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I NTRODUCCI ON 

Trypannsnma cr112 1 

Trypanosoma cruzi es un parásito ~lagelado, perteneciente al 

Phylum Protozoa, subphylum Sarcomastigophora, superclase Mastigo­

phora, clase Zoomastigophora, orden Kinetoplastida, suborden Try­

panosomatina, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma, sec­

ción Stercoralia (1), 

C i C l O de Vi da 

T. cruzi presenta tres estadios en su ciclo biológico: tripo­

mastigote, amastigote y epimastigote, Este ciclo involucra verte­

brados mamí~eros que Tungen como hospederos y reservorios, y un 

vector triatómino hematófago que en México es comúnmente la lla­

mada chinche hocicona. 

El ciclo vital comienza con la fase de tripomastigote metací­

cl ico, forma contenida en Ja materia fecal del triatómino y que 

infecta al hospedero vertebrado penetrando por Ja picadura del in­

secto o por las mucosas. Dentro de las células del mamífero se 

convierte en amastigote, célula redondeada de 2 a 7 Mm de diáme­

tro con un gran núcleo excéntrico, que se reproduce rápidamente y 

al parecer altera la homeostasis de la célula hospedera comprome­

tiendo su función. Poco después, estas células se diferencian en 

tripomastigotes que inmediatamente son liberados al torrente san­

guíneo por lisis celular. Las células de este estadio miden 15 a 



20 µm, su cinetoplasto es posteronuclear y poseen una membrana on­

dulante que en el extremo de la célula se convierte en flagelo 

Al ser ingeridos por el triatómino, los tripomastigotes sanguíne-t 

os sufren cambios estructurales en el tubo digestivo que los 

transforman en epimastigotes, estas formas, cuyo cinetoplasto se 

localiza en el polo anterior de la célula, pueden identificarse 

desde el estómago hasta el recto del transmisor. Al finalizar el 

ciclo, el epimastigote se convierte en tripomastigote metacíclico 

<Figura 1>. 

Enfermedad de Chagae 

En el hombre, T. cruzi ataca particularmente el miocardio, esó­

fago y colon causando la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis 

americana (1,2); ésta es la causa más importante de afecciones 

cardiacas en muchas áreas de centro y sudamérica. 

El padecimiento pasa por tres etapas: aguda, de latencia o in­

determinada y crónica. La fase aguda, cuando es sintomática se ca­

racteriza por fiebre elevada intermitente, miocarditis y comúnmen­

te por chagoma, hepatoesplenomegalia y linfoadenopatías. En la fa­

se indeterminada (10-20 aAos> la enfermedad desaparece aparente­

mente para conducir posteriormente en el 30-40% de los casos a la 

~ase crónica, que se caracteriza por miocarditis, insu~iciencia 

cardíaca progresiva, megas viscerales y muerte súbita <1>. 

2 



1 Epimastigote 
2 Tripomastigote metacíclico 
3 Amastigote 
4 Tripomastigote procíclico 

Figura 1. Ciclo de vida de J.:.c¿P-ªD2-Éºma !=..!'.:.\gJ .• 



En el laboratorio del Dr. Roberto Hernández utilizamos este 

sistema biológico para conocer procesos básicos de la célula como 

el procesamiento, estructura y ensamblaje de los componentes ribo­

somales. 

Ribosomas y ARN ribosomal 

Actualmente la evidencia indica que el ARN ribosomal <ARNr) 

juega un papel TUncional primario en todos los pasos de la sínte­

sis de proteínas; por esta razón, los estudios sobre ARNr son de 

importancia TUndamental para entender la topología y ~unción del 

ribosoma. 

En los ribosomas, la mayor parte del ARN consiste de dos molé­

culas grandes, una en cada subunidad ribosomal. Las moléculas de 

ARNr mitocondrial son las más variables en longitud, mientras que 

las de cloroplastos y procariotes son relativamente constantes 

(!68 y 238 en la subunidad pequeña y grande respectivamente>, co­

mo también lo son las moléculas de ribosomas citoplásmicos de eu­

cariotes <17-188 y 25-288 respectivamente>. Prácticamente todas 

las subunidades ribosomales grandes contienen además un ARNr 58. 

Estos ARNs ribosomales se encuentran asociados a proteínas 

que contribuyen a estabilizar la conTormación de sus sitios Tun­

cionales. 
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Genes y transcripción del ARNr 

En la mayoría de las células de procariotes, el ARNr es típicª 

mente transcrito de un operón u operones como un precursor que 

es procesado por varias RNasas para dar lugar a los componentes 

maduros 16, 23 y 58 (3> <Figura 2>. 

En eucariotes, los genes que codifican para todas las molécu­

las de ARNr, excepto 58, son transcritos por la ARN polimerasa I, 

generándose un transcrito primario que es procesado en el nucleo­

lo. Este procesamiento, además de eliminar distintas regiones va­

riables que dan origen a espaciadores transcritos internos 

<ETisl, resulta en la remoción, como en procariotes, del ETI que 

separa 188 del ARNr de la subunidad mayor y de los espaciadores 

transcritos externos <ETEs>, que unidos al espaciador no transcri­

to separan las múltiples copias de genes ribosomales arregladas 

generalmente en tandem <4> <Figura 2>. 

La estructura primaria de todos los ARNs ribosomales muestra 

regiones de secuencia muy conservada a lo largo de la evolución. 

Estos módulos conservados se encuentran separados entre sí por re­

giones de tamaño y secuencia muy variable <5>. 

Procesamiento en el ARNr mayor 

En una gran variedad de ~. y tanto en el núcleo como en or­

ganelos, la molécula de ARNr mayor <238 en Escherichia colil se 

encuentra fragmentada, ya que una o varias de estas secuencias di-
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vergentes son removidas por procesamiento postranscripcional, sin 

ligación posterior. De esta manera, la subunidad mayor del riboso­

ma maduro está integrada por la molécula 58 y dos o más moléculas 

que corresponden al 238 <Figura 3). 

El procesamiento más común de esta molécula da origen, en prác­

ticamente todos los eucariotes (6), a las moléculas 5.88 <que co­

rresponde al extremo 5' de 238> y 25-288. El caso con mayor número 

de procesamientos hasta ahora reportado es el ribosoma de Euglena 

gracilis, cuya subunidad grande contiene 14 ARNs además del 58 <7>. 

En los protozoarios de la ~amilia de los tripanosomátidos el 

procesamiento del ARNr mayor citoplásmico genera siete moléculas: 

83, 248cx, 81, 248B, 82, 86 y 84 <8-10) <Figura 4). 

En muchas especies los sitios ~inales de procesamiento están 

bien de~inidos, sin embargo el mecanismo de los di~erentes even­

tos de procesamiento y la identidad de los componentes celulares 

que median estas reacciones han sido más elusivos. Al parecer el 

primer paso en la maduración del ARNr precursor <procesamiento 

primario) ocurre dentro del ETE del extremo 5' ( 11-13>, en el ca­

so del ratón se requiere un complejo ~ormado por varios componen­

tes entre los que se encuentran U3 (una pequeña partícula ribonu­

cleoproteica nuclear) <14>, nucleolina <15> y al menos cinco poli­

péptidos más <16>. Este evento requiere de estructuras primarias 

especí~icas muy conservadas entre mami~eros. Los procesamientos 
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T. brucei 

1BS S3 24Sa S1 24SP 
....... -1-__ ........ 

T. cruzi 

C. fasciculata 

S2S6 S4 .,,,,._ 

Figura 4. Estructura del cistrdn ribosomal en tripanosomátidos. 



en 3' de la molécula 188 y en 5' de la 5.88 requieren componentes 

diferentes que el procesamiento primario. En tripanosomátidos 

(17> parece ser que diferentes ETis en la misma molécula son remo­

vidos por vías distintas ya que se han observado diferencias en 

la naturaleza de los extremos (5'-P ó 5'-0H>. 

En levadura, se ha implicado en la biogénesis del ribosoma a 

nueve ARNs nucleares pequeños (18-20>; hasta ahora se ha demostra­

do que dos de ellos (snR128, llamado también U14, y snRIO> están 

involucrados en la maduración del precursor 358. 

Entre especies no relacionadas no se han identificado secuen­

cias conservadas, lo que hace pensar en un probable papel de la 

estructura secundaria del ARNr precursor. Esta posibilidad unida 

a la imprescindible relación de la estructura con la función ha 

dirigido los esfuerzos de varios grupos de investigación hacia la 

elucidación de las estructuras secundarias de los ARNs ribosoma­

les de muchas especies. 

Estructura secundaria del ARNr mayor 

Las moléculas grandes de ARNr tienen estructuras secundarias 

bien definidas que han sido fuertemente conservadas a través del 

espectro evolutivo, y en todos los casos reportados hasta ahora 

la estructura secundaria predicha para las regiones que son proce­

sadas no afecta al resto de la molécula. 
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Los modelos de estructura secundaria del ARNr mayor se deriva­

ron de Jos datos experimentales obtenidos de E. coli y de compa­

raciones ~ilogenéticas con secuencias de otros organismos. En eu­

cariotes no se ha probado directamente la estructura secundaria 

excepto para algunas regiones C21,22l y Ja aproximación comparati­

va se complica por la presencia de las extensas regiones varia­

bles. 

Sin embargo, se han realizado serios es~uerzos para in~erir la 

estructura de los ARNs ribosomales eucariotes C5,23-25l, incluyen­

do las regiones variables y los espaciadores transcritos C26-28l. 

Consideraciones particulares 

En cuanto a los tripanosomátidos, no se ha establecido con cla­

ridad el mecanismo de reconocimiento para los cortes especí~icos 

que generan las siete moléculas a partir del procesamiento de la 

molécula mayor de ARNr, ya que no existen secuencias consenso a 

nivel de estructura primaria C17, 51, este trabajo>. Por otro la-

do, no se han identi~icado la mayoría de los sitios involucrados 

en traducción dentro de estas moléculas, y es importante disponer 

de una hipótesis estructural para la inhibición selectiva y diri­

gida de los ribosomas de estos parásitos en general, y de T. cru­

L!. en particular. 

En el laboratorio se dispone de clonas genómicas que obtuvo y 
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caracterizó el Dr. Roberto Hernández, que incluyen las regiones 

codi~icadoras de 83, 248a, 81, 248B, 82 y 86 (29>. En un trabajo 

previo se secuenció el ADN que codi~ica para las moléculas 81 y 

83 completas <30J. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Tomando en consideración todo lo anterior, los objetivos de es-

te trabajo son los siguientes: 

Elucidar la estructura primaria del DNAr de T. cruzi que 

codi~ica para las moléculas 248a, 248B, 82, 86 y 84, y la 

de los espaciadores transcritos que las separan en la uni­

dad de transcripción. 

- Generar una estructura secundaria probable, tomando en 

cuenta consideraciones de tipo energético y de conserva­

ción de la estructura en procariotes y eucariotes. 

12 



MATERIALES Y METODOB 

La cepa de T cr11zi utilizada -fue aislada en La C.-uz, Jalis-

co po.- el g.-upo del o.-. Jo.-ge Tay, Depa.-tamento de Ecología Huma-

na, Facultad de Medicina, UNAM. 

Las bacte.-ias empleadas para los métodos de clonación fueron 

las cepas MC1061 y JM101 de la especie E. col i. 

Pa.-a este trabajo se utilizaron las clonas genómicas pRTC42, 

pRIC32, (29) y pRIC13 <Figura 5>, que contienen la secuencia codi-

ficadora de los ARNs .-ibosomales 24Sa, 248~, 81-83 y 86, y pa.-te 

de la secuencia de la molécula 84. 

El pUC18 (31) fue utilizado como vehículo molecula.- para sub-

clona.- algunos de los f.-agmentos que interesaba secuencia.-. 

La subclonación para secuencia.- ss llevó a cabo en los deriva-

dos del fago M13: M13mp18 y M13mp19 (31>. 

Recupe.-ación de ADN a pa.-tir de un gel de agaroea de bajo punto de 
-fusión 

El ADN digerido fue sometido a electroforesis en un gel de aga-

rosa de bajo punto de fusión. Se visualizó la banda de interés 

con luz ultravioleta y se cortó el fragmento. El t.-ozo de gel se 

colocó en un eppendo.-f esté.-il y se le añadió volumen de TNE 2X 

(20 mM de Tris pH 7.5-B.O, 200 mM de cloruro de sodio y 2 mM de 

EDTA pH B.O>. Se fundió a 65ºC 5 min y se extrajo con fenol-T.-is 

dos veces; para elimina.- el fenol se extrajo dos veces con éte.-. 

El ADN se precipitó con etanol y se resuspendió en 20 ul de 6 mM 

13 
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de Tris <pH 7.4>, 0.2 mM de EDTA <pH 7.2) y 6 mM de cloruro de so­

dio (6, 6, 0.2). 

Electroelución de ADN a partir de un gel de agaroea 

En algunos casos el ADN digerido se sometió a electroforesis 

en un gel de agarosa, se cortó el fragmento de interés y se colo­

có en una bolsa de diálisis con T8E lX (88 mM de Tris-base, 88 mM 

de ácido bórico y 2.4 mM de EDTA>, se sometió a electroforesis en 

una cámara horizontal durante 2 h a 100 V, al término de las cua­

les se invirtieron los polos durante 2 min y después se volvieron 

a invertir durante 15 seg. Se recuperó el contenido de la bolsa 

de diálisis y se enjuagó ésta con 5 ml de TBE lX. El volumen to­

tal fue pasado por una columna de 8ND-celulosa. 

Purificación de ADN a través de una columna de BND-caluloea 

La 8ND-celulosa fue macerada hasta polvo y equilibrada en TBE 

lX. La columna fue montada en una pipeta estéril de 10 ml, sella­

da en la punta con fibra de vidrio, con 250 ul de 8ND-celulosa. 

Se añadieron 3 ml de TBE lX y posteriormente el ADN a purificar 

fue pasado por la columna 3 veces. Luego, la columna con el ADN 

fue lavada con 4 ml de la siguiente solución: 0.1 M de LiCl, 10 

mM de Tris CpH 7.41, mM de EOTA <pH 7.4>. Posteriormente el DNA 

fue eluido con 200 ul de esta solución: 1 M de LiCl, 10 mM de Tris 

<pH 7.4>, 1 mM de EDTA (pH 7.4) y 20Y. de etanol. El eluido fue re-

15 



cogido en un tubo eppendorT, se añadieron 600 Ml mas de la solu­

ción de elución a la columna y se recogieron en el mismo tubo mez­

clando bien. El material se precipitó con etanol, resuspendiendo 

el precipitado Tinal en 6, 6, 0.2. 

DesTo&Torilación del vector 

En los casos que el vector se digirió con una sola enzima, és­

te se desToSToriló con 0.5 U de TosTatasa alcalina en 250 Ml de 

Tris 100 mM <pH 8.4> a 37'C durante 3 h, después de lo cual se re­

alizó una incubación de 25 min a 55ºC. Se añadieron 0.25 U mas de 

enzima, se incubó a 37ºC por 2 h y 5 min mas a 55'C. La enzima 

Tue extraída con Tenol-Tris y cloroTormo. El ADN plasmidico Tue 

precipitado con etanol y resuspendido en 6, 6, 0.2. 

Ligaciones en pUC18 y en los vectores derivados de M13 

Las condiciones de ligación TUeron las siguientes: 0.1 Mg de 

vector, o. 1 Mg de inserto <ADN de T. cruzil, 0.7 Ml de ligasa 

(10 UJ, 4 Ml de amortiguador de ligación 5X y 1 Ml de ATP 10 mM 

en un volumen de 20 Ml ajustado con agua destilada. 

La composición del amortiguador de ligación 5X TUe la siguien­

te: 0.33 M de Tris <pH 7.5>, 0.033 M de cloruro de magnesio y 

0.05 M de Ditiotreitol. La ligación se realizó a 14°C durante 18 

h. 
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Pr•paración de la• bact•ria• para la transformación 

El precipitado de un cultivo (50 ml) de bacterias de la cepa K-12 

MC1061 (32) crecido en medio LB (10 g de peptona, 5 g de extracto 

de levadura y 10 g de cloruro de sodio, en un litro de 10 mM Tris 

pH 7.5-B.4> fue resuspendido en 12.5 ml de 0.1 M de cloruro de 

calcio a 4ºC. Esta suspensión se mantuvo a 4ºC 30 min, posterior­

mente fue centrifugada y nuevamente resuspendida en 2.5 ml de 0.1 

M de cloruro de calcio a 4ºC. Las células se mantuvieron a 4ºC 

por lo menos 3 h antes de utilizarlas. 

Transformación 

La transformación fue realizada tomando 100 Ml de la suspen­

sión de bacterias competentes a las cuales se les a~adió la n1ez­

cla de ligación y se dejó reposar 30 min en hielo, realizando des­

pués un choque térmico a 42ºC durante 90 seg. Después de 10 min a 

temperatura ambiente se les añadió 2.5 ml de medio LB y se pusie­

ron en agitación 50 min a 37ºC. 50 Ml de bacterias transformantes 

se sembraron en placas de medio LB sólido con ampicilina a 50 

Mg/Ml (el LB tanto sólido como líquido siempre se utilizó con es­

ta concentración de ampicilinal. 

Purificación dal ADN plaamídico por método rápido a gran escala 

Se realizó un cultivo de la colonia bacteriana con el plásmido 

de interés en 100 ml de medio LB con ampicilina durante toda la 
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noche. El cultivo TUe centriTugado y el precipitado bacteriano 

TUe resuspendido en 12 ml de una solución compuesta por 20 mM de 

Tris CpH 8.0>, 10 mM de EDTA CpH 7.2> y 50 mM de glucosa. Se aña-

dió lisozima a una concentración Tinal de 2 mg/ml y se dejó 30 

min en hielo. Posteriormente se añadieron 25 ml de 0.2 N de NaOH 

en 1% de SOS, se mezcló bien por inversión y se dejó 5 minen hie-

lo. Se añadieron 19 ml de una solución de acetato de sodio 3 M 

<pH 4.5-5.0) y se mezcló bien hasta homogenizar. Se dejó h en 

hielo y se centriTugó, se precipitó con dos volúmenes de etanol y 

el precipitado se resuspendió en 4 ml de 6, 6, 0.2. Finalmente se 

trató con ARNasa, se extrajo con Tenol y cloroTormo y se precipi-

tó con etanol resuspendiendo el precipitado en 400 µl de 6, 6, 

0.2. 

CuantiTicación del ADN y determinación eepectroTotométrica de su 
pureza 

El AON puriTicado con el método anterior se leyó en un espec-

troTotómetro a 260 nm <1 D.D.=50 ug/ml>. La pureza se determinó 

leyendo además a 280 nm y calculando el cociente 260/280. 

Preparación de las células competentes, transTormación y selec­
ción de loe recombinantee de M13 con los Tragmentos heterólogos 

El AON clonado en los vectores derivados de M13 TUe introduci-

do en E. col i K-12 JMlOl <31 > por transTormaci ón. 

En el caso de esta cepa, para obtener células competentes, un 

18 



cultivo <50 mll crecido en medio YT <B g de peptona, 5 g de ex-

tracto de levadura y 5 g de cloruro de sodio para litro) fue 

mantenido en hielo 30 min y después centrifugado, el precipitado 

fue resuspendido en 12.5 ml de 0.1 M de cloruro de calcio a 4ºC y 

se mantuvo 1 h en hielo. Esta suspensión fue centrifugada y nueva-

mente resuspendida en 2.5 ml de cloruro de calcio a 4ºC. Las célu-

las se mantuvieron a 4ºC por lo menos h antes de utilizarlas. 

A 0.3 ml de células competentes se le añadieron 5 µl de la mez-

cla de ligación y se dejó reposar 40 minen hielo dando después 

un choque térmico a 42ºC durante 2 min. Posteriormente se les aña-

dió una mezcla que contenía 10 µl de IPTG 100 mM, 100 µl de Blue-

Gal al 2X en dimetilformamida, 200 µl de células frescas y 3 ml 

de agar suave <YT con 6 g/l de agarl. 

Las bacterias fueron sembradas sobre cajas de medio YT. Las 

bacterias infectadas por M13 se identificaron por las placas de 

crecimiento lento y entre éstas, las que poseían el inserto por 

ser translúcidas y no azules como las que presentaba M13 sin in-

ser to. 

Purificación de AON de cadena sencilla a partir de las partículas 
virales de M13 recombinantea 

Un cultivo de noche de la cepa JM!Ol fue diluido 1:100 en me-

dio YT fresco, 3 mi de esta dilución fueron inoculados con bacte-

rias infectadas por el fago M13 recombinante de interés. Este cul 
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tivo se incubó a 37ºC con agitación durante 4 a 5 h. Posteriormen­

te 1.4 ml del cultivo fueron centrifugados a 16,000 G durante 5 

min y los fagos, presentes en el sobrenadante, fueron precipita­

dos con 4% de polietilénglicol <PEGl y 500 mM de cloruro de so­

dio, dejando reposar esta suspensión <después de mezclar bien> a 

4ºC durante 15 min y centrifugándola después a 16,000 G durante 

10 min. El precipitado obtenido fue resuspendido en 100 ul de TE 

(10 mM de Tris pH 8.0 y 1 mM de EDTA>. Las proteínas virales fue­

ron extraídas con fenol-Tris y cloroformo y el exceso de éstos 

fue extraído a su vez con éter. El ADN viral fue finalmente preci­

pitado con etanol y resuspendido en 20 ul de TE. 

Purificación de ADN plasmídico por un método rápido <miniprep> 

En los casos en que la mezcla de ligación contenía varios in­

sertos se requirió de minipreps y digestiones para verificar el 

tamaño del inserto. 

1.5 ml del cultivo infectado con M13 recombinantes, incubado 

más de 5 h se centrifugó a 16,000 G durante 30 a 45 seg. El preci­

tado bacteriano fue resuspendido en 100 ul de una solución a 4ºC 

compuesta por 2 mg/ml de lisozima, 25 mM de Tris <pH 8.0>, mM 

de EDTA <pH 7.2> y 50 mM de glucosa y se dejó 30 min a 4ºC. Poste­

riormente se añadieron 200 ul de 0.2 NaDH en 1r. de SOS, se mezcló 

bien y se dejó 5 min a 4ºC. Se añadieron 150 ul de una solución 

de acetato de sodio 3 M <pH 4.7-5.0) fría y se mezcló muy bien. 
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Se mantuvo 15 min a 4ºC y se centrifugó 8 min a 16,000 G. Se guar­

dó el sobrenadante y se añadieron más de dos volúmenes de etanol 

frío, se dejó precipitar y se resuspendió el precipitado en 50 ul 

de 6, 6, 0.2. 

8ecuenciación de ADN por el método de Banger (33> 

La secuencia de AON fue realizada utilizando el kit de Sequen­

ase <United States Biochemical Corporationl. 

La hibridación del primero al templado fue realizada incubando 

a 2 ul del AON templado de una sola cadena con 0.5 pmol de pri­

mero universal en 10 ul de 20 mM de cloruro de magnesio, 50 mM de 

cloruro de sodio y 10 mM de Tris <pH 7.5), a 65ºC durante 2 min y 

dejando enfriar la mezcla, hasta una temperatura menor de 35ºC du­

rante un tiempo mínimo de 1 h. 

La reacción de marcado se llevó a cabo durante 5 a 10 mina 

temperatura ambiente, añadiendo al AON los siguientes reactivos: 

2 ul de una solución 1.5 uM de dGTP, 1.5 uM de dCTP y 1.5 uM de 

dTTP; 

(a-32p¡ 

ul de 0.1 M de ditiotreitol; 1 ul de 10 uM de dATP 5"­

a 5 uCi/ul; 2 ul de sequenase diluida 1:8 en TE. 

Separadamente y en tubos rotulados se colocaron: 

En el primer tubo, 2.5 ul de "ddA Termination Mix'' compuesto 

por: dGTP 80 uM, dCTP 80 uM, dTTP 80uM, dATP 80 uM, ddATP 8 uM y 

cloruro de sodio 50 mM. 

- En el segundo, 2.5 ul de "ddC Termination Mix" compuesto 
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por: dGTP 80 uM, dCTP 80 uM, dTTP 80 uM, dATP 80 uM, ddCTP 8 uM y 

cloruro de sodio 50 mM. 

En el tercero, 2.5 ul de "ddG Termination Mix" compuesto 

por: dGTP 80 uM, dCTP 80 uM, dTTP 80 uM, dATP 80 uM, ddGTP 8 uM y 

cloruro de sodio 50 mM. 

En el cuarto, 2.5 ul de ''ddT Termination Mix" compuesto por: 

dGTP 80 uM, dCTP 80 uM, dTTP 80 uM, dATP 80 uM, ddTTP 8 uM y clo­

ruro de sodio 50 mM. 

Se precalentaron Jos cuatro tubos a 37ºC durante al menos 

min, justo antes de que finalizara la reacción de marcado. 

Al concluir Ja reacción de marcado, 3.5 ul de ésta se coloca­

ron en el primer tubo y la mezcla resultante se reincubó a 37ºC 

durante un tiempo de 5 a 30 min. Este paso se repitió con cada 

tubo. 

La reacción fue detenida con 4 ul de una solución compuesta 

por: 95% de formamida, 20 mM de EDTA, 0.05% de xilén cianol y 

0.05'l. de azul de bromofenol, y se mantuvo en hielo hasta realizar 

la electroforesis de secuencia. 

Elactroforeeie de un gel de secuencia de ADN 

Las muestras previamente calentadas a 80ºC durante 2 min, fue­

ron cargadas en un gel de 0.4 mm de grosor compuesto por 7.6'l. de 

acrilamida, 0.4'l. de bis acrilamida y 50% de urea ultrapura en TBE 
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1 X. 

Antes de colocar las muestras, una precorrida de 1 h fue efec­

tuada en TBE bajo un voltaje de 1,400 a 2,000 V. Dos corridas por 

muestra fueron realizadas bajo las mismas condiciones: una duran­

te un tiempo de 2-2.5 h y otra de 4.5-5 h. 

Purificación de las moléculas de ARNr 

Se llevó a cabo en un gel de acrilamida al 3.5% en TBE/Urea 7 

M. La muestra, que contenía ARN ribosomal total, disuelta en TBE 

0.5X, Urea 10 M, azul de bromofenol al 0.03% y xilén cianol al 

0.03% fue calentada a 65"C durante 3 min antes de su aplicación. 

El gel fue precorrido 2 h a 200 V y la electroforesis se llevó a 

cabo a 40 V durante 8 h a temperatura ambiente. El material se 

visualizó mediante la transluminación con luz ultravioleta del 

gel previamente teñido en bromuro de etidio <3 µg/µll. La banda 

de interés fue recortada. 

Elución del ARN 

El ARN fue eluído en un amortiguador que contenía SOS al 0.3%, 

cloruro de sodio 0.14 M y acetato de sodio 0.05 M <pH 5.1>, a 

37•c durante toda la noche. Se recuperó el sobrenadante Y se dejó 

30 min en hielo-sal, posteriormente se centrifugó y el sobrenadan­

te se precipitó dos veces con etanol. El precipitado final fue re­

suspendido en agua <el agua que se utilizó en todos los experimen-
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tos con ARN TUe tratada con dietil pirocarbonato>. 

FosTorilación del ARN 

El ARN TUB TOSTorilado in yitro <34>, mediante la enzima cina­

sa del Tago T4 que transTiere el TOSTato gamma del ATP (en este 

caso 32p¡ a los extremos 5' hidroxilos del ARN. Con el objeto de 

generar extremos 5'DH, las moléculas de ARN TUeron desTOSTatadas 

utilizando la enzima TOS~atasa alcalina en Tris 20 mM <pH 8.4> du­

rante 1 1/2 h a 37ºC y posteriormente TUe extraída con TBnol- clo­

roTormo (1:1>. La reacción de TOSTorilación se llevó a cabo con 

1.0 Mg de ARN, 10 U de cinasa y 600 MCi de 32P-gammaATP (7000 Ci/ 

mmol> en 25 Ml de Tris 50 mM (pH 7.6>, ditiotreitol 5 mM, cloruro 

de magnesio 10 mM, espermidina 0.1 mM y EDTA 0.1 mM. Después de 

30 min a 37ºC la reacción TUB detenida en acetato de amonio 4 M y 

el ARN se precipitó dos veces con etanol Trío. El precipitado TUS 

resuspendido en 10 Ml de Urea 7 M/EDTA 

de bromoTenol al 0.05% cada uno. 

mM/xilén cianol y azul 

El 32P-ARN TUB sometido a electroToresis en un gel de caracte-

rísticas similares al que se utilizó para la puriTicación de las 

moléculas a partir de ARNr total, con el Tin de eliminar marca li­

bre y productos de degradación. Al término de la electroToresis 

el gel se expuso a un ~ilm de rayos X durante 7.5 min y se utili­

zó la autoradiogra~ía como guía para cortar las bandas correspon-
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dientes. La banda se eluyó bajo las condiciones que se menciona-

ron anteriormente. 

Antes de resuspender el último precipitado se contó la radio­

actividad obtenida, que fue de 107dpm y el ARN se resuspendió en 

agua a una concentración de 5 X 105 dpm/3 µl. 

Secuenciación del ARN <35l 

La secuencia del extremo 5' de las moléculas 81, 83 y 84 fue 

realizada utilizando el sistema de secuenciación de ARN de BRL 

<Bethesda Research Laboratoriesl. 

La hidrólisis alcalina fue realizada incubando el 32P-ARN 

7.3 X 105 dpml en 10 µl de 50 mM de bicarbonato/carbonato de so­

dio (pH 9.2l, a 90ºC durante 7 min. La reacción se detuvo en hie­

lo y se le añadieron a la mezcla 10 ul de Urea 7 M/EDTA 1 mM/xi­

lén cianol y azul de bromofenol al 0.05% cada uno <amortiguador 

de muestra> • 

Las mezclas de digestión se realizaron como sigue: 

- En el primer tubo se colocó, 2 ul de citrato de sodio 0.25 M 

<pH 5.0l, 14 ul de amortiguador de muestra, 1 ul de ARNt <5 

µg/µll y 3 µl de 32p-ARN. 

- En el segundo, 2 µl de citrato de sodio 0.25 M <pH 3.5l, 14 

µl de amortiguador de muestra, l ul de ARNt y 3 ul de 32P-ARN. 

- En el tercero, 2 µl de 0.1 M Na3P04/0.l mM EDTA, 2 µl de 

ARNt, 11 µl de agua y 6 µl de 3 2 P-ARN. 
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- En el cuarto, 2 ul de citrato de sodio 0.25 M (pH 5.0>, 1 ul 

de ARNt, 11 Ml de agua y 6 Ml de 32P-ARN. 

Para las reacciones enzimáticas se tomaron 4 µl de las mezclas 

de digestión más 1 µl de la enzima correspondiente <2 U/µl). 

Tubo 1: ARNasas Phy M y TI 

Tubo 2: ARNasa U2 

Tubo 3: ARNasa CL3 

Tubo 4: ARNasa B. cereus 

También se colocó un control con 4 µl de cualquiera de las mez­

clas sin enzima. 

Las mezclas con las ARNasas TI, Phy M, U2 y B. cereus se incu­

baron 15 min a 55ºC y la que contenía la ARNasa CL3 se incubó a 

37ºC también 15 min. Al término de ese tiempo se añadió a las mez­

clas de CL3 y B. cereus 5 µl de amortiguador de muestra. Todas 

las reacciones fueron congeladas en hielo seco y posteriormente 

mantenidas a -20ºC hasta realizar la electroforesis. 

Electroforesis de un gel de secuencia de ARN 

El gel utilizado fue de 0.4 mm de grosor, compuesto por 19% de 

acrilamida, 1% de bis acrilamida y 50% de Urea en TBE. Antes de 

colocar las muestras, se efectuó una precorrida de 3 h bajo un 

voltaje de 1000 a 1500 V. Las muestras se calentaron 30 seg a 

90ºC y se cargaron 5 µl de cada reacción. La corrida fue realiza­

da durante un tiempo de 4 h a 1500-2000 V. 
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Secuencia de la molécula 84 

Parte de la secuencia de este ARNr se realizó en el laborato­

rio con la metodología descrita y TUe completada con el reporte 

de Galván y colaboradores C36l. 

Generación de estructuras secundarias del ARN 

Para obtener las estructuras se aplicaron algunas reglas bási­

cas: al los apareamientos que se consideraron Tueron G-C, A-U y 

G-U, bl las hélices se Tormaron con un mínimo de tres pares de 

bases y el los "loops" terminales se TOrmaron con al menos tres 

nucleótidos. 

La estructura secundaria de las regiones constantes se llevó a 

cabo siguiendo los modelos universales ya reportados <24,25l, ya 

que la aproximación comparativa, a traves de la prueba de los cam­

bios compensatorios aplicada a secuencias homólogas, es el instru­

mento más potente para el establecimiento de una estructura secun­

daria. 

En cuanto a los espaciadores y las regiones variables de mayor 

tama~o, la estructura secundaria se obtuvo con la ayuda de un pro­

grama de Zuker (37l que utiliza las tablas de energía de Ninio 

(38l. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Secuencia primaria 

Be secuenciaron 6362 nucleótidos siguiendo la estrategia indi­

cada en la figura 6, de los cuales el 66% corresponde a moléculas 

maduras y el resto a espaciadores transcritos <Figura 7). El con­

tenido de A+T de la secuencia total es de 55%, siendo un poco ma­

yor en las secuencias no codiTicado~as. 

El alineamiento de las secuencias con otras ya reportadas, per­

mitió localizar las 13 regiones divergentes identificadas por 

Michot <23>, distribuí das como indica la figura 7. Cabe recalcar 

que algunas de estas secuencias se procesan en tripanosomátidos, 

. y por tanto son espaciadores transcritos internos <ETisl¡ éste es 

el caso, de acuerdo con la nomenclatura de Michot et al. <23), de 

las regiones 07bl <ETI 3l, D7c <ET! 4l, parte de 011 <ET! 5l y 

parte de 012 <ETI 6 y ET! 7> <Figura 7l. 

Vieira de Arruda y colaboradores (39> publicaron la secuencia 

de la molécula 24Sa de una cepa diferente de T. cruzi¡ al compa­

rar con nuestros datos observamos muy pocos cambios en las regio­

nes constantes, no así en las variables. Sin embargo estas últi­

mas se pueden doblar de manera muy similar en las dos cepas. 

La secuencia de las regiones constantes, incluída la molécula 

84, mostró una homología .del 97% con la reportada para Crithidia 

fasciculata (17). 
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Figura 7. Secuencia de las clonas pRTC42 v pRTC32. Las regiones 
codi~icadoras se indican encuadradas; las secuencias 
subrayadas también fueron determinadas por secuencia 
directa de ARN. Se indican en letra más oscura las 
regiones divergentes localizadas dentro de las secuen­
cias codificadoras. 



l CCGATGATTT GTTACATATA TATATATATA TAATATATAT ACGGTTGTGT GTGTATAATA 
61 TATGTTGTAC ACACACAATC AGGCAACAAA ACTCTGGCGT GTATATATAT TACTACTATG 

121 CTACTAATAT ATATACTCTG TGCTGTGTGT GTTGTTGTTG CCGCGCGGGA GAGGATATAT 
181 ATATATACAA ATATATATAT ATATACATGT GTACACGCTA TTATTATGTA CTATATGTAG 
241 TATATATATA TATGTGTGTG TGCTGTGCTG CTGGCTTCTC TTCGCACTGA TACATATATC 
301 CACACTGTAC GTGTATATAA TGTATATAAT ATATAATATA CACTTGCACG CGTTACGAGT 
361 GTGTTGGATG TGTAGAAAAA TGTAATTGCG GCTTGACTTC GCGTGTGCAC ATATATAATA 
421 TGCGCATATT TCGTCGTGTG GTTTATATAT ATATAATATA TATTTATTCG CACGCTTTGT 
481 ~G¡:¡T~G¡'.¡T~G~T~G~T~G~TWG~T~G~l~l~ltt.I ;;1GgT~GgcgGgc~G~C~G~T~G~T:.jAAA~~G~C~A~C~GG~C~C~C~AAA~~~~~~~~~~ 
541 ATGACTTGG CTTCCTATTT CGTTGAAGAA CGCAGCAAAG TGCGATAAGT 
601 CAGAATCAT TCAATTACCG AATCTTTGAA CGCAAACGGC GCATGGGAGA 
661 GTCATCCCC GTGCATGCCA TATTTCTCAG TGTCGAA AAAATTAACC C A 
721 GCTCTCTC ATACAAA CGCA G TGTGTGGGGA GAGAGGGAGG 
781 GAGGGGGAAA ATGCAAACGC AAAAAAGAGA GCCCTTGGGG AGAGACATAT TACGGATGAA 
841 CGCGCGCTCC GCCGCCATGT GCGTATATAT ATATATTTAT ATATTATATG TGTACGTGCG 
901 TGTGTGTCTT CTGGTGGTGT GGTGCATGAT CCGCCCCGGC CTTGTGTGTG TGTTTGTACA 
961 CATAACATAT GTGCATCTCT GTGTGTATTG TGTGTGTGTG TGTGCAACAA CAACAACACA 

1021 AAACTACAAA ACTCGCAAGG AATTAAAAAG AATAAAAAAG AAAAAAAAGT GGCGTGGAGG 
1081 TGTAGTGTGT GGTGTTGTGT GTGTGTGTAT GGTGTTGCCG TGTGTTCCAC ACCATATCAC 
114-1 ACATATCATA CATATATATA TCACGTAAAA CGTCTACGCT TAll 111111 TC'l'TCTTCTT 
1201 TTT CA GACCTGAGTG TGGCAGGACT ACCCGCCGAA CTTAAGCATA TTACTAAGCG 
1261 GAGGAAAAGA AAACAACCGT GATTCTCTCA GTCAGCGGCG AGCGAAGAGG GATCCAACTC 
1321 GTTGCCGAAT CGGTTCrrAT AGGAACTTGA GTTGTGGCAA GAAAGCGTCG CTI'CGAGGGC 
1381 TGGTGCAGGA ATGGTGAAAT TCAATTGCAA AGCAAACCCG TTGCTGAATA CAACCCTTCA 
1441 GTATT GAGCCAAAGA AGGTGTTAGC CCATTGAGCC ATGMCCTAA GCGCCTCCTT 
1501 AAGCGAACCA AGAGAGTAGC ACTGCTTGGG AGTGCAGTGT CAAGCTGGCA GGTATGTGTC 
1561 GCCAAAGTT AAATACAGAG TAGGAAGACC GATAGCGAAC AAGTAGCGTG AGCGAAAGTT 
1621 TGAAAAGCAC TTTGGAAAGA GAGTGACATA GAACCTGAAG TCGTGACAAT GACAATGGAA 
1681 GTACCTCCAT TTCAACGGCC AAAACCAGCC TC!llllili TATAGCCAGC TTATCCGCTG 
1741 GGG'lTCAAAA TCCAGTGGGG GTAACCCTTT AAAAJ.AGCAA GAACGAGGTC ATGGTGTACA 
1801 AAATGTGTGG TGTAAGCGGA GAGTAAGAGG GAGCGTGGTI' TCATTGTTCT CTCTCTT'l'TC 
1861 CTI'TTTCCTT CGCGGGGAGA GAGGGGGAGG AGGAGGGACA AAGCGCTCCT TC'l"l'CTTCGT 
1921 GTGGTCTCAT ATTTGGCGAA GGAAATGGTG CCCCCACCCG TCTTGAAACA CGGACCAAGG 
1981 AGTCAAACAG ACGCGCAAGG GAGAAGATAT CGTl'GCCAGT ACTTCTCTCG TACTGAAAGG 
2041 GATGCGAA ATGCATCTGT GGTGTGCACA C'l'Tl'TCATTI' TTTGTGTTGC CCAACACCGA 
2101 CCGGCCCCCC GTGGGTl'GAG TTGGAGTGTG CCTGTTTGGA CCCGAAAGGT GGTGAACTAT 
2161 GCCTGAACAA GGTGAAGCCC GGGGAAACTC GGGTGGAGGC CTGTAGCGAT GCTGACGTGC 
2221 AAATCGCTCG CATGATTTGG GTATCGGAGC GAAAGACTCA TCGAACCACC TAGTAGCTGG 
2281 TTCACATCGA AGTTTCCCTC AGGATAGCTG GTGCTTGTTI' GAAAAAGTAT TGTGCGGTAA 
2341 AGCAAATGAT TAGAGGCATT GGTGTTCTTA GAATATCGAC CTATTCTCAA ACTTTAAATG 
2401 TGCAAACAAA CCGCGCCTI'A GCCAAAA'l"l'T TTl'TAGCAAG GCCGGACAGA CAAGAATTAA 
2461 GGCACCAAGT GGGCCTTCTT CGGTAAGCGG AGCAGGCGAT GCGGAATGAA CCGCTTAGGA 
2521 TATGTGGCGT CAAAACTTAT GGGCTCATTC TCGATACGTG AAAAGGGTGT TGGTGGATAG 
2581 GGACAGTTGG ACGGTGGCCA TGGAAGTCGG CATCCGCTAA GGAGTGTGTA ACAACTCACC 
2641 AACCGAATCC ACCGGCCCCG AAAATGGATG ACGCTCAAGC CCAATTAGTG ATTGCCCATT 
2701 ATTCCTTTGG TAAGGGCGGC AAAAGGCAAC TTTTGTGCGT GAGAAAGTGT AGCCCTTCCG 
2761 ATGTAGATGT GGCGTGGAGG TAAGGACGAA GCTGATGGCG TGAGCCTCAG ATGGACCAGC 
2821 CTCTAGTGCA GATCTTGGTT GGCGTAGCAA AGATCTAACG GAAAACTATT TAACATGCAA 
2881 CGTTGGATAC TGGAGCGGGG AAGGATTTCG TGCCAACGGC ACTCGTACAC GAGTTGTTCG 
2941 GATACTGAGC ACAACGTTAC ACCGTTTTGT TAGGAAAGTG AAGGTGCGTC GACAGTGTGT 
3001 GGGAGTCTCT = CCCCCTCTCT CC'l"ITl'GGTG TGGAGGGGTG TGGGAGGAAG 
3061 AAGCCCCTTA CTGTTCGGCC ATTCTGAAAA GGGGCAACAG AGAACCTGGG ATTATATTCC 
3121 AAAAAGAAAT TGCATGTGGG T AAATACAATA TATATAATAT ATATATATAT 



3181 ATATACATTT TGACC CA 
3241 GTGAGCTTT GCTGGGGCTT 
3301 ACTTCTCGCG ATGCAGCTCA 
3361 GTCATTGTT GGGTG ATT 
3421 CAAA G 
3481 AC'I'CAGGGAA 
3541 TAGATGCGTA AGTTCGCAAG AAGCA'ITGGC TCTGAGGGCA AGGCAGAAGC AACCGGAAGA 
3601 CA=cTr TCGCGTTCGG CCG'l"l'Tl'TCA GTAGTTGTTT CGGTGCATCT GTTA=AG 
3661 CACGCTGATG GCGACCGC'rr = GAA=ACC TTCCCGAGGC GTGCATACCT 
3721 CGTGTGTGCG CGTTTCACTI' CTGCACGGTT GCCGTATATG TGTGCCTCAT TCTTTCTCTl' 
3781 CTC'lll1111' = CTTTCCTCTT TTTTACATTC TCCGGGAATT AAAAGAGAGA 
3841 CTCAACAAAA AAAAAAAAGG GAAGTCAGAG GAGAAGGAGG GACCGGTl'TC CACAAATTGC 
3901 CAACTCAGAA CTGCTTACGG CGGGGAATCC AACTGTATAA TTAMACATA GGTTTGTGAT 
3961 GCATCCAAGT GGTGTATGTC GCAAACTGAT TTCTGCCCAG TGCTCTGAAT GTCAACGTGA 
4021 CGAGAT'I'CAC CGACGCGCGG GTAAACGGCG GGAGTAACTA TGACTCTCTT AAGGTAGCCA 
4081 AATGCCTCGT CTTCCAATTA GAGACGCGCA TGAATGGATT AATGAGATTC CCTCTGTCCC 
4141 GAGTTACTAT CTAGCGA.AAC GACAGTCAAG GGAACGGACT TGAAGGGCTA AGCGGGGAAA 
4201 GAAGACCCTG T'l'GAGTTTGA CTCCAGTCTG GCTCTGTGCG GCGACATCTG AGGTGTAGTA 
4261 AGGTGGAAG CGCAAGCACA AATGAAATAC CACCACTTGG AACGTTGCTT CACTTATCGA 
4321 ATGAAGAGAC CAATGGGTTI' CGCG'l'AGTCT GTGGGCTATG CACCGTCTAG GTI'TGGGATC 
4381 TTTTATGGCG GCGACCCCGT CTCCACGGGG AGGTTGTGTA TATATAATAT ATACACAACC 
4441 GCATTTTTTA CCATCCCCAC ATATTTATAT ATGTGGAGGA TGGCCCGTGG GCACCCAACC 
4501 GTGCTGACAA ACTGAACCAA CGGGG'ITGCT TCGGCAGCTT CGGAGTCTTG TTTCGAGACA 
4561 CTGCCAGAT GGGGAGTTTG GCTGGGGCGG CATATCTGTT ACACGACAAC GCAGGTGTCC 
4621 TAAGGCGAGC TCAGTGGGAA CAGAAATCTC ACGTAGAACA CAAGCGTAAA AGCTTGCTTG 
4681 ATTAACGATT TCCAGTACGA ATCGAGACTG CGAAAGCAAG GCCAGCGATC CTTTGCGAAA 
4741 TATAGGAAAT ATGAACA.AAT CATACCAGAG GTGTCAGAAT AATTACCACA GGGATAACTG 
4801 GCTTGTGGCG GCCAAgcgTT CATAGCGACG TCGC'l'TTTTG ATCCTTCGAT GTCGGCTCTT 
4861 CCTAACCTAG CGCCGCAGAA GACGCTAAGG GTTGGA'I'TGT TCACCCACTG ACAGGGAACG 
4921 GAGCTGGGT T'l'AGACCGTC GTGAGACAGG TTGGTTTTAC CCTACTTAGC TGGAAATTGC 

~~:i A~~ ~~~~ ~GCGGAA(ii':¡;¡;~g-,¡¡i.¡;~.¡;l.¡;l¡';G";ji~¡j;!¡j;~¡j;~~~,...;¡~;¡1;;¡1;¡1;¡1¡;·,fw1fw1i"1i'ic;;-;~i':GT~AAAi"CGGTGGrrG~AAAIT'i"' 
5101 AAGGAATATA AAACAAATAC ATAA ATATA TTATG GATTGTGAAG GGATCTCGCA 
5161 GTATCGTGA GGGAAGTATG GGGTAGTACG AGAGGAACTC CCATGCCGTG CCTCTGGTTT 

~~~i ~~~~g r~~~~g~g ~~~~~~g~ ~~~~¿~~;¡CA¡¿-.;;¡~~~~G~¿;;;~:.¡G;..¡¿r;,;AM¡.;CT~...;~éig;;:g;;:~;¡;G;,;~;¡;~;;¡·;¡,~;<;~ ..... 
5341 ATGTATATAT TTTGTTGTGT TGTGTTGTTG TTGTGCTTGC TTTTGAGTAT ATATGTGCGT 
5401 GTATGCGCAG CTGTC'I'TTT'l' TGGGAAAAGT AGAGAATAGA GGTTAGAATA GCATATATAT 
5461 ATATATATGT ATATGTATAT ATATGTGTTA TTGTGTATAT ACTTCAGCGC GGTGGGGAGG 
5521 AAAGCAGCAC ACGCACGTGG TGGGGTGTTT TCTCCTATAT GTGAGTGTGT CTGTGTGTAA 
5581 TGTGTATATG TATGTATATA TGTTACGCAT TTCTCCTCGC TTCTCAAGGT GTGTGCCACC 
5641 TTGAGGGCTT CTTTTGCGGT TCTTCCGTCG TCACCGTATG TGTGTTGTTA TTA'I'TGTTGT 
5701 TGTTATTTGT GTGTAGTGTG TGTGTATGTG CATATGCAAT GTGTGCATAT ATATATATAT 
5761 ATGCTCTGCT GCCAATGGCA ATGATGATAA TAATGACGTG TGTATGTATG GTGCACAAAA 

5821 ACACCCCTGG GAGCGGGAAG AG;.¡A~G~AA~G~A~GG~~l~l~l~l~l~A~T~A~T~A~A~T~G~T~G~C~G~T~G~T~TT~~CT~C~A~TTT~~G~ 5881 TTTTCAAAAA ATATATAATA TA;;¡ TA A GCCATCC TCATCTG GT 
5941 CTCCATG ATCACAAGAC ATTTTT GAAACAAGAG 
6001 /IAAAAAT TAGGCCAGTG ATAAATATAT ATATATAC T CATGCAT ATACTATGTG 
6061 TTGTTGTGTG TTTTGT'I'GTT GTGT'I'GTCTC TGCGCCATAT ATATTTATAA GCACACCTCT 
6121 CTCGCATCGT GTGTATGTTG TTGT'l'GTTGT TGTTGTGTTG TGTGCGTTGT GTGTGTGTGT 
6181 GTTGTTGTGT TGTTGT'I'GTG TGTGTGTGTG TGTTTGTATG GACACACCCA CATTCCACAC 
6241 TATATTACAC ACCATCATAC ATCACATATA TCACATAATA TAAATAATAA CAATAATATA 
6301 TGTGTGCACG TGAGCTCCAC GGAAGGGCAT CCCAAACGCG GGGAGAAGCG GCGTTCCTGC 
6361 AG 
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Estructura secundaria 

Para Tacilitar el estudio de este aspecto del ARNr se suele di-

vidir a la molécula mayor en siete dominios estructuralmente rela-

cionados. 

La mayoría de los dominios se doblaron siguiendo un modelo ya 

reportado para Xenopus <5>; entre los ajustes que se hicieron des 

taca el dominio IV íntegro, cuya estructura secundaria se basó en 

el modelo universal para esta región de de Lanversin (24l. 

al Dominio I 

En el dominio I se localizan las siete primeras regiones varia 

bles indicadas en la Tigura 3. La tercera de ellas se procesa co-

mo en casi todos los eucariotes. de tal manera que este dominio 

está integrado por la molécula 5.88 <83 en T. cruzil y el ª"tremo 

5' del ARNr 248a <Figura 8>. En el caso de la molécula 83 ª"iste 

una región, la llamada hélice F, rica en G+C <40) que varía entre 

especies relacionadas <segunda región variable en la Tigura 3l y 

contiene una inserción en tripanosomátidos y dípteros. Esta se-

cuencia es eliminada en Drosophila, Sciara y otros dípteros, de 

tal manera que su ARNr 5.88 maduro se encuentra en dos Tragmentos 

<5.88 y 28l; en tanto que en tripanosomátidos la inserción se en-

cuentra en la molécula madura, lo que hace que el ARNr 5.88 de es-

ta Tamilia sea el de mayor tamaño reportado hasta ahora. 

Los datos bioquímicos obtenidos en el laboratorio indican una 
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interacción por puentes d~ hidrógeno entre las moléculas 5.88 y 

24Sa, ésto concuerda con el modelo de estructura de esta región, 

en el que tanto el extremo 5' como el 3' del ARNr 5.88 están uni­

dos a la molécula 24Sa. 

Las cuatro últimas regiones variables de este dominio se loca­

l izan ya en 24Sa y corresponden a la región identi~icada como Dl, 

donde ocurre un procesamiento en el protozoario E. qracilis. 

b) Dominio l 1 

El dominio 11 ocupa una porción interna de 24Sa <Figura 9> y 

en él están incluí das las tres siguientes regiones variables, la 

primera de ellas ha sido identi~icada como 02, sitio de un proce­

samiento en E. gracilis y Prorocentrum micans (41>, y es muy com­

pleja en eucariotes superiores <26J; las otras dos corresponden a 

03. 

cJ Dominio 111 

Las siguientes siete regiones variables se encuentran en el 

tercer dominio, tres de ellas corresponden a las secuencias di­

vergentes 04, 05 y 06; uno de los sitios de procesamiento en E..._ 

gracilis se localiza en 05. 

También en esta dominio se haya el sitio de interacción del an­

tibiótico tiostreptona que bloquea la asociación de EF-2 al ribo­

ma <Figura 10). 
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d) Dominio IV 

El dominio IV o central está integrado por el extremo 3' de 

248a, la molécula 81 completa y el extremo 5' de 248~, la interac­

ción entre los ARNs ribosomales 248a y 248~ <Figura 11> es apoya­

da por datos experimentales. Este dominio muestra siete regiones 

variables, la segunda coincide con D7a, sitio de procesamiento en 

artrópodos y en Euglena. En tripanosomátidos se elimina parte de 

D7b y la región D7c completa <ETis 3 y 4> generándose el ARNr 81, 

que a su vez contiene tres regiones variables, en una de las cua­

les existe una discontinuidad en Euqlena. 

e) Dominio V 

En el dominio V se localizan sólo dos regiones variables, aun­

que una de ellas, DB, es muy extensa y compleja en eucariotes su­

periores <26>. También aquí se localiza una región que, por evi­

dencia en otras especies, se sabe que se asocia por puentes de hi­

drógeno con la molécula 58 <Figura 12>. En T. cruzi existe por lo 

menos una región de quince nucleótidos del extremo 3' del ARNr 58 

<42> complementarios a la zona indicada en la ~igura. 

~> Dominio VI 

El dominio VI ocupa una porción interna de 248~ <Figura 13> y 

en él están incluidas las tres siguientes regiones variables; la 

primera de ellas ha sido identi~icada como 09, sitio de un proce-
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samiento en E. gracilis, y la segunda corresponde a 010. También 

en este dominio se haya el sitio de la peptidil trans~erasa, don­

de se ~arma el enlace peptídico. 

gl Dominio VII 

Las siguientes cuatro ~egiones variables se encuentran en el 

último dominio, dos de ellas corresponden a las secuencias diver­

gentes 011 y 012. En éstas se localizan sitios de corte en tripa­

nosomátidos y Euglena; para este último protozoario existe otro 

procesamiento dentro del dominio VII. En la molécula 82 se sitúa 

un segmento de 14 nt que es casi universal, esta región es el si­

tio de acción de dos toxinas que inhiben la síntesis de proteínas 

<a-sarcina y ricina> probablemente bloqueando la acción de los 

~actores de elongación EF-Tu y EF-G en procariotes y EF-1 y 2 en 

eucariotes <Figura 14). 

La única interacción entre dominios que parece probable es la 

que hay entre el 11 y el IV. 

Regionee variables y procesamiento 

Al analizar en su conjunto la molécula mayor ribosomal, es de 

notar que todas las regiones variables se encuentran aisladas den 

tro de la estructura secundaria y en general ~arman hélices inde­

pendientes. 

Además de los conceptos divergente y variable, se ha utilizado 
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otro que por su signiTicado tiende a desaparecer: segmento de ex-

pansión. Los así llamados se deTinieron como secuencias mayores 

de veinte nucleótidos que se encuentran únicamente en eucariotes 

(5). Lo impráctico del término resulta obvio ya que, por un lado 

existen regiones variables en procariotes y por otro, hay secuen-

cias particulares de eucariotes de menos de veinte nucleótidos 

que quedan excluidas. El uso de los términos globales, región di-

vergente o variable, es mucho más adecuado. 

Ahora bien, siendo que los diTerentes ARNs ribosomales son un mo-

saico de secuencias con diversos grados de variabilidad, y que por 

otro lado, todos sus sitios TUncionales han sido localizados en las 

regiones constantes, cabe preguntarse por el origen y la Tunción de 

los segmentos divergentes. 

¿se han encontrado siempre las secuencias divergentes en el 

ARNr? lTienen alguna TUnción? A este respecto, las opiniones son 

encontradas, una de ellas se inclina a explicar las característi-

cas de estas regiones pensando en una TUnción especie especíTica 

<26>. Por el contrario, Clark es de la opinión <43> de que actual-

mente estas regiones no tienen ninguna TUnción en el ribosoma ma­

duro y son remanentes de secuencias que en un principio mantenían 

unidas las porciones Tuncionales de ARN en el ~ibosoma. 

Una conclusión las regiones variables son dispensables al menos 

en lo que toca a la Tunción ribosomal básica y las restricciones 
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Tuncionales sobre la estructura primaria son mínimas, lo que permite 

tanto una gran diversidad como su eliminación. 

El patrón de interdispersión de los dominios conservados y va­

riables sugiere que las moléculas de ARNr están construídas en 

una manera modular. Esta impresión se reTuerza por la existencia 

de los ET!s, cuya eliminación genera dominios estructurales indi­

viduales y por los rearreglos genómicos de dominios individuales 

del ARNr <44, 45). 

¿cuál Tue el origen de los ETls? Un punto de vista es que TUeron 

adquiridos por los genes de ARNr que eran originalmente contínuos, 

y TUeron tolerados por las reducidas restricciones TUncionales que 

existen en los sitios de introducción. Otra postura que no excluye 

a la anterior, es que los ET!s son reliquias evolutivas de una or­

ganización modular de los genes ribosomales primordiales; esta opi­

nión es atractiva porque provee una explicación para dos caracterís­

ticas únicas de las moléculas ribosomales: al su gran tamaño y bl la 

interdispersión de regiones variables y conservadas. 

Estructura tridimensional y sitios TUncionalss 

La subunidad grande muestra varias características morTológi­

cas bien establecidas tales como la protuberancia central y dos 

protusiones. 

La comparación de secuencias de los ARNs ribosomales a través 

de un amplio espectro Tilogenético reveló varias secuencias de 10 
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a 20 nucleótidos esencialmente invariables; este grado de conser­

vación es esperado para moléculas que llevan a cabo alguna Tun­

ción crucial, y el que se encuentren sobre la superTicie del ri­

bosoma es consistente con sa participación en la TUnción ribosomal. 

Aún más notable es la similaridad entre las estructuras secunda­

rias, lo que implica un alto grado de conservación en la estruc­

tura tridimensional del ARNr. 

La idea de que el ARNr es simplemente un andamiaje para el en­

samble de las proteínas ribosomales se ha modiTicado, ya que hay 

amplia evidencia bioquímica, genética y Tilogenética que apoya el 

punto de vista opuesto: es el ARNr, más que las proteínas, el que 

deTine la Tunción ribosomal. El eTecto de las proteínas ribosoma­

les es importante pero indirecto, probablemente sobre el doblado 

y conTormación del ARNr en regiones Tuncionalmente implicadas 

<46). 

En su Torma conceptual más simple, el mecanismo de traducción 

debe contener tres eventos Tundamentales llevados a cabo a partir 

de interacciones entre ARNm, ARNt y ARNr: reconocimiento codón-an­

ticodón, Tormación del enlace peptídico y movimiento del ARNt y 

ARNm en relación al ribosoma. Un mecanismo tal es consistente con 

la idea de que la traducción evolucionó a partir de sistemas pre­

existentes basados en ARN. 

Mientras que la decodiTicación del ARNm tiene lugar principal-
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mente en la subunidad menor, la Tunción central del ribosoma, es 

decir, la ~ormación del enlace peptídico ocurre en la otra subuni­

dad. 

a) Interacción codón-anticodón 

Los resultados experimentales indican que la unión del amino­

aci l-ARNt ocurre en dos pasos: durante el primer paso, el antico­

dón interactúa con el ARNm y el sitio A de la subunidad pequeña, 

mientras el EF-Tu, que TOrma un complejo ternario con GTP y el 

aminoacil-ARNt en procariotes, interactúa con el ARNr de la subu­

nidad grande <estado A/Tl. Sólo después de la hidrólisis del GTP, 

cuando se libera EF-Tu.GDP, la unión del aminoacil ARNt se comple­

ta y su extremo aminoacil interactúa con el ARNr mayor en la re­

gión de la peptidil transTerasa <47>. 

Los Tactores de elongación EF-Tu y EF-G compiten uno con otro 

para unirse a los ribosomas. EF-G protege algunas bases <G2655, 

A266 0 y G2661> en el loop muy conservado del dominio VII que 

contiene el sitio de acción de las citotoxinas a-sarcina y rici­

na, esta protección se sobrelapa con la detectada para EF-Tu, que 

además proteje a A2665 en el mismo dominio <47). Ya que ambos Tac­

tores están involucrados en eventos relacionados con la GTPasa ri­

bosomal, es probable que el loop de la a-sarcina quizá esté invo­

lucrado en esta TUnción. 
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b) Peptidil transTerasa 

Hasta ahora los experimentos no han podido demostrar una aso­

ciación especíTica 'entre proteínas ribosomales y peptidil transTe­

rasa (48>. Por otro lado, una vez que se reconoció que el ARN po­

día Tuncionar catalíticamente y que el proceso de transpeptida­

ción era similar a la transesteriTicación, TUe lógico pensar en 

un papel catalítico para el ARNr en la TOrmación del enlace peptí­

dico. Por lo tanto, la investigación se ha enTocado en la identi­

Ticación del centro de la peptidil transTerasa en el ARNr, en la 

esperanza de entender su estructura, y conocer el mecanismo por 

el que se Terma el enlace peptídico. 

Se han identiTicado en el centro del dominio VI <Figura 13) mu­

taciones en una sola base que conTieren resistencia a cloranTeni­

col y anisomicina, inhibidores especíTicos de la peptidil transTe­

rasa C49>. La evidencia de que el ARNt está interactuando con es­

ta región vía su extremo CCA <SO> reTuerza la idea de que el domi­

nio VI es una parte importante del sitio de la peptidil transTera-

sa. 

La región implicada contiene varios nucleótidos conservados 

universalmente y las mutaciones en E. coli A2o6o->C y A245o->C 

son letales; se ha sugerido que los deTectos ocurren en el sitio 

de interacción con la subunidad pequeña y que el sitio de la pep­

tidil transTerasa se encuentra en la interTase. Vernamicina 8 
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también protege A
752 

en el dominio II, implicando que esta re-

gión está muy cerca del loop central del dominio VI, lo cual se 

ha conTirmado por cross-linking directo. Si se mira el ribosoma 

del lado de la subunidad pequeña, la región de la peptidil trans-

Terasa se encuentra en la mitad superior y a la izquierda de la 

protuberancia central <Figura 15) y a una distancia de aproximada-

mente 70 A (dimensión del ARNt> del sitio de decodi~icación. 

c> Translocación 

Después de la reacción catalizada por la peptidil transTerasa 

el ARNt desacilado se une a di~erentes sitios en las dos subunida-

des: permanece en el sitio P en la subunidad pequeña pero ha mi-

grado al sitio E en la grande <estado PIE de unión>, mientras el 

ARNt aceptar ocupa el sitio A en el ARNr 238 (estado AIP>. Este 

paso ocurre espontáneamente y es independiente de Tactores o GTP. 

En el segundo paso, los peptidil ARNs de trans~erencia y el ARNm 

asociado se mueven con respecto a la subunidad pequeña <estado 

P/P>; al mismo tiempo, el ARNt desacilado pasa del estado P/E al 

estado E sin salir del ribosoma. EF-G y GTP catali2an el movimien-

to de ambos ARNs de transTerencia con respecto a la subunidad pe-

queña. Por experimentos de protección se ha determinado que el si-

tio de interacción de EF-G con el ARNr 238 de E. coli es alrede-

dor de las posiciones A1067 y A1069 <dominio III> (49). Además 

la tioestreptona interacciona con la región 1067 (dominio III> e 
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el ribosoma, vista desde la subunidad pequeña. El 
área sombreada muestra el sitio aproximado de inte~ 
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inhibe la síntesis de proteínas inter~iriendo con la ~ormación del 

complejo EF-G.GTP.ribosoma. 

En conclusión, parece haber al menos seis estados de unión pa­

ra el ARNt: A/T, A/A, A/P, P/P, PIE y E, y debido a la naturaleza 

del proceso de traducción, el ARNm y el ARNt deben moverse en re­

lación al ribosoma. Ahora bien, este movimiento puede ser de va­

rias ~ormas, el ARNt quizá se ~lexione, tal vez alguna región de 

las subunidades ribosomales se mueva o quizá la interacción entre 

las dos subunidades cambie. 

Este mecanismo lleva a la posibilidad de que la translocación 

quizá involucre movimiento relativo de las subunidades, explican­

do la arquitectura de dos subunidades de todos los ribosomas <Fi­

gura 15>. 
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