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INTRODUCCION

Irypanosoma.cruzi

Irvpanosoma cruzi es un pardasito flagelado, perteneciente al
Phylum Protozoa, subphylum Sarcomastigophora, superclase Mastigo-
phora, clase Zoomastigophora, orden Kinetoplastida, suborden Try-
panosomatina, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma, sec-—

cién Stercoralia (1),

Ciclo de vida

T. cruzi presenta tres estadios en su ciclo bioldgico: tripo-
mastigote, amastigote y epimastigote. Este ciclo involucra verte-
brados mamiferos que fungen como hospederos y reservorios, y un
:vector triatémino hematéfago que en México es comunmente la 1lla-
mada chinche hocicona.

El ciclo vital comiemza con la fase de tripomastigote metaci-
clico, forma contenida en la materia fecal del triatdémino y que
infecta al hospedero vertebrado penetrando por la picadura del in-
secto o por las mucosas. Dentro de las células del mamifero se
convierte en amastigote, célula redondeada de 2 a 7 um de didme-
tro con un gran naicleo excéntrico, que se reproduce rdpidamente y
al parecer altera la homeostasis de la célula hospedera comprome-—
tiendo su funcién. Poco después, estas células se diferencian en
tripomastigotes que inmediatamente son liberados al torrente san-

guineo por lisis celular. Las células de este estadio miden 1S5 a



20 um, 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 triatémino, los t?ipomastigotes sanguine-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 estdmago hasta el recto del transmisor. Al finalizar el
ciclo, el epimastigote se convierte en tripomastigote metaciclico

(Figura 1).

Enfermadad de Chagas

En el hombre, T. cruzi ataca particularmente el miocardio, esé—
fago y colon causando la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis
americana (1,2); ésta es la causa mds importante de afecciones
cardiacas en muchas areas de centro y sudamérica.

El padecimiento pasa por tres etapas: aguda, de latencia o inf
determinada y crdnica. La fase aguda, cuando es sintomatica se ca-
racteriza por fiebre elevada intermitente, miocarditis y comanmen-—
te por chagoma, hepatoesplenomegalia y linfoadenopatias. En la fa-—
se indeterminada (10-20 afos) la enfermedad desaparece aparente-
mente para conducir posteriormente en el 30-40% de los casos a la
fase crénica, que se caracteriza por miocarditis, insuficiencia

cardiaca progresiva, megas viscerales y muerte suabita (1),



1 Epimastigote
2 Tripomastigote metaciclico

3 Amastigote
4 Tripomastigote prociclico

Figura 1. Ciclo de vida de Trvpanosoma cruzi.



En el laboratorio del Dr. Roberto Herndndez utilizamos este
sistema biolégico para conocer procesos bdsicos 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 (ARNy¢)
juega un papel funcional primario en todos los pasos de la sinte-
sis de proteinas; por esta razdn, los estudios sobre ARNr son de
importancia fundamental para entender la topologia y funcidén del
ribosoma.

En los ribosomas, la mayor parte del ARN consiste de dos moleé-
culas grandes, una en cada subunidad ribosomal. LLas moléculas de
ARNr mitocondrial son las mds variables en longitud, mientras que
las de cloroplastos y procariotes son relativamente constantes
(168 vy 238 en la subunidad pequefa y grande respectivamente), co-
mo también lo son las moléculas de ribosomas citopldsmicos de eu-
cariotes (17-188 y 25-28S respectivamente). Practicamente todas
las subunidades ribosomales grandes contienen ademas un ARNr S8.

Estos ARNs ribosomales se encuentran asociados a proteinas
que contribuyen a estabilizar la conformacidn de sus sitios fun-—

cionales.



Genes y transcripcidn del ARNy

En la mayoria de las células de procariotes, el ARNr es tipica
mente transcrito de un operdén u operones CoOmo 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,
generandose un transcrito primario que es procesado en el nucleo-
lo. Este procesamiento, ademds de eliminar distintas regiones va-
riables que dan crigen a espaciadores transcritos internos
(ETIs), resulta en la remocién, como en procariotes, del ETI que
separa 18S del ARNr de la subunidad mayor y de los espaciadores
transcritos externos (ETEs), que unidos al espaciador no transcri-
to separan las mldltiples 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 evolucidn.
Estos médulos conservados se encuentran separados entre si por re-

giones de tamafo y secuencia muy variable (S).

Procesamiento en 8l ARNr mayor
En una gran variedad de phvla, y tanto en el nicleo como en or-
ganelos, la molécula de ARNr mayor (238 en Escherichia coli) se

encuentra fragmentada, ya gue una o varias de estas secuencias di-






vergentes son removidas por procesamiento postranscripcional, sin
ligacidn posterior. De esta manera, la subunidad mayor del riboso-—
ma maduro estd integrada por la molécula és vy dos o mas moléculas
que corresponden al 238 (Figura 3).

El procesamiento més comun de esta molécula da origen, en préac-—
ticamente todos los eucariotes (6), a las moléculas 5.85 (que co-
rresponde al extremo 5' de 238) y 25-288., El caso con mayor numero
de procesamientos hasta ahora reportado es el ribosoma de Euglena
gracilis, cuya subunidad grande contiene 14 ARNs ademas del 58S (7).

En los protozoarios de la familia de los tripanosomidtidos el
procesamiento del ARNr mayor citopldsmico genera siete moléculas:

83, 248«, S1, 245R, S2, S6 y 54 (B8-10) (Figura 4).

En muchas especies los sitios finales de procesamiento estéan
bien definidos, sin embargo el mecanismo de los diferentes even—
tos de procesamiento y la identidad de los componentes celulares
que median estas reacciones han sido mdas elusivos. Al parecer el
primer paso en la maduracién del ARNr precursor (procesamiento
primario) ocurre dentro del ETE del extremo 5’ (11-13), en el ca-
so del ratén se requiere un complejo formado por varios componen-—
tes entre los gue se encuentran U3 (una peqguefa particula ribonu-
cleoproteica nuclear) (14), nucleolina (15) y al menos cinco poli-
peptidos mds (16). Este evento requiere de estructuras primarias

especificas muy conservadas entre mamiferos. Los procesamientos
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en 3’ de la molécula 188 y en 5’ de la 5.8S8 requieren componentes
diferentes que el procesamiento primario.»En tripanosomatidos

(17) parece ser que diferentes ETIs en la misma molécula son remo-—
vidos por vias distintas ya que se han observado diferencias en

la naturaleza de los extremos (5°—P ¢ S5’ -0H).

En levadura, se ha implicado en la biogénesis del ribosoma a
nueve ARNs nucleares peqguefos (18-20); hasta ahora se ha demostra-—
do que dos de ellos (snRiZ2B, llamado también Ul4, y snR10) estan
involucrados en la maduracién del precursor 35S.

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 relacidn de la estructura con la funcién ha
dirigido los esfuerzos de varios grupos de investigacién hacia la
2lucidacidn de las estructuras secundarias de los ARNs ribosoma-

les de muchas especies.

Estructura secundaria del ARNr mayor

tas 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 los datos experimentales obtenidos de E. cpli y de compa-—
raciones filogenéticas con secuencias de étros organismos. En eu-
cariotes no se ha probado directamente la estructura secundaria
excepto para algunas regiones (21,22) y la aproximacién comparati-
va se complica por la presencia de las extensas regiones varia-
bles.

Sin embargo, se han realizado serios esfuerzos para inferir la
estructura de los ARNs ribosomales eucariotes (5,23-25), incluyen-—

do las regiones variables y los espaciadores transcritos (26-28).

_Consideraciones particulares
En cuanto a los tripanosomdtidos, no se ha establecido con cla-

ridad el mecanismo de reconocimiento para los cortes especificos
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 (17, 51, este trabajo). Por otro la-
do, no se han identiFi:ado la mayoria de los sitios involucrados
en traduccién dentro de estas moléculas, y es importante disponer
de una hipétesis estructural para la inhibicién selectiva y diri-
gida de los ribosomas de estos parasitos en general, y de I. cru-
zi en particular.

En el laboratorio se dispone de clonas gendmicas que obtuvo y

11



caracterizé el Dr. Roberto Herndndez, que incluyen las regiones
codificadoras de 83, 24S«, S1, 2483, S2 y 86 (29). En un trabaijo
previo se secuencid el ADN que codifica para las moléculas S1 y

83 completas (30).

OBJETIVO8 ESBPECIFICOS
Tomando en consideracién todo lo anterior, los objetivos de es-
te trabajo son los siguientes:
~ Elucidar la estructura primaria del DNAr de J._ cruzi que
codifica para las moléculas 24S«, 248fi, 82, S6 vy S4, y la
de los espaciadores transcritos que las separan en la uni-
dad de transcripcidn.
- Generar una estructura secundaria probable, tomando en
cuenta consideraciones de tipo energético y de conserva-

cién de la estructura en procariotes y eucariotes.

12



MATERIALES Y METODOS

La cepa de I. cruzi utilizada fue aislada en La Cruz, Jalis-
co por el grupo del Dr. Jorge Tay, Departamento de Ecologia Huma-
na, Facultad de Medicina, UNAM.

lLas bacterias empleadas para los métodos de clonacidén fueron
las cepas MC1061 y JM101 de la especie E. coli.

Para este trabajo se utilizaron las clonas gendmicas pRTC42,
pRTC32, (29) y pRTC13 (Figura 5), que contienen la secuencia codi-
ficadora de los ARNs ribosomales 24S«x, 24883, S1-83 y 86, y parte
de la secuencia de la molécula S4.

El1 pUCIB (31) fue utilizado como vehiculo molecular para sub-
clonar algunos de los fragmentos que interesaba secuenciar.

LLa subclonacidén para secuenciar s llevé a cabo en los deriva-
dos del fago Mi3: Mi3mpiB y MIi3mpl? (31).

Recuperacidn de ADN a partir de un gel de agarosa de bajo punto de
fusion

El1 ADN digerido fue sometido a electroforesis en un gel de aga-
rosa de bajo punto de fusidn. Se visualizé la banda de interés
con luz ultravioleta y se corté el fragmento. El trozo de gel se
colocdéd en un eppendorf estéril vy se le aRadid 1| volumen de TNE 2X
(20 mM de Tris pH 7.5-8.0, 200 mM de cloruro de sodio y 2 mM de
EDTA pH 8.0). Se fundidé a 65°C S min y se extrajo con fenol-Tris
dos veces; para eliminar el fenol se extrajo dos veces con eter.

El1 ADN se precipitd con etanol y se resuspendid en 20 ul de & 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).

Electroslucidn de ADN a partir de un gel de agarosa

En algunos casos el ADN digerido se sometidé a electroforesis
en un gel de agarosa, se cortd el fragmento de interés y se colo-—
cé en una bolsa de dialisis con TBE 1X (88 mM de Tris—base, 88 mM
de acido bérico y 2.4 mM de EDTA), se sometid a electroforesis en
una camara horizontal duranmte 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 recuperé el contenido de la bolsa
de didlisis y se enjuagd ésta con 5 ml de TBE 1X. El wvolumen to-

tal fue pasado por una columna de BND-celulosa.

Purificacion de ADN a través de una columna de BND-celulosa

lLa BND—~celulosa fue macerada hasta polvo vy equilibrada en TBE
1X., La columna fue montada en una pipeta estéril de 10 ml, sella-
da en la punta con fibra de vidrio, con 250 ul de BND-celulosa.
Se aradieron 3 ml de TBE 1X y posteriormente €l ADN a purificar
fue pasado por la columna 3 veces. bLuego, la columna con el ADN
fue lavada con 4 ml de la siguiente solucién: 0.1 M de LiCl, 10
mM de Tris (pH 7.4), §| mM de EDTA (pH 7.4). Posteriormente el DNA
fue 2luido con 200 ul de esta solucidn: 1 M de LiCl, 10 mM de Tris

(pH 7.4), 1 mM de EDTA (pH 7.4) y 20% de etanol. El eluido fue re-'
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cogido en un tubo eppendorf, se aradieron 600 ul mads de la solu-—
cidén de elucién a la columna y se recogieron en el mismo tubo mez-
clando bien. El1 material se precipité con etanol, resuspendiendo

el precipitado final en 46, 6, 0.2.

Desfosforilacidn del vector

En los casos que el vector se digiridé con una sola enzima, és-—
te se desfosforilé con 0.5 U de fosfatasa alcalina en 250 ul de
Tris 100 mM (pH 8.4) a 37°C durante 3 h, después de 1o cual se re-
alizdé una incubacidn de 25 min a 55°C. Se aRadieron 0.25 U mas de
enzima, se incubd a 37°C por 2 h y & min mas a 35°C. La enzima
. fue extraida con fenol-Tris y cloroformo. E! ADN plasmidico fue

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

Ligaciones en pUC18 y en los vectores derivados de MI3

lLas condiciones de ligacién fueron las siguientes: 0.1 upug de
~vector, 0.1 ug de inmserto (ADN de I._cruzi), 0.7 ul de ligasa
(10 U), 4 ul de amortiguador de ligacién SX y 1 ul de ATP 10 mM
en un volumen de 20 ul ajustado con agua destilada.

La composicién del amortiguador de ligacidon SX fue 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 ligacién se realizé a 14°C durante 18

h.

16



Preparacidn de las bacterias para la transformacidn

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 7.5-8.4) fue resuspendido en 12.5 ml de 0.1 M de clorurc de
calcio a 4°C. Esta suspension se mantuvo a 4°C 30 min, posterior-
mente fue centrifugada y nuevamente resuspendida en 2.5 ml de 0.1
M de cloruro de calcio a 4°C. lLas células se mantuvieron a 4°C

por 1o menos 3 h antes de utilizarlas.

Transformacion

La transformacion fue realizada tomando 100 ul de la suspen-
sidn de bacterias competentes a las cuales se les afnadidé la mez-—-
cla de ligacidn y se dejé reposar 30 min en hielo, realizando des-—
pués un choque teérmico a 42°C durante 90 seg. Después de 10 min a
temperatura ambiente se les amadid 2.5 ml de medio LB y se pusie-
ron en agitacién 50 min a 37°C. 50 ul de bacterias transformantes
se sembraron en placas de medio LB sdlido con ampicilina a SO
ug/ul (el LB tanto sélido como liguido siempre se utilizd con es-—

ta concentracidn de ampicilinal.

Purificacion del ADN plasmidico por método rdpido a gran escala
Se realizé un cultivo de la colonia bacteriama con el pldasmido

de interés en 100 ml de medio LB con ampicilima durante toda la

17



noche. El cultivo fue centrifugado y el precipitado bacteriano
fue resuspendido en 12 ml de una solucién_compuesta por 20 mM de
Tris (pH 8.0), 10 mM de EDTA (pH 7.2) y SO mM de glucosa. Se ara—
dié lisozima a una concentracitén final de 2 mg/ml y se dejé 30
min en hielo. Posteriormente se afadieron 25 ml de 0.2 N de NaOH
en 1% de SDS, se mezcldé bien por inversidén vy se dejé S min en hie—
lo. Se aRadieron 19 ml de una solucién de acetato de sodio 3 M
(pH 4.5-5.0) y se mezclé bien hasta homogenizar. Se dejé | h en
hielo y se centrifugd, se precipitd con dos volumenes de etanol y
el precipitado se resuspendid en 4 ml de &, 6, 0.2. Finalmente se
traté con ARNasa, se extrajo con fenol y cloroformo y se precipi-
té con etanol resuspendiendo el precipitado en 400 ul de 6, b,
0.2,
Cuantificacién del ADN y determinacién espectrofotométrica de su
pureza

El ADN purificado con el método anterior se leyé en un espec-
trofotémetro a 260 nm (1 D.0.=50 ug/ml). La pureza se determiné
leyendo ademds a 280 nm y calculando el cociente 260/280.
Preparacién de las células competentes, transformacién y selec-
cidn de los recombinantes de MI3 con los fragmentos heterdlogos

El1 ADN clonado en los vectores derivados de M13 fue introduci-
do en E. _coli K-12 JIJM101 (31) por transformacién.

En el caso de esta cepa, para obtener cé¢lulas competentes, un

18




cultivo (50 ml) crecido en medio YT (8 g de peptona, 5 g de ex-

tracto de levadura y S5 g de cloruro de sodio para 1 litro) fue
mantenido en hielo 30 min y despueés centrifugado, el precipitado
fue resuspendido en 12.5 ml de 0.1 M de cloruro de calcio a 4°C y
se mantuvo 1 h en hielo. Esta suspensidn fue centrifugada y nueva-
mente resuspendida en 2.5 ml! de cloruro de calcio a 4°C. Las célu-
las se mantuvieron a 4°C por lo menos 1 h antes de utilizarlas.

A 0.3 ml de células competentes se le aradieron S ul de la mez-
cla de ligacién y se deijé reposar 40 min en hielo dando después
un choque térmico a 42°C durante 2 min. Posteriormente se les afa-
did una mezcla que contenia 10 ul de IPTG 100 mM, 100 ul de Blue-
Gal al 2% en dimetilformamida, 200 ul de células frescas y 3 ml
de agar suave (YT con 6 g/l1 de agar).

Las bacterias fueron sembradas sobre cajas de medioc YT. Las
bacterias infectadas por M13 se identificaron por las placas de
crecimiento lento y entre éstas, las que poseian el inserto por
ser translacidas y no azules como las que presentaba M3 sin in-
serto.

Purificacién de ADN de cadena sencilla a partir de las particulas
virales de M13 recombinantas

Un cultivo de noche de la cepa JMIO1 fue diluido 1:100 en me-
dio YT fresco, 3 ml de esta dilucién fueron inoculados con bacte-

rias infectadas por el fago MI3 recombinante de interés. Este cul
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tivo se incubé a 37°C con agitacién durante 4 a S h. Posteriormen-
te 1.4 ml del cultivo fueron centrifugados a 16,000 G durante S
min y los fagos, presentes en el sobrenadante, fueron precipita-
dos con 4% de polietilénglicol (PEG) y 3500 mM de cloruro de so-
dio, dejando reposar esta suspensiodn (después de mezclar bien) a
4°C durante 15 min y centrifugdndola después a 16,000 G durante

10 min. E1 precipitado obtenido fue resuspendido en 100 ul de TE
(10 mM de Tris pH 8.0 y 1 mM de EDTA). Las proteinas virales fue~
ron extraidas con fenol-Tris y cloroformo y el exceso de éstos

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

pitado con etanmol y resuspendido en 20 ul de TE.

Purificacién de ADN plasmidico por un método rdpido (miniprep)

En los casos en que la mezcla de ligacién contenia varios in-
sertos se requirié de minipreps y digestiones para verificar el
tamafo del inserto.

1.5 ml del cultivo infectado con MiI3 recombinantes, incubado
mds de 5 h se centrifugdé a 16,000 G durante 30 a 45 seg. El preci-
tado bacterianoc fue resuspendido en 100 ul de una solucién a 4°C
compuesta por 2 mg/ml de lisozima, 25 mM de Tris (pH 8.0), 1 mM
de EDTA (pH 7.2) y 50 mM de glucosa y se dej6é 30 min a 4°C. Poste—
riormente se amadieron 200 ul de 0.2 NaOH en 1% de S8DS, se mezcld
bien y.se dejd S min a 4°C, Se afadieron 130 ul de una solucién

de acetato de sodio 3 M (pH 4.7-5.0) fria y se mezcld muy bien.
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Se mantuvo 15 min a 4°C vy se centrifugé 8 min a 16,000 G, S guar-
ddé el sobrenadante y se armadieron mé&s de dos volumenes de etanol

frio, se dejd precipitar y se resuspendid el precipitado en 50 ul

de 6, 6, 0.2.

8ecuenciacién de ADN por el método de Banger (33)

La secuencia de ADN fue realizada utilizando el kit de Sequen-
ase (United States Biochemical Corporation).

tl.a hibridacién del primeroc al templado fue realizada incubando
1 a 2 ul del ADN templado de una sola cadena con 0.5 pmol de pri-
mero universal en 10 ul de 20 mM de cloruro de magnesio, 30 mM de
cloruro de sodio y 10 mM de Tris (pH 7.5), a 65°C durante 2 min y
dejando enfriar la mezcla, hasta una temperatura menor de 35°C du-
rante un tiempo minimo de 1 h.

La reaccidén de marcado se llevé a cabo durante 5 a 10 min a
temperatura ambiente, afadiendo al ADN los siguientes reactivos:
2 ul de una solucidn 1.5 uM de dGTP, 1.5 uM de dACTP y 1.5 uM de
dTTP; 1 ul de 0.1 M de ditiotreitol; 1 ul de 10 uM de dJdATP S’ -
(«=32P) 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 B0 uM, dCTP 80 uM, dTTP 80uM, dATP 80 uM, ddATP 8 uM vy
clo?uro 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 BO uM, ddCTP 8 uM vy
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 80O uM, dTTP 80 uM, dATP BO uM, ddTTP B8 uM y clo-
ruro de sodio 50 mM.

Se precalentaron los cuatro tubos a 37°C durante al menos 1
min, Jjusto antes de que finalizara la reaccién de marcado.

Al concluir la reaccidén de marcado, 3.5 ul de ésta se coloca-—
"ron en el primer tubo y la mezcla resultante se reincubdé a 37°C
durante un tiempo de 5 a 30 min, Este paso se repitié con cada
tubo.

LLa reaccion fue detenida con 4 ul de una solucidén compuesta
por: 95% de formamida, 20 mM de EDTA, 0.05% de xilén cianol vy
0.05% de azul de bromofenol, y se mantuvo en hielo hasta realizar

la electroforesis de secuencia.

Electroforesis de un gel de secuencia de ADN
Las muestras previamente calentadas a 80°C durante 2 min, fue-
ron cargadas en un gel de 0.4 mm de grosor compuesto por 7.6% de

acrilamida, 0.4% de bis acrilamida y S50% de urea ultrapura en TBE
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1X.

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.

Purificacién de las moléculas da ARNr

Se llevé a cabo en un gel de acrilamida al 3.5% en TBE/Urea 7
M. La muestra, gue contenia 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 aplicacidn.
El gel fue precorrido 2 h a 200 V y la electroforesis se llevd a
cabo a 40 V durante B h a temperatura ambiente. E1 material se
visualizd mediante la transluminacidén con luz ultravioleta del
gel previamente teRdido en bromuro de etidio (3 ug/unl). La banda

de interés fue recortada.

Elucidén del ARN
El ARN fue eluido en un amortiguador gque contenia 8DS al 0.3%,

cloruro de sodio 0.14 M y acetato de sodioc 0.05 M (pH 5.1), a

37°C durante toda la noche. Se recuperd el sobrepadante y se dejd
30 min en hielo—-sal, posteriormente se centrifugsé y el sobrenadan—
te se precipitd dos veces con etanol. El precipitado final fue re—

suspendido en agua (@l agua gque se.utilizé en todos los experimen—
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tos con ARN fue tratada con dietil pirocarbonato).

Fosforilacidén del ARN

El ARN fue fosforilado in_vitro (34), mediante la enzima cina-
sa del fago T4 que transfiere el fosfato gamma del ATP (en este
caso 32P) a los extremos S’ hidroxilos del ARN. Con el objeto de
generar extremos 5’0H, las moléculas de ARN fueron desfosfatadas
utilizando la enzima fosfatasa alcalina en Tris 20 mM (pH 8.4) du-
rante 1 1/2 h a 37°C y posteriormente fue extraida con fenol- clo-
roformo (1:1). La reaccidén de fosforilacién se llevé a cabo con
1.0 ug de ARN, 10 U de cinasa y 600 uCi de 32P—gammaATP (7000 Ci/

mmol) en 25 ul de Tris S0 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 37°C la reaccién fue detenida en acetato de amonio 4 M y
el ARN se precipitd dos veces con etanol frio. El precipitado fue
resuspendido en 10 ul de Urea 7 M/EDTA | mM/xilén ciamol y azul
de bromofenol al 0.05% cada uno.

El 32p-ARN fue sometido a electroforesis en un gel de caracte-
risticas similares al que se utilizé para la purificacioéon de las
moléculas a partir de ARNr total, con el fin de eliminar marca li-
bre y productos de degradacién. Al término de la electroforesis
el gel se expuso a un film de rayos X durante 7.5 min y se utili-

z6 la autoradiografia como guia para cortar las bandas correspon-
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dientes. La banda se eluyd bajo las condiciones que se menciona-—
ron anteriormente.

Antes de resuspender el ultimo precipiﬁadn se contd la radio—-
actividad obtenida, que fue de 107dpm y el ARN se resuspendidé en

agua a una concentracién de 5 X 109 dpm/3 ul.

Bacuanciacién del ARN (35)

lLa secuencia del extremo 5’ de las moléculas Si, S3 y S4 fue
realizada utilizando el sistema de secuenciacidén de ARN de BRL
(Bethesda Research Laboratories).

La hidrélisis alcalina fue realizada incubando el 32P-ARN

7.3 X 105 dpm) en 10 pl de SO mM de bicarbonato/carbonato de so-
. dio (pH 2.2), a P0°C durante 7 min. La reaccién se detuvo en hie-
lo vy se le aRadieron a la mezcla 10 ul de Urea 7 M/EDTA | mM/xi-
lén cianol y azul de bromofenol al 0.05% cada uno (amortiguador‘
de muestra).

Las mezclas de digestidn se realizaron como sigue:

- En el primer tubo se colocd, 2 pl de citrato de sodio 0.20 M
(pH 5.0), 14 ul de amortiguador de muestra, 1| ul de ARNt (S5
ug/ul) vy 3 ul de S2P-ARN.

- En gl segundo, 2 pnl de citrato de sodio 0.25 M (pH 3.5, 14
ul de amortiguador de muestra, 1 ul de ARNt y 3 ul de 32p-aRN,

- En el tercero, 2 ul de 0.1 M NazP04/0.1 mM EDTA, 2 ul de

ARNt, 11 a1 de agua y &6 ul de S2P-pRN.
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- En el cuarto, 2 ul de citrato de sodio 0.25 M (pH 5.0), 1 ul
de ARNt, 11 ul de agua y 6 ul de S2P-ARN.

Para las reacciones enzimadticas se tomaron 4 pl de las mezclas
de digestién mas 1 pnl de la enzima correspondiente (2 U/ul).

Tubo 1: ARNasas Phy My Ti

Tubo 2: ARNasa U2

Tubo 3: ARNasa CL3

Tubo 4: ARNasa B. cereus

También se colocd un control con 4 ul de cualquiera de las mez-—
clas sin enzima.

Las mezclas con las ARNasas T1, Phy M, U2 y B. cereus se incu-
baron 15 min a 55°C y la que contenia la ARNasa CL3 se incubd a
37°C también 15 min. Al teérmino de ese tiempo se anadid a las mez-—
clas de CL3 y B. cereus 5 ul de amortiguador de muestra. Todas
las reacciones fueron congeladas en hielo seco y posteriormente

mantenidas a -20°C hasta realizar la electroforesis.

Electroforesie de un gel de sscuencia de ARN

El gel utilizado fue de 0.4 mm de grosor, compuesto por 19% de
acrilamida, 1% de bis acrilamida y S0O% de Urea en TBE. Antes de
colécar las muestras, se efectud una precorrida de 3 h bajo un
voltaje de 1000 a 1500 V. Las muestras se calentaron 30 seg a
90°C y se cargaron 5 ul de cada reaccién. La corrida fue realiza-

da durante un tiempo de 4 h a 1500-2000 V.
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8acuencia de la molégcula 84
Parte de la secuencia de este ARNr se realizd en el laborato-
rio con la metodologia descrita y fue ccmbletada con el reporte

de Galvén y colaboradores (36).

Generacidn de estructuras secundarias del ARN

Para obtener las estructuras se aplicaron algunas reglas bédsi-
cas: a) los apareamientos que se consideraron fueron G-C, A-U vy
G-U, b)) las hélices se formaron con un minimo de tres pares de
bases y c) los "loops" terminales se formaron con al menos tres
nucledtidos.

La estructura secundaria de las regiones constantes se llevé a
cabo siguiendo los modelos universales ya reportados (24,25), ya
que la aproximacién comparativa, a traves de la prueba de los cam-—
bios compensatorios aplicada a secuencias homdélogas, es el instru-—
mento mas potente para el establecimiento de una estructura secun—
daria.

En cuanto a los espaciadores y las regiones variables de mayor
tamafo, la estructura secundaria se obtuvo con la ayuda de un pro-
grama de Zuker (37) que utiliza las tablas de energia de Ninio

(38).
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REBULTADOS Y DISCUSION

8ecuencia primaria

Se secuenciaron 6362 nucledtidos siguiéndo 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 pococ ma=-
yor en las secuencias no codificadoras.

El alineamiento de las secuencias con otras va reportadas, per-—
mitid localizar las 13 regiones divergentes identificadas por
Michot (23), distribuidas como indica 1a figura 7. Cabe recalcar
que algunas de estas secusncias se procesan en tripanosom&tidos,
.Y por tanto son espaciadores transcritos internos (ETIs); este es
el caso, de acuerdo con la nomenclatura de Michot et al. (23), de
las regiocnes D7bl (ETI 3), D7c (ETI 4), parte de D11 (ETI S) vy
parte de D12 (ETI &6 y ETI 7) (Figura 7).

Vieira de Arruda y colaboradores (39) publicaron la secuencia
de la molécula 24Sx de una cepa diferente de T. cruzij; al compa-
rar con nuestros datos observamos muy pocos cambios en las regio-
nes constantes, no asi en las variables. Sin embargo estas alti-
mas se pueden doblar de manera muy similar en las dos cepas.

La secuencia de las regiones constantes, incluida la molécula
S84, mostré una homologia .del 97% con la reportada para Crithidia

fasciculata (17).
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Figura 6. Estrategia de secuencia. 8e indican como pRIC4?, pRi1C32
y PRTC13 los insertes de las respectivas clonas en
puUCIe.



Figura 7.

Secuencia de las clonas pRTC42 vy pRTC32. Las regiones
codi ficadoras se indican encuadradas: las secuencias

subrayadas tambien fueron determinadas por secuencia

directa de ARN. Se indican en letra mas oscura las

regiones divergentes localizadas dentro de las secuen-
cias codificadoras.
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Estructura secundaria

Para facilitar sl estudio de este aspecto dgl ARNyr se suele di-
vidir a la molécula mayor en siete dominios estructuralmente rela-
cionados.

La mayoria de los dominios se doblaron siguiendo un modelo ya
reportado para Xenopus (5); entre los ajustes que se hicieron des
taca el dominio IV integro, cuya estructura secundaria se basé en

el modelo universal para esta regidén de de Lanversin (24).

a) Dominio 1

En el dominio 1 se localizan las siete primeras regiones varia
bles. indicadas en la figura 3. l.a tercera de ellas se procesa co-
mo en casi todos los eucariotes, de tal manera gue este dominio
estd integrado por la molécula 5.88 (83 en T. cruzil) y el extremo
5’ del ARNr 245« (Figura 8). En el caso de la molécula S3 existe
una regién, la llamada hélice F, rica en G+C (40) gue varia entre
especies relacionadas (segunda region variable en la figura 3) vy
contiene una insercién en tripanosomidtidos y dipteros. Esta se—
cuencia es eliminada en Drosophila, Sciara y otros dipteros, de
tal manera que su ARNr 5.8S maduro se encuentra en dos fragmentos
(5.88 vy 2S8); en tanto que en tripanosomatidos la insercidén se en—
cuentra en la molécula madura, lo que hace que 1 ARNr 5.88 de es-
ta familia sea el de mayor tamafo reportado hasta ahora.

LLos datos bioquimicos obtenidos en el laboratorio indican una
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interaccién por puentes de hidrdédgeno entre las moléculas 5.688 y
248x, ésto concuerda con el modelo de estructura de esta regidn,
en el que tanto el extremo S’ como el 3’ del ARNr 5.88 estan uni-—
dos a la molécula 248«.

Las cuatro ultimas regiones variables de este dominio se loca-
lizan ya en 24Sax y corresponden a la regidén identificada como D1,

donde ocurre un procesamiento en el protozoario E._gracilis.

b) Dominio I1I
El dominio Il ocupa una porcidn interna de 248« (Figura 9) vy
en @1 est4n incluidas las tres siguientes regiones variables, la

. primera de ellas ha sido identificada como D2, sitio de un proce-

samiento en E, gracilis y Prorocentrum_micans (41), y es muy com-
plejia en eucariotes superiores (26); las otras dos corresponden a

D3.

c) Dominio III

l.as siguientes siete regiones variables se encuentran en el
tercer dominio, tres de ellas corresponden a las secuencias di-
vergentes D4, DS y D63 uno de los sitios de procesamiento en E._.
agracilis se localiza en DS.

También en este dominio se haya el sitio de interaccién del an—
tibiético tiostreptona que bloquea la asociacieén de EF-2 al ribo-

ma (Figura 10).

35



"4 BB T4

c A
v
)
C oA A
C ‘G
A ‘G
"o
A AU U A
c
G
G ADOM1

[3 LY
a A C A ArA AC ooUG A
QUCCCELUA OC WU
SILELE 1 110
CACCTCCGY GG AMA

D2




Figura 10,

A -
A A w ca
A UGA AG
< T L el
s ACU W UCT KGCUALNIE

ws S3 24Sa S§1 2450 S2 S6 sS4

- " o 0
DoM il



d) Dominio IV

El dominio IV o central esta integrado_por el extremo 3’ de
24Sx, la molécula Si completa y el extremo 53’ de 24S8, la interac-
cién entre los ARNs ribosomales 248« y 2488 (Figura 11) es apoya-
da por datos experimentales. Este dominio muestra siete regiones
variables, la segunda coincide con D7a, sitio de procesamiento en
artrépodos y en Euglena. En tripanosomatidos se elimina parte de
D7b y la regién D7c completa (ETIs 3 y 4) generadndose el ARNr S1,
que a su vez contiene tres regiones variables, en una de las cua-

les existe una discontinuidad en Euglena.

e) Dominio V

E£n el dominio V se localizan s6lo dos regiones variables, aun-
que una de ellas, DB, es muy extensa y compleja en eucariotes su-
periores (26). También aqui se localiza una regién que, por evi-
dencia en otras especies, s& sabe que se asocia por puentes de hi-
drégeno con la molécula S8 (Figura 12). En T. cruzi existe por 1lo
menos una regién de quinée nucledtidoé del extremo 3” del ARNr 58

(42) complementarios a la zona indicada en la figura.

) Dominio VI
€l dominio VI ocupa una porcidén interna de 248@ (Figura 13) vy
en él estdn incluidas las tres siguientes regiones variables; la

primera de ellas ha sido identificada como D9, sitio de un proce—
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samiento en E. gracilis, y la segunda corresponde a DiQ. Tambieén

en este dominio se haya el sitio de la peptidil transferasa, don-

de se forma el enlace peptidico.

g) Dominioc VII

tLas siguientes cuatro regiones variables se encuentran en el
ultimo dominio, dos de ellas corresponden a las secuencias diver-
gentes D11 y D12. En éstas se localizan sitios de corte en tripa-
nosomatidos y Euglena; para este Galtimo protozoario existe otro
procesamiento dentro del dominio VIi. En la molécula 82 se situa
un segmento de 14 nt que es casi universal, esta regién es el si-
. tio de accitn de dos toxinas gque inhiben la sintesis de proteinas
{(x-sarcina y ricina) probablemente blogusando la accidén de los
factores de elongacién EF-Tu y EF-G en procariotes y EF-1 y 2 en
eucariotes (Figura 14).

La unica interaccidn entre dominios que parece probable es la

que hay entre el 11 y el IV.

Regiones variables y procesamiento

Al anmalizar en su conjunto la molécula mayor ribosomal, es de
notar que todas las regiones variables se encuentran aisladas den
tro de la sstructura secundaria y en general forman hélices inde-
pendientes.

Ademas de los conceptos divergente y variable, se ha utilizado
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otro que por su significado tiende a desaparecer: segmento de ex-—
pansidén. Los asi llamados se definieron como secuencias mayores
de veinte nucledétidos gque se encuentran u;icamente en eucariotes
(5). Lo impractico 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 nucledtidos
gue quedan excluidas. El1 uso de los términos globales, regidn di-
vergente o variable, es mucho mds adecuado.

Ahora bien, siendo que los diferentes ARNs ribosomales son un mo-—
saico de secuencias con diversos grados de variabilidad, y que por
otro lado, todos sus sitios funcionales han sido localizados en las
regiones constantes, cabe preguntarse por e] origen y la funcidn de
los segmentos divergentes.

{8e han encontrado siempre las secuencias divergentes en el
ARNr? {Tienen alguna funcidén? A este respecto, las opiniones son
encontradas, una de ellas se inclina a explicar las caracteristi-
cas de estas regiones pensando en una funcidén especie especifica
(26). Por el contrario, Clark es de la opinién (43) de que actual-

mente estas regiones no tienen ninguna funcidn en el ribosoma ma-

duro y son remanentes de secuencias que en un principio mantenian

unidas las porcionas funcionales de ARN en el ribosoma.

Una conclusidén las regiones variables son dispensables al menos

en lo que toca a la funcién ribosomal béasica vy las restricciones
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funcionales sobre la estructura primaria son minimas, 1o que permite
tanto una gran diversidad como su eliminacioén.

El patrén de interdispersidn de los dominios conservados y va-
riables sugiere que las moléculas de ARNr estdn construidas en
una manera modular. Esta impresion se refuerza por la existencia
de los ET1s, cuya eliminacidén genera dominios estructurales indi-
viduales y por los rearreglos gendémicos de dominios individuales
del ARNr (44, 43).

éCual fue el origen de los ETIs? Un punto de vista es que fueron
adgquiridos por los genes de ARNr que eran originalmente continuos,
y fueron tolerados por las reducidas restricciones funcionales que
existen en los sitios de introduccidén. Otra postura que no excluye
a la anterior, es que los ETIs son reliquias evolutivas de una or-
ganizacidn modular de los genes ribosomales primordiales; esta opi-
nidén es atractiva porque provee una explicacidn para dos caracteris-—
ticas uUnicas de las moleéculas ribosomales: a) su gran tamafo y b) la

interdispersién de regiones variables y conservadas.

Estructura tridimensional y sitios funcionales

L.a subunidad grande muestra varias caracteristicas morfoldégi-
cas bien establecidas tales como la protuberancia central y dos
protusiones.

LLa comparacidén de secuencias de los ARNs ribosomales a través

de un amplio espectro filogenético reveld varias secuencias de 10
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a 20 nucledtidos esencialmente invariables; este grado de conser-—
vacién es esperado para moléculas que llevan a cabo alguna fun-
cién crucial, y el que se encuentren sobre la superficie del ri-
bosoma es consistente con st participacidén en la funcién ribosomal.
Aun mds notable es la similaridad entre las estructuras ssecunda-—
rias, lo gue implica un alto grado de conservacién en la estruc-
tura tridimensicnal del ARNr.

La idea de que 2l ARNr es simplemente un andamiaje para el en—
samble de las proteinas ribosomales se ha modificado, ya que hay
amplia evidencia biogquimica, genética y filogenética que apovya el
punto de vista opuesto: es el ARNr, mas que las proteinas, el que

- define la funcidn ribosomal. El efecto de las proteinas ribosoma-
les es importante pero indirecto, probablemente sobre el doblado
y conformacién del ARNr en regiones funcionalmente implicadas
(46) .

En su forma conceptual mas simple, el mecanismo de traduccidén
debe contener tres eventos fundamentales 1levados a cabo a partir
de interacciones entre ARNm, ARNt y ARNr: reconocimiento codén-an-
ticodén, formacidn del enlace peptidico y movimients del ARNt y
ARNmM en relacidn al ribosoma. Un mecanismo tal es consistente con
la idea de que la traduccidén evoluciond a partir de sistemas pre-
existentes basados en ARN.

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

decir, la formacidén del enlace peptidico ocurre en la otra subunpi-

dad.

a) Interaccidén coddn—-anticoddn

Los resultados experimentales indican que la unidén del amino-
acil-ARNt ocurre en dos pasos: durante el primer paso, el antico-
dén interactua con el ARNm y el sitio A de la subunidad pequefa,
mientras el EF-Tu, que forma un complejo ternario con GTP y el
aminoacil-ARNt en procariotes, interactua con el ARNyr de la subu-
nidad grande (estado A/T). S6lo después de la hidré6lisis del GTP,
cuando se libera EF—-Tu.GDP, la unidn del aminoacil ARNt se comple-
ta y su extremo aminoacil interactia con el ARNr mayor en la re-
gidén de la peptidil transferasa (47).

Los factores de elongacidn EF-Tu y EF-G compiten uno con otro
para unirse a los ribosomas. EF-G protege algunas bases (Gygss,
Azee0 Y Boppy? en el loop muy conservado del dominio VII que
contiene el sitio de accidén de las citotoxinas «-sarcina y rici-
na, esta proteccidén se sobrelapa con la detectada para EF-Tu, quse
ademas proteje a ARZ4eS en el mismo dominio (47). Ya gue ambos fac-
tores estan involucrados en eventos relacionados con la GTPasa ri-
bosomal, es probable que el loop de la a—-sarcina quizd esté invo-

lucrado en esta funcidén.
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b) Peptidil transferasa

Hasta ahora los experimentos no han podido demostrar una aso-—
ciacién especiFica"entre proteinas ribosomales y peptidil transfe-
rasa (48). Por otro lado, una vez que se reconocid que el ARN po-
dia funcionar cataliticamente y que el proceso de transpeptida-
cidn era similar a la transesterificacidn, fue légico pensar en
un papel catalitico para el ARNr en la formacién del enlace pepti-
dico. Por lo tanto, la investigacidn se ha enfocado en la identi-
ficacién del centro de la peptidil transferasa en el ARNr, en la
esperanza de entender su estructura, y conocer el mecanismo por
el que se forma el enlace peptidico.

Se han identificado en el centro del dominio VI (Figura 13) mu-
taciones en una sola base que confieren resistencia a cloranfeni-
col y anisomicipa, inhibidores especificos de la peptidil transfe-—
rasa (49). La evidencia de que el ARNt estd interactuando con es-
ta regidn via su extremo CCA (50) refuerza la idea de que el domi-
nio VI es una parte importante del sitio de la peptidil transfera-
sa.

lLa regidn implicada contiene varios nucledtidos conservados
universalmente y las mutaciones en E. coli Appeo~>C ¥ Apyso—>C
son letales; se ha sugerido que los defectos ocurren en el sitio
de interaccidén con la subunidad pequeda y que el sitio de la pep-

tidil transferasa se encuentra en la interfase. Vernamicina B
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también protege A 2 en el dominio II, implicando que esta re-—

75

gién estd muy cerca del loop central del dominio VI, lo cual se
ha confirmado por cross—linking directo. Si se mira el ribosoma
del lado de la subunidad peguefa, la regidén de la peptidil trans-
ferasa 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 (dimensidén del ARNt) del sitio de decodificacidn.

c) Translocacién
Después de la reaccidén catalizada por la peptidil transferasa
2l ARNt desacilado se une a diferentes sitios en las dos subunida-
des: permanece en el sitio P en la subunidad pequefa pero ha mi-
grado al sitio E en la grande (estado P/E de unién), mientras el
ARNt aceptor ocupa el sitio A en el ARNr 238 (estado A/P). Este
paso ocurre espontdneamente y es independiente de factores o GTP.
En e1 segundo paso, los peptidil ARNs de transferencia y el ARNm
asociado se mueven con respecto a la subunidad pequeda (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 catalizan el movimien-—
to de ambos ARNs de transferencia con respecto a la subunidad pe-
quela. Por experimentos de proteccién se ha determinado gue el si-
tio de interaccidén de EF-G con el ARNr 238 de E. coli es alrede-
dor de las posiciones Ajpe7 ¥ P1ose (dominio III) (49). Ademas
la tioestreptona interacciona con la regidn 1067 (dominio III) e
' 3 ¥a BERE
N TECH
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a)

b)

gura 15. A.
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Modelos para el movimiento del ARNt durante la tra-—
duccidén: a) Modelo del sitio hibrido y b) Modelo al
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entre las subunidades.

Localizacion aproximada de los sitios A, P, v E en
el ribosoma, vista desde la subunidad peguefa. El
4rea sombreada muestra el sitio aproximado de inter
accion de EF-Tu.



inhibe la sintesis de proteinas interfiriendo con la formacidén del
comple jo EF-G.GTP.ribosoma.

En conclusidén, parece haber al menos seis estados de unién pa—
ra el ARNt: A/T, A/A, A/P, P/P, P/E y E, vy debido a la naturaleza
del proceso de traduccidén, el ARNm y el ARNt deben moverse en re-—
lacidén al ribosoma. Ahora bien, este movimiento puesde ser de va-
rias formas, el ARNt gquizd se flexione, tal vez alguna regién de
las subunidades ribosomales se mueva o gquizd la interaccidén entre
las dos subunidades cambie.

Este mecanismo lleva a la posibilidad de gque la translocacion
quizd involucre movimiento relativo de las subunidades, explican-
- do la arquitectura de dos subunidades de todos los ribosomas (Fi-

gura 15).
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