C
en agitacion. Este cultivo fue diluido 1.80 en un matraz nefelométrico (0 63 ml de
cultivo tnicial en 50 ml de medio luria) y se incubé a 37°C hasta obtener una
D.0.6o0 = 0.2-0.3  Posteriormente ¢l cultivo se centrifugd a 6,000 rpm durante 10
min a 4°C durante 30 min Pasado este tiempo se resuspendid el boton en 1/10
volumenes de CaCl, 100 mM y se almaceno la suspension a 4°C.

Posteriormente para Ja transformacion, se agregaron 1-10ul de solucion de
DNA de plasmido a 200ul de células competentes. Se dejé reposar en hielo
durante 30 min, después de 1o cual se incubs a 42°C por 45 seg Enseguida se dejo
reposar a temperatura ambiente !0 min y después reposar en hielo 2 min, se
adicionaron 800ul de medio Luria sin antibiético, se incubaron las células 2 37°C

durante 1h. Después se tomaron 100 pl de la suspension de células y se plaqued en
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medio NZCYM y ampicilina (conc. SOpg/ml) La suspensién celular restante se
centrifugd durante 10 seg en microfuga, se decantd el sobrenadante y el botén
obtenido se resuspendié en el fiquido restante, y se plaqued en una caja petri con
medio NZCYM y ampicilina. Las cajas se dejaron toda la noche a 37°C, al

aparecer colonias aisladas se almacenaron a 4°C.

3.2.2. Descripcién de plasmide pS4-2,

En el presente trabajo constantemente se hara referencia al inserto pS4-2,
que se obtuvo en nuesiro laboratorio de la bisqueda en clonas de la biblioteca de
DNAc de 7 cruzi (cepa Talahuén) (Hernandez, R 1998) El tamafio del ifiserto es
de 945 pb y puede liberarse del vector pBluescript SK- con EcoRI y Kpnl.
Contiene la secuencia codificadora completa para la proteina ribosomal $4 de

Tcruzi | donde se ubica un sitio de corte para HindIIl,

3.2.3. Preparacién de plasmido a pequeiia escala (minipreparacién),

Es un método de aistamiento de DNA de plasmido puro  El método se basa
en la resistencia del DNA superenrroilado covalentemente a [a desnaturalizacién en
medio basico

Se crecid un cultivo de F.colr en 3mt de medio Luria con ampicilina (conc.
50ug/ml) se dejo toda la noche a 37°C con agitacion. Se agregd 15 ml de este
cultivo a un tubo de microfuga, se centrifugd en microcentrifuga durante 30 seg, se
deseché el sobrenadante y se repitio fa operacién  El boton obtenido se agito hasta
desprenderio de las paredes del tubo, y se resuspendid en 100 pl de solucién 1
(glucosa 50 mM, Tri-HCl 25 mM pH 80, EDTA 10 mM pHS8.0), agitando
vigorosamente Posteriormente se agregd 200 pl de solucién 2 (NaOH 0.2 n, SDS
1%, preparado al momento de su uso), se mezcld los tubos por inversion, hasta
homogeneizar  Se agregd 150ul de solucidn 111 (Acetato de potasio 5 M,4cido
acético glacial 11.5%), se agité y colocd en hielo de 3 2 5 mun.  El tubo se
centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min, en microcentrifuga, v el sobrenadante se

transfirié a un tubo nuevo. A este dltimo se le adicioné 1 volumen de
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fenol.cloroformo (1:1), se agit6 y centrifugd en microcentrifuga durante 2 min. La
fase acuosa recuperada se precipitod con 2 volumenes de etanol absoluto, minime 2
h, después de los cuales se centrifugé durante 10 min. Fl producto final se lavo con
etanol 70% a -20°C, y se dejo secar al aire durante 10 min. Se resuspendié en 50ul
de TE y la concentracién aproximada del DNA plasmidico se determiné por
comparacidén de la intensidad de la fluorescencia en el gel de agarosa tefiido con

bromuro de etidio.

3.2.4, Recuperacion del inserto,

Se digirieron 6-10 pg de DNA de plasmido, en donde se encontraba el
inserto de interés. La clona pS4-2 fue digerido por una digestién doble con Kpil'y
£eoRl, para separar el inserto del vector pBluescrip Los productos de digestion se
separaron en un gel de agarosa 08% en TBE (Tris-HCI, boratos, EDTA)
Posteriormente se recorto la banda de interés. Se coloeéd en un tubo eppendorf de
500ul, en donde previamente se habia hecho un orificio en la parte inferior vy
colocado fibra de vidrio siliconizada empaquetada en la parte inferior del tubo.
Este tubo se colocd a su vez dentro de otro tubo de 1.5 ml, y se centrifugd a
6,000rpm durante 5 min. Al liquido recuperado en el tubo de 1.5 ml, se le afadid
un volumen igual de fenolcloroformo (1:1) se agitd y centrifigd en
microcentrifiga durante 2 min. Posteriormente la fase acuosa recuperada se le
agrego | volumen de cloroformo, se agité y centrifugd. La fase acuosa obtenida se
le adiciond dos volumenes de etanol absoluto y 1710 de acetato de sodio 3 M (pH
4.9). Este se dejo precipitar 2 h a -20°C, después se centrifugd en microcentrifuga
durante 10 min. EI botén obtenido se enjuago con etanol 70% y se dejé secar al
aire durante 10 min, Posteriormente se resuspendié en 20ul de TE vy se almacend a
-20°C, La concentracibn aproximada se determind mediante método

electroforético
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3.2.5. Marcaje del inserto mediante el método de “iniciador al azar”.

El DNA empleado como sonda fue marcado con P dCTP por medio del
método de iniciador al azar (Random Primer). Este método esta basado en el
marcaje de DNA mediante incorporacién de dioxicitocina trifosfato o-*P (marcado
radioactivamente), apartir de hexanucledtidos iniciadores no especificos vy el
fragmento klenow de la DNA polimerasa (DNA pol I} La reaccién Random
Primer se llevd acabo con 15 ng de inserto en un volimen de 12 ply se
desnaturalizd a 96°C durante 10 min  Posteriormente se agregaron 3ul de la
mezcla de dATP, dGTP, dTTP, 2ul de amortiguador de reaccion, 5p1 de dCTP-
[a]-*P (50uCi totales) y 2pl de polimerasa klenow. Esta reaccion se incubd a
37°C durante lh. Posteriormente se pard la reaccién con Zpl de EDTA 0.2M (pH
8.0) y se llevd a un volumen final de 125 pl con TE. Enseguida se purifict la sonda
en una columna de Sephadex G-50 hidratada y empaquetada en TE, centrifugando
5 min a 2,000 rpm y colocando un tubo de microfuga debajo de la columna para
recuperar la sonda y se determind la radioactividad incorporada mediante un
contador de centelleo (Serenkoff) La sonda marcada se desnaturalizo por

calentamiento a 96°C durante 12 min.

3.3. Caracterizaciones génicas.
3.3.1, Experimento tipo Southern Biot,

El DNA gendmico digerido con las endonucleasas de resiriccion fue
fraccionada por electroforesis en ¢l gel horizontal de agarosa 0.8% en TBE. El gel
de 5mm de espesor fue sometido a una diferencia de potencial de 70-80 voits. Las
bandas de DNA fueron visualizados después de tefiir el gel con 05 pg/ml de
bromuro de etidio, en un transiluminador de luz ultravioleta de onda corta El
tamafio de los fragmentos de restriccion del DNA fago lambda digerido con
endonucleasa Hindlll (Bethesda Research Laboratories, Inc. catilogo de 1986).

Posteriormente el DNA de los geles fue transferido de acuerdo al método descrito
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por Southern (Southern, E M., 1975} & una membrana de nylon. El gel tipo
Southern se enjuagé con agua desionizada y se colocé en solucion desnaturalizante
(NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M) en agitacion durante 50 min. Pasado esto el gel se
enjuago y se colocd en dos cambios de Smin. Pasado esto el gel se enjuagd y se
colocod en dos cambios de Smin de solucidn neutralizante (NaCl 1.5 M, Tris-HCI
05M pH 7.2, EDTA 0.1 mM) en agitacion Bl gel se enjuagd y se colocéd en una
camara de transferencia con SSC 10X (NaCl 3M, citrato de sodio 0.3 M) en donde
¢l DNA separado se transfirié por capilaridad a una membrana de nylon Hybond
(Amersham Ltd., UK ), previamente colocada sobre ia cara inferior del gel,
durante toda la noche. Posteriormente la membrana fue retirada, se dejé secar a

teniperatura ambiente y horneo a 80°C durante 2 hs

3.3.2. Hibridacién.

La membrana se prehibridé durante dos horas en 10 ml de solucion de
hibridacién [formamida 50%, Denhardt’s 4X(albumina bovina sérica 0 02%,
ficoll400 0.002%, PVP-40 0.002%), SDS 0.2%, EDTA 2 mM, amortiguador de
fosfatos 120 mM, 88C 2X], a 37°C en un horne de hibridacidn. Posteriormente se
hibridd con 10x10° cpm de DNA marcado con P, en 10 ml de solucién de
hibridacion, durante toda la noche. Después se hicieron tres lavados de 30 min a
42°C con una solucion de SSC 2X y SDS 0.1%. Al término de los anteriores
lavados se expuso la membrana a una placa fotografica con pantalla intensificadora

durante 12 hs 3 -70°C

3.3.3. Northern Blot de RNA total de T cruzi.

Se cargaron 8 ug de RNA total de Fcruzi en un gel de agarosa a 1% en
amortiguador MOPS/EDTA 1X y al 6% de formaldehido. Se aplico una diferencia
de potencial de 80 volts. El RNA se transfirié a una membrana de nylon Hybond,

previamente colocada sobre la cara inferior del gel, durante toda la noche,
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La prehibridacion se hizo en un volumen de 10 ml de solucion de
hibridacion a 37°C durante 2 hs. La hibridacion de inserto marcado se llevé acaho
en 10 ml de solucion de hibridacion con 20 ng de inserto marcado con 50 pCi de
dCTP-{e:]-7P, durante toda la noche. Posteriormente la membrana se lavé con una
solucién de SSC 2X y 8DS 0 1%, tres veces durante 30 min a 55°C  La membrana

se expuso a placas fotograficas durante 24 h a -76°C.

3.4, Cariotipe molecular.
3.4.1. Preparacion de bloques de agarosa para geles de gradiente en pulso.
Cultivos de epimastigotes de la cepa CL Brener de T.cruz (aprox 2x10°
células) fueron centrifugadas a 6,000 rpm durante 10 min a 4°C, rotor HB4
Duppont.  El botén se enjuago dos veces con 16 ml de PBS vy centrifugado
nuevamente 10 min a 6,000 rpm a 4°C. Las células intactas obtenidas en ¢ boton,
fueron resuspendidas en 2 ml de agarosa de bajo punto de fusion al 1% fundido en
PBS mezclandose muy bien con la ayuda de una pipeta pasteur, procurando no
hacer burbujas Las células con agarosa se vaciaron en un molde donde se hacen
los bloques, lo mas rapidamente posible. Los bloques se dejaron solidificar 15 min
a 4°C, posteriormente se sacaron los moldes con la ayuda de una espatula vy se
colocaron en la solucidn de lisis (Sarcosil 1%, EDTA 0.5 M pH 8 0 y proteinasa K
Img/mil), se incubaron a 50°C durante 48 hs, con el fin de lisar las células in situ
por difusion de los componentes de la solucion de lisis. Una vez transcurrido este
tiempo los bloques de agarosa se enjuagaron dos veces con TE y se almacenaron a

4°C con TE hasta su uso.

3.4.2. Separacion del DNA cromosomal por electroforesis de campos alternos
transversos (TAFE) (Manual de equipo TAFE. The gene Life System
Beckman),

El sistema electroforético utiliza cuatro electrodos que establecen una

orientacién peridédica del campo eléctrico, y cambia en lapsos de tiempo su
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direccion, permitiendo que el DNA migre en zigzag de forma transversal (término
referido a la orientacién del campo con respecto al plano del gel). Estos electrodos
son colocados paralelamente en fase al gel, que se encuentra balanceando
verticalmente en el buffer de deposito.

Los bloques de agarosa contenian aproximadamente 2x10° parasitos y
fueron colocados en los pozos del gel de agarosa 1%, posteriormente estos fueron
sellados con agarosa 1% (disuelto en TBE 1X), procurando que los pozos no
quedaran atrapada ninguna burbuja de aire, ya que esto infiere con el corrimiento
efectroforético de los cromosomas. Se usé TBE X como buffer de corrida. Las
condiciones de electroforesis fueron: pulsos de 3min a 280 mA y puisos de 8 min a
400 mA por 24 hs a 14°C. Los cromosomas de Sacharomyces cerevisae de la cepa
YNN295 fueron usados como marcadores de tamafio (Pharmacia Biotech,
Accebsolab 1995) Una vez concluida Ia corrida de cromosomas se visualizaron
mediante la transiluminacién de los geles (previamente tefiidos con bromuro de
etidio, 0.5 pg/ul) con luz ultravioleta de onda corta. Kl gel fué transferido a yna
membrana de Nylon después de ser desnaturalizado con NaOH 0.4 M durante 1 by
neutralizado con NaCl | 5 My Tris | M pH 7.0 durante 30 min con al menos dos
cambios. La membrana de Nylon fue hotneada durante 2 h a 65°C para fijar a la
membrana los 4cidos nucleicos. La prehibridacion e hibridacion de la membrana se

efectio en las mismas condiciones que las descritas para el “Southern Blot™.
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CAPITULO IV

RESULTADOS



4.1, Andlisis del gen de la proteina ribosomal S4 en la cepa CL Brener
Tcruz.,

Con el proposito de conocer el nimero de copias génicas y construir
posibles arreglos genicos en mapas de restricciéon codificante de la proteina 84, se
corté el DNA gendmico de Fcrwzi (CL Brener) con sicte endonucleasas de
restriccion: BamH\, Clal, EcoR1, Hindlll, Pstl y Ssi1. Se realizé un ensayo tipo
Southern blot del DNA gendmico digerido con una o dos de las endonucleasas de
restriccion ya mencionadas, y se hibridé con el inserto de DNAc para la proteina
ribosomal $4 (clona pS4-2) marcada radioactivamente.

En la figura 1A se muestran los fragmentos de la digestién enzimatica,
separados en gel de agarosa 0.8%. En la figura 1B se muestra el Southern blot
hibridado con el DNAc de S4 marcada radiactivamente, donde se pueden distinguir
dos diferentes bandas con BamH1 (6.2 Kpb y 5 4kpb) y Psrl (7.2Kpb y 4.5 Kpb)
(carril 3 y 4 respectivamente). Una sola banda se denota con Ss/1 (11 kpb), ficoR]
(7.4 Kpb) y Clal (8.7Kpb), cabe mencionar que estas dos fitimas resaltan entre las
demds bandas por presentar sefiales de hibridacion notoriamente marcadas. Por
tiltimo tres bandas de hibridacion se observan con HindfIL: 0,830 kpb, 3.7 kpb y 4.6
kpb.
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Figura 1. $outhern blot de DNA gen&mic de T.cruzz. A.Perfil
electroforético del DNA genémico digerido con EcoRI (carril 2},
HindIII {carral 3), BamHI (carril 4}, PstI (carril 5), ¢lal (carril
6), y SstI ({carril 7). Se utllizd como marcador de tamafic DNA de
fago lambda digerido con HindIII (carril 1). B. Patrén de
hibridacién del DNAc de la proteina ribosemal S4 al DNA genémico
digeride con enzimas de restraiccién.
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Con el fin de ampliar nuestra informacion y construir posibles arreglos génicos en
mapas de restriccion para la proteina S4, se seleccionaron las endonucleasas de
restriccion FcoRl, SsA, Clal, para realizar digestiones enzimaticas sencillas y dobles
con cada una de ellas. El DNA digerido se cargo en gel de agarosa donde la
corrida electroforética duro més tiempo, reflejandose en el Southern blot el patron
de digestion sencilla con EcoRl que muestra claramente la presencia de dos bandas
de 7.8 kpb y 7.6 kpb (carril 1, figura 2). De las digestiones dobles resultaron las
siguientes sefiales de hibridacion: LcoRI-Ssit 6 kpb y 5.6 kpb, con EcoR1-Clal 6.3
kpb y 6.0 kpb, y por ultimo con SsA:Clal se ven dos fragmentos de digestiéon de
8.2kpby 8 0 kpb, figura 2 Por la anteriormente descrito se sugiere la presencia de

dos alelos para la proteina ribosomal S4 en el genoma de 7. cruzi.
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Figura 2. Analisis de Southern Blot del DRA gendmice digeride e
hibridado con el DMAC para la proteina S34. Se realizaron ensayos de
digestién enzimdtica doblez y sencillas: EBEcoRI (carril 1)}, EcoRI-SstI
(carril 2 y 5}, EcoRI-Clal {linea 3}, SstI (carril 4), SstI-Clal {carril
6} y clal (carril 7). El tamafio de los fragmentos fue estimade con el
DNA del fago lambda digerido con HindIII.
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4.2. Localizacién cromesomal,

Con el objetivo de determinar la localizacién cromosomal de la proteina
ribosomal S4, conjuntamente af andlisis del gen para PRS4 con endonucleasas de
restriceion, se realizo un andlisis de la organizacién genomica al separar de DNA
cromosomal. Mediante electroforésis de campos alternos transversos, bajo las
condiciones especificadas dentro de la seccién metodolégica. Posteriormente la
tincion con Bromuro de Etidio y transiluminacién con UV | permitié detectar en el
gel la presencia de varias bandas de DNA cromosomal, figura 3A. El DNA
cromosdmico fue transferido a una membrana de nylon mediante el ensayo tipo
Southern blot e hibridado con el DNAc de la PRS4 marcada radiactivamente. Se
visualizaron claramente dos bandas de hibridacion de aproximadamente 800 y 900
kpb, figura 3B. Estos resultados fortalecen la hipotesis de dos alelos que codifican

para la proteina en estudio y que estén presentes en diferentes cromosomas.
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Figura 3. Localizacién cramosomal da la proteina 54, A. DNA
cromosomal de T.cruzi {carril 2) separado por electroforesis de
campos alternos transverscs {TRFE) . Se utilizé come marcador de
tamafic los cromosomas de Saccharomyces cerevisiae (carril 1). B. El
gel transferido a una membrana de nylon se hibridd con el DHAc para
la proteina ribesomal S4.
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4.3. Expresién del gen para la proteina ribosomal S4.

Con el interés de determinar el tamafio del transcrito para la proteina $4 y
buscar diferencias de expresion en diferentes fases de crecimiento, se realizo un
seguimiento del crecimiento de epimastigotes en cultivo, la curva de crecimiento se
observa en la figura 4. Se cosecharon las células de epimastigotes en fase
logaritmica y en fase estacionaria, posteriormente se procesaron para la extraccidn
de RNA total.  Se utilizd el RNA total para ¢l ensayo tipo Northern blot, v se
hibridé con la sonda marcada radioactivamente, figura 5. El tamafio del transcrito
para la proteina ribosomal 54 es de aproximadamente lkb, En la figura 5 se
correlaciona la cinética de crecimiento con la cantidad de equilibric del RNAm de la
proteina ribosomal $4. Se observa que la concentracion de equilibrio (steady-state)

no varia con la fase de desarrollo de 7.cruzi.

o0 -
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Figura 4. Curva de crecimiento de T.cruzr. Se cuantificé el nimero
de células epimastigotes, por contec en cdmaras de Neubauer en
diferentes tiempos de incubacién. Las flechas aindican los eventos de
cosecha en tres cultivos paralelos.
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Figura 5. Northern Blot de RNA total de PT.cruzi. A, Analisis ae
expresion del gen para la proteina ribosomal sS4 en T.cruzi. Se carge
8ug de RNA total de epimastigotes en fase logaritmica {ecarril 1) vy
fase estacionaria (carril 2 y 3). B, Control de c¢argado de RNA
ribosomales tefido con bromuro de etidio.
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4.4. Nucleolina marcador indirecto de }a biogénesis ribosomal.

La nucleclina es una proteina nucleolar que participa en [a biogénesis del
ribosoma. En varios sistemas experimentales se ha encontrado que los niveles de
RNAm codificador de nucleolina varia en correlacion a la biogénesis ribosomal
(Orrick et al 1973; Ballai et al. 1975; Bouche et al. 1987) Con el interés de utilizar
un marcador indirecto de la regufacién biogenetica ribosomal, durante el estado
proliferative celular de 7. cruz:, se hibridd una sonda de nucleolina de T cruzi a
una membrana de los experimentos anteriores donde se habia analizade RNA total
de los diferentes fases de la curva de crecimiento. En el Northern blot se observa
que existe méas de un transcrito para la nucleoling, estos transcritos tienen un

tamafio aproximado de 4.1 kb, 3.4 kb, 3.15 kb y 1.3kb,
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Figura 6. Northern blot de RNA total de T.cruzi. Andlisis de expresidn
del gen para la nucleclina en epimastigotes en fase logaritmica {carral
1) y fase estacionaria (carril 2 y 3). B Control de cargado de RNA
total tefiido con bromuro de etidio. El tamafio de los fragmentos fue
estimado con el RNA "ladder" de BRL.
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CAPITULOV

DISCUSION



5.1. Des genes para la proteina ribosomal S4.

Se ha reportado la existencia de dos genes que codifican para homélogos de
la proteina 84, los cuales ya se han aislado y secuenciado En humanos existen dos
isoformas para la proteina ribosomal $4, RPS4X y RPS4Y (Fisher et al, 1990), y en
levaduras el homoélogo para la proteina S4, denominada S7, presenta dos copias
génicas RPSTA y RPS7B (Synetos, Dabeva y Warner, 1992}, En nuestro
laboratorio se ha aislado y secuenciade una clona de DNAc completa (incluye
regién codificadora) para la proteina ribosomal S4 en T.cruzi. Este gen se utilizé
como sonda radioactiva para hibridar el Southem blot y Northern blot En el
Southern blot de DNA genémico digerido con BamHl y PsfA (cariil 4 y 5
respectivamente, fig. IB), se observan dos fragmentos génicos para cada una de
estas enzimas, y dado que no tienen sitio de corte interno en la DNAc para la
proteina 54, es posible que existan de dos formas génicas para la proteina S4. Las
bandas de hibridacion con un solo fragmento, como es el caso de las digestiones
enzimaticas con EcoRl y Clal (carril 2 y 3 respectivamente fig 1B), sugiere la
presencia dos fragmentos génicos no separados. En la figura 2, cuyo gel se dejo
correr mas tiempo, ahora encontramos dos bandas con tamafios diferentes al cortar
el DNA genémico con FeoRl (carril 1), que al sumarlos y obtener el tamafio
promedio corresponden al dnico fragmento génico con EcoRl en la fig. 1B Las
enzimas de restriccidn mencionadas no tienen sitio de corte en la secuencia
nucleotidica de DNAe para la proteina ribosomal S4, sin embargo, esta secuencia
contiene un solo sitio de reconocimiento para la endonucleasa de restriccion
Hindlll (posicion 792 pb) (Hernandez R.,1998). Es de esperarse ver por io menos
tres bandas de hibridacion al digerir el DNA total con Hindlll (carril 3, fig IB).
Dos de estas bandas de hibridacion con mayor tamafio corresponden a los
fragmentos génicos para cada uno de los dos alelos, y el tercer fragmento génico de
menor tamafio, es comun para ambos alelos

Conjuntamente se realizaron digestiones dobles con enzimas de restriccion
EcoRY-Ssi, EcoRY-Clal y Ssti-Clal  Los tamafios de los fragmentos en las

digestiones enzimiticas dobles, mencionados en la seccidén de resultados, se
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utilizaron para determinar la localizacién de un sitio de corte enzimatico con
respecto a otros sitios de corte alrededor, que estructuralmente forma parte de un
mapa de restriccion. Primeramente se inicid por determinar la localizacion del sitio
de corte para Hindlll en un posible mapa de restriccion genomico, cuya posicion se
conoce a partir del DNAc de la proteina ribosomal S4. En base a los sitios de
restriccidn para Hindlll, se fueron incorperando los demas sitios de corte para las
diferentes enzimas de restriccion utilizadas. E£n la figura 7 y 8 se presentan dos
posibles arreglos génicos de los fragmentos de digestion analizados para cada

enzima de restriccion, y para cada alelo de la proteina ribosomal §4
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5.2. Localizacién cromosomal para la proteina S4.

La localizacion cromosomal, de secuencias altamente o medianamente
repetidas de DNA, RNA y genes codificantes de proteinas; se ha determinado por
hibridacién de Southern blot de cromosomas con sondas homologas (Cano, M.L
etal, 1995). Como parte de nuestro trabajo en la determinacion de la localizacién
cromosomal para la proteina ribosomal 84, se separaron los cromosomas de 7 eruzi
{cepa CL Brener) en un gel de electroforesis de campos alternos, ef cual se utilizo
para el Southern blot, y se hibridé con la sonda de DNAc de la proteina S4.

Estudios experimentales del perfil cromosomal de la familia de genes para la
proteina ribosomal acida P2 en 7T.cruzi, se han observado seis bandas
cromosomales Dos de estas bandas (2.3 y 2.6 Mbp) migran cercanamente,
describiéndose como posibles cromosomas homélogos (Zingales B., Rodinelli E.,
De grave W, et al, 1997). En la figura 3B sc observan dos bandas cromosomales
de 800 y 900 kpb, que sugieren ser dos formas alélicas para la proteina $4, asi
mismo, es posible que Jos dos alelos forman parte de cromosomas homélogos ya
que difieren ligeramente en su tamafio  La determinacion cromosomal de dos alelos
para la proteina ribosomal $4, correlaciona con el andlisis de los resultados en el

Southern blot gendmico digerido con enzimas de restriccion.

5.3. Analisis de la expresion genica para Ia proteina ribosomal S4 y nucleolina.

Del analisis del Northern blot de RNA total, se deduce que el tamafio del
transcrito para la proteina ribosomal S4 es aproximadamente de 1 kb (tamafio del
DNAg 953 pb) (fig 5A). En células eucaridnticas y procaridnticas, la biogénesis
ribosomal esta directamente regulado por el crecimiento celutar, por ejemplo en
eucariontes la produccion del ribosoma puede reducirse o detenerse en la fase
estacionarta (Becker et al. 1971, Tshinski and Warner 1982). Con el interés de
conocer si existe una relacion dependiente de ta proliferacion celular (donde se
espera una biogénesis ribosomal diferente) con la expresion génica de la proteina

ribosomal S4 aqui estudiada, se comparé los niveles de expresion del transcrito

45



para la proteina S4 apartir del RNA total aislado de epimastigotes en fase
exponencial y en fase estacionaria, fig.5 Se observa que las concentraciones de
equilibrio del RNA para la proteina 84 en ambas fases de crecimiento son similares,
posiblemente por que el proceso tramscripcional no varia con respecto a la
estabilidad de las especies RNAm. La expresion de la mayotia de las proteinas
ribosomales en eucariontes esta regulada posttraduccionalmente,  Nuestros
resultados no excluyen que bajo condiciones fisiologicas diferentes exista
regulacion traduccional o posttraduccional de la proteina ribosomal $4.
Conjuntamente se realiz6 el andlisis de Northern blot para nucleolinra (Fig.
6) Se observaron no menos de tres transcritos, sugiriéndonos fa presencia de una
familia génica para esta proteina nucleofar en T cruzi. La nucieolina participa
directamente en la biogénesis del ribosoma, ademas de que los niveles de nucleolina
se correlacionan con la sintesis de RNAr Por lo anterior y por ser una proteina no
estructural del ribosoma, se utilizd como marcador indirecto de la biogénesis
ribosomal. El perfil de expresién de la nucleolina durante la fase logaritmica y fase
estacionaria se mantiene en concentraciones de equilibrio. Los analisis de expresion
para nucleolina son similares con los resultados de expresion para la proteina S4, o
cual sugiere que de existir regulacion en la expresion de ambos genes, esto ocurre
en niveles distintos a lo que puede verse con la técnica de Northern blot (nivel de

equilibrio entre sintesis y degradacion de un RNA particular).

Perspectivas.

El presente trabajo sugiere la existencia de dos alelos para la proteina
ribosomal 84. Sin embargo la bilsqueda en una biblioteca gendmica de 7.cruzi |
utilizando el DNAc de la proteina §4 como sonda, permitiria obtener clonas
gendmicas para esta proteina, que posteriormente al secuenciarlas aportaria mas

informacion acerca de su organizacion gendmica.
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Con Ia obtencién de cionas genomicas en T.cruzi  se podrian realizar
estudios de Knock outs, donde se Heva acabo la anulacién alélica medianie
delecion, permitiéndonos inferir mediante fenotipos atipicos las funciones de los

genes para la proteina ribosomal S4.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES



Los resultados del andlisis de restriccion e hibridacion sugieren que existen dos
genes para la proteina ribosomal S4 en Tleruzi..  Ademds se utilizaron los
fragmentos de DNA obtenidos de las digestiones dobles enzimaticas para proponer

dos posibles arreglos genicos para cada gen de la proteina S4.

Cromosomas de T.cruzi fueron separados por electroforésis de campos
alternos  transversos, y mediante ensayos tipo “Southern” se encontraron dos
cromosomas (800 y 900 kpb), los cuales posiblemente forman parte de dos

cromosomas homologos.

Ensayos preliminares tipo Northern indica que el transcrito para la proteina
84 es aproximadamente 1 kb. Asi mismo las concentraciones de equilibrio del
RNA en diferentes fases de proliferacion celular no son diferentes lo que no excluye
que bajo condiciones de crecimiento diferentes existe regulacion traduccional ¥

posttraduccional

Mediante ensayos de Northern blot en nucleolina, se estima que al menos se
expresan cuatro clases de transcritos con diferentes tamafios, fos cuales sugieren fa
presencia de una familia génica para esta proteina nucleolar en T.crwzi. La
concentracion en equilibio del RNA en epimastigote en fase logaritmica v

estacionaria son similares,
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