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l. RESUMEN 

La estruct\lf"d de la cromatina ha sido estudiada extensamente, principalmente en eucariotes 

superiores. En base a dichas investigaciones, se ha planteado un modelo consistente para los 

diferentes niveles de organ¡,,¡ción de la cromatina en el que la unidad estructural es el nucleosoma. 

E."113 entidad está constituidA por un octámero de cuatro tipos de proteínas básicas, las histonas, 

y un segmento de ADN de alrededor de 200 pares de bases. El ADN da dos vueltas sobre la 

superficie externa del octámero y su trayectoria es sellada por un quinto tipo de histona. 

Aunque el nuclcosoma es una partícula bastante conservada en cucariotcs superiores, hay 

cada vez mas evidencias de que existen diferencias importantes tanto morfológicaCi como 

bioquímicas en eucariotcs inferiores. Dichas diferencias pueden ser atribuidas al componente 

proteico de la cromatina: las histonas. 

Estudios previos en Trypanosoma cruzi muestran un comportamiento estructural de su 

cromatina que parece diferir sustancialmente al de otros eucariotes superiores, por lo que en el 

presente estudio se realizó una Citrackriz.adón electroforética y de composición de aminoácidos 

de las histonas de este organismo. Se encontraron diferencias en el patron electroforético de las 

nucleoproteinas de T. cruzi en dos sistemas distintos. Se determinó la basicidad de cada una de 

las proteínas básicac; mediante clectroenfoque. La comparnción de la composición de aminoácidos 

de estas proteínas con las histonas del núcleo nucleosomal de eucariotes superiores mostró un 

aceptable grado de homología con las histonas H3 y H4. No obstante la divergencia con H2A y 

H2B y las histonas tipo H 1 es muy grande. 



Una banda de alta movilidad, H6-u, que babfa sido reportada por otros autores como una 

posible Hl re.<ultd tener un tamaño similar a las histonas del. núcleo nuceosomal. Esta proteina 

posee características muy peculiare.< ya que su alta basicidad no refleja su cootenido aparente de 

aminoácidos. 

También se reporta, por primera vez, la presencia de una protcina que por su tamaño y 

riqueza relativa de lisina se asemeja más a las histonas del tipo H 1 que las que describen otros 

autores. 

Los resultados de este trabajo apoyan la noción de que T. cmzi posee un grupo completo 

de histonas que, aunque muestran diferencias notables con respecto a las de eucariotes superiores, 

comparten características funcionales esenciales. Estos datos plantean una caracteriucil~n más 

profunda de la estructura de la cromatina de este panísito a fin de tener un mayor entendimiento 

de sus mecanismos de expresión génica. 



2. INTRODUCCION 

2. 1 Estructura de la cromatina 

La cromatina de organismos eocmiotes ha sido ampliamente estudiada a nivel moñólogico 

y bioquímico. Esto ha conducido a establecer un modelo estructural que propone una organización 

en subunidades repetidas regularmente llamadas nucleosomas. Estas son el resultado de la 

interacción entre el ADN y un grupo de proteinas básicas llamadas histonas (Gasser, 1987). 

Así pués, el nucleosoma es la unidad fundamental de la cromatina y está constituido por 

un segmento de ADN, cuatro pares de las histonas H2B, H2A, H3 y H4 que forman una 

estructura llamada núcleo nucleosomal, así como una molécula de un quinto tipo denominada HI 

que se localiza en el espacio internuclt:0somal. Esta organización se encuentm consistentemente 

a travé.• de las especies estudiadas (Richard, 1984). 

El papel de las histonas del núcleo nucleosomal está asociado principalmente con la 

estructura del nucleosoma, mientras que la función más importante de la histona Hl es la 

formación del filamento nucleosomal y de la estructura solenoidal o condensada de la cromatina 

(Thomas, 1983). 

Esta visión ha sido conformada principalmente de los estudios realizados en eucariotes 

superiores y planta<, debido a que la rnetodologfa utilizada en estos sistemas biológicos permitió 

un aislamiento relativamente fáci1 para ta caracterización del material genético. Sin embargo, el 

estudio de Ja cromatina en eucariotcs inferiores ha sido un proceso más lento debido a las 
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dificultades inherentes que implica su aislamiento, por lo que hasta recientemente se han 

encontrado cada vez más evidencias que revelan importantes diferencias estructurale.'i de su 

cromatina con re!<.-p(:cto a organismos filogcncticamcnte superiores. 

A fin de realizar un análisis comparativo entre diferentes clases de organismos, es 

nece.~rio revisar las camctcrfsticas máo,; relevantes que posee la cromatina de cucariote.'i superiores 

como sistema de referencia, haciendo énfasis en el papel de las histonas. 

La elucidach~n de la estructuni. cromatínica en eucariotes !\upcriorcs se llevó a caho en hase 

a evidencias experimentales surgidas de lineas independientes de investigación y que 

proporcionaron consistencia al modelo resultante. Esta estrategia se haSlS en estudios de 

microscopía elcctn5nica, digestión de la cromatina con nucleasas y la reconstitución de la 

cromatina y partículas nuclcosomalcs con histnmts en solución (Kornherg, 1977). 

2.2. Microscopía electrónica 

Thoma y Cuis. (Thoma, 1979). descrihicron los resultados <le un e."tudio si!<.1emático de 

los efectos de la fuerza iónica en la morfología de la cromatina íntegra y de la cromatina carente 

de Ja histona J I1. Estos autorc.\ cncontrn.ruu l(Ut: ta cromatina se repliega progresivamente desde 

un filamento de nuclcosomas a una cunccntraci<>n de alrededor de 1 mM de sal monovalente, 

pasando por estructuras intermcdia'i hclicofülalcs, hasta terminar como una fihra gruesa de 250 

o de diámetro, a una cuncentrnción de 60 mM de :mi. 

La cromatina que carece de HI también se cunden~ a me<lida que aumenta la fuerza iónica 

pero no de manera tan densa ni formando estructuras tan definidas como la cromatina completa. 
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En este estudio, se demostró que la trayectoria de la cadena de ADN iniciaba y terminaba 

en et mismo punto del nucleosoma, sugiriendo la existencia de un mecanismo para sellar el sitio 

de entrada y salida de la cadena de ADN, concluyéndose que la HI estabiliza el nucleosoma. 

Estos hallazgos concuerdan con los multados de cristalograffa de rayos X sohre la 

estructura interna del nucleosoma realizados por Finch y Klug (Finch, 1978a; Klug, 1977), 

generando el modelo del nucleosoma, donde la H 1 está unida a la región en el punto en que se 

completan tas dos vueltas del DNA. Esta partícula constituye el nucleosoma y tiene 166 pares 

de bases (pb). 

2.3. Digestión con nucleasas 

El uso de algunos tipos de nucleasas, principalmente la nucleasa de micrococos y la de 

estafilococos, en los c.'1Udios de Hewish y Lutter (Hewish, 1973; Lutter, 1979), proporcionaron 

ta evidencia bioquímica de una estructura constituida por elementos repetidos de la cromatina. 

El patrún electroforético de digestión de cromatina con nucleasas genera segmentos de ADN que 

son múltiplos del fragmento más pequeño ohtenido en condiciones controladas de la acción 

enzimática, que c.• de 166 ph y corresponde al mononucleosoma. Otra barrera a la digestión se 

encuentra a los 146 pb, denominado núcleo nucleosomal. Si la uigesti6n continúa, desaparece esta 

partícula y se generan partículas sub-nucleosomales. 



2.4. Reconsfüución de cromatina 

Por otra parte, Kornberg y Cols. (Kombcrg, 1974a; Kornberg, 1974b) demostraron que 

las histonas se ac;ocian en solucidn siguiendo un patrón ~-pecflico. La H3 y la H4 de timo de 

ternera forman el tetrámero (H3) ~(H4), al interaccionar un par de cada una. Además, encontraron 

que un complejo de estos tetrámeros con oligómeros de H2A, H2B y DNA producen el patnln 

característico de rayos X que tiene la cromatina y que la presencia de tetrámeros y oligómeros es 

necesaria para genemr c.\1a estructum. Estos ~1udios mo~tmron que la histona H t. aparentemente 

no participa en la formacMn de la partícula nuclernmmal. 

Lac; conclusiones a que llegaron los autores son que la H3 y la H4 forman una estructura 

especifica que cons1ituye el núcleo del octámem. La H3, H4, H2A y H2B actuan juntas y forman 

con un segmento de DNA la e.'ilructum repetida n...~ponsahle del patn~n de rnyos X que caracteriza 

de la estructura de la cromatina. Estos experimentos estahlecicron la manera en que e!<i1án 

organizados los nucleosomas en la fihrn de la cromatina. 

2.5. El nuclcosoma y el filamento nucleosomal 

El arreglo lineal repetitivo de nucleosomas es una fthra de 10 nm t.le diámetro, llamada 

filamento nuclcosomal. Cada nuclcosoma contiene alrededor de 200 pb de ADN (la longitud varia 

desde 166 a 241 ph, dependiendo del organisml>) a"iociado con el octámero de proteinas que se 

de.«:ribió anteriormente. El DNA está organizado en 2 vueltas de alrededor de 166 pb, que son 

selladas por la unión de Ja histona H 1 en los puntos de entrada y salida dd ADN. Los 34 pb de 

bases restante.• de DNA (cuando el valor de repetición es de 200 pb) comprenden el DNA 

concatcnador que conecta un nuclcosoma con el siguiente y aporta una región del sitio de enlace 
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de H l. La longitud del concatenador puede variar desde casi cero hasta alrededor de 80 ph de las 

cromatinas de diferentes fuentes (McGhee, 1980). 

La estructura nuclcoproteica de la cromatina aparenta un collar de cuentas obsrevada al 

microscopio electrúnico y la alternancia del ADN altamente protegido (núcleo nuclcosomal) y el 

ADN má.• expuesto (concatenador), explica Ja susceptibilidad diferencial del ADN a las nucleasas, 

como Ja nucleasa micrococal (Komberg, 1977; Jgo-Kemenes, 1982; Thomas, 1983). 

La digesti6n completa de todos los DNA concatenadores da origen a una sola población 

de mononucleosoma'i, mientras que la digestión parcial genern poblaciones de oligonucleosomas 

de diversos tamaños, que pueden fraccionarse por sedimentación mediante gradientes de sacarosa. 

Los mononucleosomas que contienen Ja longitud completa de repetición del ADN (p. ej. de 200 

ph en hígado de rata) pueden ser cortados cxonucleolíticamente por nucleasa de micrococos en dos 

etapas discretas, primero en 166 pb y finalmente en 146 ph, Jo que indica que las interacciones 

histonas-ADN propnrcionan obstáculos a una mayor digestión. Las partfculas de 166 pb y 146 ph 

son denominadas, respectivamente, el cromatosoma y el núcleo nucleosomal. Esta última no 

contiene HI, demostrando que los 10 pb de Jos extremos del ADN del cromatosoma participan 

en la unión a H 1 (Allan, 1980). 

Los trnhajos de difracción de rayos X de cristales simples, combinada con microscopía 

electrónica, realizados por Finch (Finch, 1977 y 1981) y los de difracción de neutrones hechos 

por Bentley (Bentley, 1981) muestrnn que la partícula del núcleo nucleosomal tiene forma 

cilíndrica de 11 nm de diámetro y 5.5 nm de altura y contiene dos vueltas de ADN con alrededor 

de 80 ph por vuelta. 
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La manera en que se encuentra Ja cadena de nucleosoma en Ja forma extendida de la 

cromatina se muestra en Ja figura 1. La unión de H 1 en los puntos de entrada y salida del ADN 

en el nucleosoma, á través de su dominio central glohular (Allan, 1980), explica la apariencia de 

zig:zág en micrografías electrónicas del lilamento nucleosomal en condicione.• de haja fuerza 

ionica, en contraste con la apariencia de cuentas sohre un collar del filamento carente e.le H 1 

(Thoma, 1979). 

Las micrografías elcctrdnicas de cromosomas en rnetafase y de secciones delgadas de 

núcleos en interfüse en ausenciá de agentes quelantcs (Ris, 1979; Davis, 1976), así como las 

preparaciones de cromosomas en metafase (Raltner, 1978), sugieren que el siguiente nivel de 

plegamiento del filamento nucleosomal (Ja "estructura de orden superior") es la fihra de 25 a 30 

nm. La naturaleza de este plegamiento ha sido ohjcto de cierto dehatc pero en general existe 

acuerdo en que la HI es esencial para ta formacilSn del mismo. La mayor parte de la evidencia 

apoya el modelo solenoidal, en el que la fibra de IO nm se enrolla continuamente en una hélice 

de contacto de alrededor de 6 nucleosomas por vuelta (Finch & Klug, 1976). 
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Cadena de ONA nucfeosomal 
C-2 vueltas alrededor del octamero 
de hlstonas= 140 pb) 

Porcion del DNA 
concatenador protegido 
por H1=20 pb 

DNA concatenador = 60 pb 

Figura 1. Modelo que ilu;1rn los nucleosomas a lo largo de la fibra de la cromatina 
extendida (Alberts, 1994) 
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En resumen, hay bastante evidencia que apoya Ja visi<ln de que Ja fihrn de cromatina de 

30 nm de diámetro e.• una hélice de contacto o solenoide confOrmada por alrededor de seis 

nucleosomas por vuelta. En ba'IC a lo.• experimentos de microscopía electrónica de Finch (Finch, 

1976) y a Ja retlección de 11 nm en el patr<ln de de rnyos X de fihrns plegada.• de cromatina 

(Sperling, 1977), se ha propue.•to que Jos cromatosomas se ordenan a trnvés del contacto de sus 

orilla.• en el solenoide proyectando rndialmente sus cara.• del eje del solenoide y alineadas de forma 

miís o menos parnlela al eje, como se muestra en la figurn 2 (Thoma, 1979). 

En este contexto, es importante señalar que las características estructurales más 

conservadas en el nucleosoma son el tamaño del ADN que envuelve al octámero de histonas, que 

es de 166 pb, y la secuencia primaria de las histonas del núcleo nucleosomal, particularmente H4 

y H3. Como ejemplo de este conservativismtJ se dchc mencionar la diferencia de s<Slamcntc tres 

residuos de aminoácidos entre la histona H4 de timo de ternera y la de chícharo (lsenherg, 1979). 
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Corte transversal 

!----Jo om---1 

Figura 2. Empacamiento de Jos nuclcosomas en un solenoide. Cuando Ja 
cromatina se extrae bajo condiciones apropiadas de fuerza iónica, se aisla en forma 
compacta. Los estudios físicos muestran que la estructum es una hélice con seis 
nucleosomas por cada vuelta, oñentados en la manera que se muestra aqui. 
(Alberts, 1994) 
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2.6. La cromatina de tripanosomátidos 

La mitosis en los tripanosomátidos está camctcrizada por la carencia de cromosomas 

condcrt'iéldos, la presencia de la memhmna nuclear dumntc c.1 ciclo de d.ivi~ión celular y de placas 

mitdticas densas asociadas a un huso intrnnuclcar (Solari AJ, 1980; Solari AJ, 1985). Algunas 

de estilli caructerfsticas son comunes a otros cucariotes inferiores, lo que ha dado lugar a un estudio 

más pmfundo del material genético de dichas ""l>ecies por diversos grupos de investigación. Hasta 

ahora, e.\ia búsqueda empieza a definir las scmejanzai; y diferencias c.i;tructurales que existen entre 

la cromatina de eucariotes superiores e inferiores. 

Por su f'lr1C, los nucleosoma'i son lai; unidades básicas estructurales de la cromatina de los 

tripanosomas americanos y africanos (Rubio, 1980; Astnlfi 1980; Pinheiro, 1981). Asf pués, 

estos autores han reportado Ja presencia de cuerpos nuclcosomalcs como perlas de un collar en 

preparaciones de microscopía clcctnSnica de cromatina de tripanosomas, unidades discretas de 

digestitSn con nuclca~ de micrococos y la exil11encia de un conjunto de prntcinas básicas nuclcarc.o; 

con características electroforéticas similares a las histonas. Trypatwsm1w crozi y Trypano:roma 

brncei también mucstnm un patrdn de condensaci(~n crnmatfnica dependiente de la presencia de 

una histona Hl heteróloga (de hígado de rnta) y de la fuc17,a iilnica (Hccker, 1985). Estas 

caracterf~1ica'i revelan semejanzas de una manera gruesa a la cromatina de eucariotcs superiores; 

sin embargo, estudios más detallados muestran diferencias importantes. 

Respecto a la digestión con nucleasa, no existen evidencias claras de la existencia de un 

fragmento de 146 ph en T. crozi correspondiente al núcleo nuclcosomal, ya que al continuar la 

digestión de la banda del monómcro (el mononuclcosoma, de aproximadamente 170 pb), no existe 

la pausa de 146 ph correspondiente al cromatosoma (Ruhio, 1980). 
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Por otra parte, el patrón de compactamienlo de la cromatina de tripanosomas en T. brocei 

y T. cru:d está nolablemenle menos condensado y muestra una forma más desordenada que el de 

eucarioies superiores cuando se reconstituye la cromatina en 100 mM de. sal (Hecker, 1985). En 

lugar de las imágenes compactas y definidas, aparecen estructuras como masas enmarañadas al 

microscopio electr6nico. 

Como resultado de las diferencias anteriores, las investigaciones se enfocaron al estudio 

del componente proteico del nucleosoma, las hh.1onas, a fin de explicar el compof't:lmiento de la 

cromatina de estus tripanusomátidos. La caracteriz.acidn de las proteinas básicas nucleares de 

tripanosomas, en el caso de las probables histonas que constituyen el núcleo nucleosomal, se ha 

realizado esencialmente a trnvés del análisis electroforético en diferentes sistemas, la composicidn 

de aminoácidos y secuenciación de fragmentos peptfdicos (Rubio, 1980; Toro, 1988 y 1990; 

Bender, 1991 ; Bender, l 992a ) . 

En general, los tripanosomátidos contienen un grupo de proteínas básicas equivalentes a 

lact histonas del núcleo nuclcosomal, aunque con diferencias importantes. Estas características 

también son comunes a otros microorganismos cucariotes como Critlzidiafasciculata (Duschak, 

1990), Neurospora crarsa (Goíf, 1976), Oxytricha 'PP· (Caplan, 1975) y Tetrahymena pyrifonnis 

(Gorovsky, 1974). De esta manem, en la' °"pecios que se han °"1udiado más, T. brucei y T. cnai, 

se han encontrado la mayor cantidad de datos sobre la composición y estructura de su cromatina. 

En tanto, Ja caracterización de las probables histonas H l se ha llevado a caho mediante la 

evaluación de las propiedades funcionales de éstas, que consisten en inducir la condensación 

dependiente de sal de la cromatina (Burri, 1993) y su solubilidad diferencial en ácido perclórico 

(Toro, 1988). Los resultados muestran diferencias tanto en la cantidad de este tipo de histonas 

como en su comportamiento. 
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En T. cruzi y en T. brucei se han encontrm.lo consistentemente un grupo de proteinas tipo 

hi!!11onas con un patrón e1ectroforético muy semejante al de las histonas de eucariotes superiores. 

En geles de dodeciJ°>'Ulfato de sodio-poliacrilamida aparecen 4 hundas de movilidad muy parecida 

a las histonas del núcleo nucleosomal (Ruhio, 1980; Toro 1988; Hecker, 1985); sin emhargo, 

hasta ahora no se ha propuesto una equivalencia a la histona H 1 en hase a su migrncMn (tamaño 

molecular) en este sistema de electroforesis. 

Ya que la superc.~tmctura de cromatina es derendiente de la histona H 1, los estudios 

posteriores han estado orientados en gran medida a la caracterizacilSn de las histonas de 

tripanosomas con objeto de elucidar sus propiedades estructurales y su posible impacto en la 

función de la crumatina. De c.\1a manera, cada vez hay mayor cantidad de evidencias que revelan 

las diferencias estructumlcs entre eucarintcs inferiores y superiores en varios niveles de 

organización de la cromatina. 

Existen aún varias interrogantes sobre el papel que juegan las histnnas de T. cruzi en la 

estructura y en consecuencia. en la función de la cromatina. Para obtener un mayor conocimiento 

que contribuya a esclarecer alguna" tlc estas preguntas, en este c."'tudio se plantearon los objetivos 

que se describen a conlinuacitSn. 
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3.0BJETIVO 

3.1. Objetivo General 

Caracterizar las proteinas básicas nucleares de Trypanosoma cruzi y compararlas con las 

de cucariotes superiores para conocer sus diferencias y semejanzas en determinadas propiedades 

estructurales. 

3.2. Objetivos cspccflicos 

1) Realizar un análisis comparativo del comportamiento electroforético entre las 

nuclcoproteina' de T. cnai en geles de poliacrilamida en dodecil sulfato de sodio y en urca-ácido 

acético. 

2) Estimar la carga neta de las proteinas nucleares de T. cru:z.i mediante la dcterminacidn 

de sus puntos isoeléctricos. 

3) Determinar Ja composición de aminoácidos de cada una de las nuclcoproteinas de T. 

cncli. 

4) Comparar las nucleoproteina' de T. cntli con las histonas de timo de ternera y eritrocito 

de pollo. 
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Los resultados aqui obtenidos confirman la semejanza de estas proteinas básicas con las 

hislonas de· eucariotcs superiores en cuanto a que comparten caracteríslicas conservadas. 

esencialmente en las histonas del núcleo nucleosomal, H3 y H4. Por otra parte, se muestran 

diferencias importantes en Ja(s) proteinas(s) del tipo de las H 1, que se rellejan en su movilidad 

clectroforética 1 composición de aminoácidos y carga neta. Estos resultados difieren de estudios 

similares realiz.ados en tñpanosomátidos incluyendo T. cruzi, ya que sugieren la existencia de una 

presunta histona del tipo H 1 que no había sido descrita. 
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4. MATERIAL Y METODOS 

4.1. Cultivos celulares 

Un aislado mexicano de T. crui.i obtenido de Triatoma harheri en La Cruz, Jalisco, se 

cultivó primero en un medio bifásico NNN de agar-sangre y posteriormente se subcultivó al 

medio axénico libre de células llamado LIT (Camargo, 1964). El crecimiento celular se realizó 

a 28EC, proporcionando aereamiento por rotación constante en frascos de cultivo "roller" de 3.5 

lts. y manteniendo el volumen de LIT menor a 450 mi. La duplicación de la población de 

tripanosomas en estas com..liciones ocurrió aproximadamente cada 20 horas, alcanzando la fase 

estacionaria de crecimiento a los 100 millones de células por mililitro. 

El seguimiento del crecimiento celular se realizó con un contador de células (Coulter 

Counter), utilizando como método de referencia para calihracit~n una cámara de Neubauer en la 

que se colocaron 10 µI de células previamente fijadas con formaldehido al 2 3. Por cada 

preparación se cuentan 4 cuadros de cada cuadrante, orientados en diagonal (16 cuadros en total) 

en un rango de densidad pohlacional de 15 a 35 células por cuadro. 

Una vcz alcanuda la mitad de la fase logarítmica (45-50 x 106 células/mi) el cultivo se 

cosechó por centrifugación a 10,000 g. Se descartó el sobrenadante y el paquete celular se lavó 

dos veces por resuspensión con solución salina de cloruro y citrato de sodio SSC (0.15M de NaCI, 

0.015M citrato de sodio) conteniendo 0.05 mM de fluoruro de fcnil-mctil sulfonilo (PMSF) como 

inhihidor de proteasas. Toda la operación se llevó a cabo a 0-5· C. 
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El paquete celular d""l'Ués del último lavado se dividió en alícuota.• correspondientes a 20 

x IOº células del conteo del cultivo con que se inició la cosecha (se estima una pérdida del IO% 

de células d~rante el proceso). Finalmente, se adicionó 1 mi de la solución de lavado al paquete 

celular y se homogeneizó por agitación en vortex e inmediatamente se congeló a -70°C. 

4.2. Aislamiento de núcleos 

El proceso de obtención de núcleos se realizó de acuerdo a Rubio y Cols. (Rubio, 1980) 

con ligeras modificaciones, el cual se <lescrihe a continuacón. 

El paqnete de tripanosomas se empezó a de..congelar a temperatura ambiente, quitando la 

tapa al tubo donde se cosechó. Inmediatamente después que la superficie del paquete se tomó 

brillante por la fusión del hielo, el tuho se volvill a tapar y se agitil en el vórtex a máxima 

velocidad hasta que el material presentaba una apariencia homogénea como una pasta color café 

obscuro. Este Usado se diluyó al equivalente de 1 x 10° células/mL con una solucilín de tris (tris 

hidroximetil amino metano como base libre, pH 7.3) 10 mM, KCI 0.15 M, MgCl 2 5.0 mM, 

CaCl 2 2.0 mM y PMSF 0.5 mM. En este paso se verific<l la magnitud de la lisis observanduse 

una prepamción fresca al microscopio que prescntaha un 80% de células destruidas. No se apreció 

aumento en la viscosidad de esta suspensión, indicando que no hubo una ruptura de núcleos 

importante. 
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4.3. Obtención de la cromatina 

La suspensión se centrifugó a 2,500 x g por 10 min en rotor de columpio y se descartó 

el precipitado. Se centrifugó nuevamente el sobrenadante a 5,800 x g por 10 min y a 10,000 x g 

por to min. Se descartó el sobrenadantc y se utilizo el precipitado de la ultima centrifugacion. El 

precipitado se resuspendió en una solución de tris 50 mM, etilen diarnino tetrnacetato de sodio 

(EDTA) 20 mM, bisulfito de sodio 50 mM y PMSF 0.5 mM utilizando un homogeneizador 

Dounce con émbolo de teílón (5 golpes) y se centrifugó a 12,000 x g por to mio. Este paso se 

realiw una vez má• y el precipitado se resuspendió en PMSF 0.5 mM y se centrifugó a la misma 

velocidad del paso anterior. Esta operación se repitió dos veces m:ls y se ubtuvo un gel de 

aproximadamente 20 mi. En este punto, ya no se registró un aumento en el volumen del gel de 

cromatina. 

4.4. Extracción de proteínas nucleares básicas 

El gel obtenido anteriormente se pasó a través de una aguja hipodérmica del No. 21 tres 

veces y el volumen se llevó a 0.2 M de HCI con una solución de HCI 2.0 M. Esta suspensión se 

agitó durante una hord con harrn m1tenétic11 y se centrifugó a 12,000 x g durante 15 mio. Se 

recupero el sobrenadante y se ajustó a 0.4 M de H,So. con una solución de H,so. 4.0 M y a 

continuación se agregaron 6 volúmenes de etanol al 95% previamente enfriado. La solución 

alcohólica se tomó turbia y se guardó en el congelador a ·20°C · I0°C) durante toda la noche. 

El precipitado se lavll dos veces con etaool frío al 95% recuperándose por centrifugación 

a 15,000 x g por 15 min. El residuo se secó con una corriente de nitrógeno. 
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4.5. Electroforesis preparativa y electroelucion 

La obtenci6~ pre¡nrativa de histonas se hizo en geles de poliacrilamida (30% acrilamida, 

0.8% bis-acrilamida) en urea-ácido acético (2.S m de urea, O. 9 M de ácido acético) de l .S mm 

de espeoor (Panyim, 1969). Se hicieron dos tipos de corrida: uoa a SO voll• por 20 horas en la que 

se separan adecuadamente un grupo de 5 pmteinas básicas que se denominaron H 1-u, H2-u, H3-

u, H4~u y H5~u, en ese orden de menor a mayor movifüJad clcctroforética. La otm corrida se 

llevó a cabo a 65 volts por 8 horas para aislar H6-u, la banda de mayor movilidad. 

Pam recuperar cada hi!-i1ona del gel con un rendimiento apropiado en el pa.'io siguiente que 

es la elucido, se realizd una adaptación al método reportado por Higgins (Higgins, 1979), que 

utiliza el sistema de electroforesis de poliacrilamida-SDS (Laemli, 1970). Esta modificación 

consiste en que una vez terminada la corrida se recortaron 2 tims de aproximadamente 2 cm de 

ancho de cada extremo del gel, paralelas a la dirección de la corrida. Enseguida, se sumergieron 

en una soluciiln de 0.02 M de Tris-HCI (pH 8.3), glicina 0.192 M y dodecil sulfato de sodio 

(SDS) 0.1 % por 30 mina tempcraturn arnhicntc, camhian<lo la soluciün cada 10 min. Las tims 

de gel se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de la snluci(~n de tris-glicina-SOS 

(TGS). Esta parte del método se hizo para sustituir la snlucMn de urca-ácido acético del gel por 

la de TGS y de esta manem facilitar la detección de las hundas de protcina in situ. 

Las tiras del gel prernrativo se visualizaron sumergiéndolas en una solución de acetato de 

sodio 4.0 M, precalentada a 26EC. durante 7 a to minutos El acetato de sodio produce un 

precipitado opaco en las wna.c;; del gel que no contienen prnteina, distinguiéndose las regiones con 

proteina como handas trJnsparentes. Inmediatamente después, las tiras de gel recortadas se 

alinearon con la parte centraJ del gel para utilizarlas como acotamiento y se recortaron las handa'i 

de histonas sin revelar. 
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La alineación de las tira• del gel con Ja parte central del mismo se hace sobre una placa de 

vidrio transparente. El gel sobre la placa se coloca sobre Ja ventana de unn caja negra que en su 

interior tiene una lámpara de luz blanca de 10 cm de longitud, cuyo ángulo de incidencia con 

respecto al plano horizontal del gel es de 20E. Esta operación se realizó en el menor tiempo 

posible par• evitar una precipitación de acetato de sodio en toda Ja superficie de la tira de gel, lo 

cual impediría visualizar las bandas de proteína ya que éstas son transparentes. 

La clectruelución se llevó a cabo mediante el siguiente procedimiento. Cada rebanada del 

gel se fragmentó pasandola a través de una jeringa y enseguida se colocó en un tubo de vidrio que 

tenía una reducción de diámetro en un extremo, donde se colocó una cama de lana de vidrio. En 

el extremo inferior (cátodo) se insertó una bolsa de diálisis con un tamaño de corte de 12,000 a 

14,000 daltones (Da) para retener la proteína. La electroforesis se llevó a cabo en una cámara de 

disco Bio-Rad por 20 horas a 1.5 mA por cada tubo usando como electro lito ácido acético 0.9 N. 

El eluado (0.8-1.0 mi) se dializó contra 100 volúmenes de solución de PMSF 0.5 mM, haciendo 

tres cambios de Ja misma. El eluado se liofilizó a una presión de 0.5-0.25 mm Hg. 
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4.6. ElectrofOresis en gel de poliacrilamida-SDS 

Las protein~s se corrieron en geles discontinuos de poliacrilamida-SDS (Laemli, 1970). 

La preparación de proteinas se disolvió en la solución de aplicación que contiene tris 0.2%, 8-

mercaptoetanol 1 %, EDTA 0.02M, SDS O. 1 % y azul de bromofenol 0.001 % y se aplicó en un 

gel al 5% en su porción cocentradora (pH 6.8) y 15% en la separadora (pH 8.8). La corrida se 

realizó a 10 mA ha'ta llegar al gel separador y a 15 mA hasta el final. Después de la salida del 

azul de bromofenol, la corrida se continuó por 2 horas más. El gel se tiñó con azul de Coomassie 

0.01 % en una solución de ácido acético IO%/metanol 10% (v/v) y se destiñó en la misma solución 

pero sin azul de Coomassic. 

4. 7. Enfoque isoeléctrico 

El enfoque isoeléctrico de la' histona• de T. cruzi se Ilev<I a cabo en geles de poliacrilamida 

con una composición de 5% de acrilamida, 0.16% de bis-acrilamida, 1. 1 % de anfolitos (de dos 

rangos de pH: 3-IO y 9-11 en proporción 1: IO) y urca 6.25 M (Valkonen, 1980). Las muestras 

de proteinas básica' de T. l'IUZÍ purificadas se aplicaron a un gel de disco de 0.4 mm de diámetro 

y 10 cm de longitud. Se corrió un pre-enfoque a 0.5 mA/tuho por 2 horas y la corrida se 

desarrolló a 400 volt~ manteniendo Ja potencia constante y una tcmperaturn de 4EC. A fin de 

evitar el de.splazamicntn cat<XJico de pH debido a la formación de ácido carh<ínico por la presencia 

de CO.;;t, se hurhujetS nitnSgcno en el clectrolito del tanque inferior. Después que terminó la corrida 

el gel se expulsó del tubo de \'Ídrio inyectando agua dcsionizada, previamente enfriada y 

degasificada al vacio. El pH se miúilS directamente en el gel con un electrodo de superficie 

Mul!iphor LKB 2117-111 a partir del extremo cat<ldico del gel. La lectura de pH se realizó 

inmediatamente después de sacar el gel del tubo de vidrio a fin de evitar modificacionc.~ de pH con 
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el CO • ambiental. Cada valor de pH se consideró válido hasta que se estabilizó la lectura del 

potenciómetro, lo cual ocurría usualmente cuando la variación de pH era de ± 0.01 unidades de 

pH en un período de S segundos. 

El gel se fijó en una solución recién preparada de ácido tricloroacético (TCA) al 12.5% 

por 24 horas con agitación. Los geles se tiñeron en azul de Coomassie O. 1 % en al TCA 20% por 

1 hora. 

4.8. Aislamiento de proteínas ribosomales 

Las proteinas rihosomales se aislaron siguiendo el método de Castro y Cols. (Castro, 1981) 

en la fase de preparación de ribosoma'i y poiisomas. Las células se cosecharon por centrifugación 

a IO,OOOx g por 10 mina 4°C y se lavJron dos veces con una solución de Tris·HCI 30 mM (pH 

7.0), KCI 100 mM, MgCI, 5mM, CaCI. 3mM (solución amortiguadora de lavado), conteoieodo 

3 mg/ml de bentonita, 4 mg/ml de-l1eparina y IO µg/ml de dietil pirocarbonato. Esta última 

mezcla de inhibidores de RNAsas se usó posteriormente en todas las soluciones así como en el 

lavado de material de cristalería. Tanto las soluciones como el material de vidrio se esterHiJ.aruu 

en el autoclave. Las células se resuspendieron en el buffer de lavado y se lisaron por la adición 

de Nonidet P-40 a una concentracion final de 0.3%. El lisado se centrifugó secuencialmente a 

I0,000, 20,000 y 100,000 x g por IO, IO, y 120 min respectivamente. El sobrenadante de 20,000 

x g se utilizó como la fuente de poliribosomas y el precipitado de 100,000 x g como la fuente de 

ribosomas. Ambos precipitados se mezclaron y se sometieron a extracción con HCI 0.2M durante 

1 hora, con agitación constante. A esta solución se Je agregó etanol al 95% previamente enfriado 

y se ajustó a 0.4M de H,SO 4 • La solución se dejó precipitando toda la noche a 4 ·C. El 
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precipitado, conteniendo las proteínas ribosomales se centrifugó a 15,000 x g, sé lavó con etanol 

frio tres .veces y se sectS co~ un~ ~oITiCntc de N 2 • 

4.9. Composició~ de aminoácidos 

·Para llevar a cabo la hidrólisis, las proteinas purificadas se col.rn:aron en una ampolleta 

previamente lavada con HCI y se adicionó una soluciiln de HCI 6N, fcnol 0.2%. La ampolleta se 

selló con un soplete de oxígeno-acetileno y se calentó a J J0°C por 22 horns en un horno de 

temperatura conc;tante. La composicidn de aminoacidos se dcle;nnimS por el método de degradación 

de Edman (Edman, 1967) en un analizador automático de aminoácidos modelo Durrum D-500. 

La cisteina fue dctcnninada como ácido ci!-.1cico. El triptofüno no se cuantiticlS. Los valores 

obtenidos de treonina y serina se corrigieron debido a las pérdidas hidrolfticas, adicionándoles un 

5% y 10% respectivamente. Glutamina y 3!<.llilragina no se determinaron; por lo tanto, si estos 

aminoácidos estuvieron presentes, fueron detectados como ácidos glutámico y aspárticu. 

Se utilizá a la norlcucina como estándar interno par.i determinar la recuperación de los 

aminoácidos. 
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5. RESULTADOS 

En la figura 3 se muestra el patrón de proteínas básicas nucleares de Tr¡panosoma crnzi 

en dos sistema~ electmforéticos diferentes. En el carril 1 del panel B (electroforesis en urea-ácido 

acético) se puede ohscrvar un grupo compacto de cinco bandas prominentes en el orden siguiente 

de migrnci6n: H 1-u, H2-u, H3-u, H4-u y H5-u. En este carril se cm:uentr.t una sexta handa, H6-

u, que tiene una movilidad notahlcmcntc mayor aparece en una cantidad considerahlcmente menor. 

En virtud de que las prntcinas se mueven en este sistema, esencialmente, en funcil'in de su carga 

neta, este resultado demuestra la naturaleza hásica de las presuntas histonas de T. cn,zi. 

En el carril 1 del panel A se observa el patrün clcctroforético de las protcinas nucleares 

de T. cnai en gel de poliacrilamida-SDS, señaladas como a, h, e, d y e. En este sistema, se 

estimó el peso molecular de cada una de las proteínas con respecto a las histonas de eritrocito de 

pollo obteniéndose Jos resultados siguientes: 

a= 27,400 Da 

b = 14,100 Da 

e= 13,600 Da 

d = 12,800 Da 

e= 12,100 Da 

En esta preparacion se muestra un grupo de 4 bandas (h, e, d, y e) en la zona de las histonas del 

nuclco nuclcosoma1 de cucariotcs superiores. Se t.lehe senalar que las handas b y e no siempre se 

resuelven y aparecen como una sola banda, cun una mayor concentración. Por otra parte, la banda 

a se localiza en la zona donde migran las hi.'itonas del tipo H l . 
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Figura 3. Electroforesis en gel de acrilamida-SDS (panel A) y en acrilamida-urea
ácido acético (panel B). Carriles 1: nucleoprotefnas de T. crozi; carriles 2: 

protcinas ribosomales de T. cruzi 
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Para investigar la posibilidad de contaminaci6n por otras proteinas básicas, se corrieron 

preparaciones de 1as proteinas ribosomales en los dos sistemas de electroforesis, cuyos patrones 

aparecen en los carrile.• 2 de los paneles A y B. En el panel A (gel de acrilamida-SDS) no se 

encontró co-migración de las bandas b, e, d y ~. que están localiz.adas en la zona de las histonas 

del núcleo nucleosomal. Sin embargo. la handa a aparece aproximadamente a la altura de una 

banda ribosomal. 

La comparación entre los dos patrones de nucleoproteinas y proteínas ribosomales, que se 

presenla en el panel B (gel de urea-ácido acético), muestra co-migración solamente para H 1-u. No 

se realizó una caracterización de las(s) handas(s) ribosomal(es) de igual movilidad y tamaño que 

Ht~u y a respectivamente. 

A fin de determinar la equivalencia de cada una de las proteínas de nucleares de T. cruzi 

en los dos sistemao; electroforéticos, éstas se separaron en escala preparativa en el sistema de urea

ácido acético debido a su mejor resolución y se electrocluyeron de acuerdo a como se describe en 

la sección de Materiales y Métodos. Después, las proteinas aisladas se corrieron en un gel de 

poliacrilamida-SDS como se muestra en la figura 4. En este gel se corrió paralelemente una 

preparacion de Je nuclooproleinas de T. cruzi para hacer la comparaciún y un carril con hislonas 

de eritrocito de pollo como referencia. El resultado de esta correspondencia se presenta en la 

Tabla l. 
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Figura 4. Electroforesis en gel de acrilamida-SDS de nucleoproteinas de T. crozi. 
Las bandas Hl-u. H2-u, H3-u, H4-u, H5-u y H&-u se aislaron de un gel 
preparativo de acrilamida-urea-ácido, y se corrieron en el siguiente orden: Carril 
1: H6-u; c:irril 2: H5-u; carril J: H4-u; carril 4: preparación de nuclcoproteina.c¡ 
totales; carril 5: H3-u; carril_6: H2-u; carril 7: Ht-u; y carril 8: histonas de 
eritrocito de pollo · 
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Tabla 1. Correspondencia de las proteinas básicas nucleare.• de T. cruzi en geles 
de P.Oliacril~mida-SDS y de urea-ácidó •:.ético - .. 

Electroforesis en S DS 

a 
b 
c 
d 

> ·Electroforesis en 
l.irea-ácido 

íi1-u:: 
H2-u; H3-u y H5-u 
H4-u 
H5-u 

Hl-u, la banda de menor movilidad corresponde con ·1a banda más lenta en el si•1ema de 

SDS, que ademas comigm con la histona H5 de eritrocito de pollo. Otra caractenstica notable e.• 
Ja comigración de H6-u con el triplete contenido en la banda h, revelando un peso molecular 

semejante al de las histonas del núcleo nudcusomal de eucariotes superiores. 

También cahc mencionar que en la re-electroforesis de H4-u, ésta se resuelve en Uos 

bandas en el sistema de SOS (carril 3 de la figura 4). Se intentó determinar si estas dos ham.las 

eran proteínas con secuencias diferentes o si sus diferencias en movilidad se dchfan a 

modificaciones ocurridas durante su ai~Jamieruo. Esto se rcaliztl mediante digestión con tripsina 

in situ; sin embargo no se lograron resultados. 

En la tabla 2 se muestra la composición lle aminoácidos de cada una de las protcinas 

básica'i nucleares de T. cnu.i. No se <ktenninaron glutamina y asparngina, mediante el método que 

protege la parte amida del aminoácido (Soby, 1981), por lo tanto el contenido de estos 

aminoácidos e•1á incluido en los valores de ácido glulámico y ácido a~11ártico ya que las 

condiciones de hidrólisis en que se 1Jevc5 la determinación impiden discriminar la presencia de 

estos aminoá'cidos amidados. 
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Tabla 2. Composición de aminoácidos de las nucleoproteinas de Trypanosoma 
crut.i (% molar)* 

Lis 
His 
Arg 
Asxº 
Glxª 
Tre• 
Ser• 
Pro 
Gly 
Ala 
Cysb 
Val 
Met 
lle 
Leu 
Tyr 
Phe 
AA 
AB 
B/A 
Lis/Arg 

Hl-u 

18.2 
l.S 

10.0 
4.S 
7.0 
S.I 
7.4 
3.S. 
1.8: 

11.S 
traz ·' 

7.1 
l.S 
2.0 
8.3 
2.2 
2.1 

14.S 
29.7 
2.0 
1.8 

H2-u H3-u H4-u HS-u 

10.9 11.s . 10.6 13.3 
2;6 3.1·· 3.6 0.4 

10.S ' S.9 •, , 1.0.2 13.S 

1~6.:444.· -~·_: .. _·_ .. ·_i.· ... •·.·.'.· •. '_ .. : ... -~.·.:::·.··.~s·.·_:_681,:.·.·.··.·.···· •. '..•,·.· .. ·.•·.··.: ... •. \~}! ~:~ 
·· <~:!;.r;};~¿ .. ~~:~;:~}É·s&}¡~;;}\ .. d:~ 

.•• ¡¡·-;¡: !',~4:9?;·: 12.2 . +:!~r~; ···10.4. ~-º 
· ·· · 0:6' .. ,''):[•;''H;~;·:Í:;~,;·:',~}·. 1~:! 

3.6 ·.:2:0_,•.•·:;· ·:·9.3... S.2 
9.0 9.6 6.7 4.1 
L2 z;¡ ·· 1.4 s.o 
2.1 1.1 1.9 1.4 

14.8 10.6 14. 13.9 
24.0 23.6 24.S 27.2 

1.6 2.2 1.7 1.9 
I~ 13 I~ I~ 

H6-u 

12.6 
1.8 
6.9 
7.1 
9.4 
S.3 
6.2 
7.4 
7.6 

13.9 
ND 

6.6 
1.8 
2.8 
S.9 
2.2 
2.6 

16.S 
21.3 

1.3 
1.8 

AA = suma de ac. aspártico + ac. glutámico; AB = suma de lisina + arginina + histidina; 
B/ A = relación de los aminoácidos básicos entre los aminoácidos ácidos; Lis/ Arg relación de 
lisina entre arginina; ºglutamina y asparnginase determinaron como glutámico y aspártico; 
ªtreonina y serina se corrigieron por pérdidas hidrolfticas en 0% y 5% respectivamente; 
ccisteina se determinó como ácido cistéico; ""no se determinó triptofano. Se reportó traz (traz.as) 
cuando apareció respuesta en el cromatograma pero no alcanzó el límite de detección y ND 
cuando no se detectó ninguna respuesta. 
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Mediante un análisis de los parámetros que usua1mente se utilizan parn identificar las 

histonas. se pueden apreciar varias diferencias de 1ali proteinas básicas nucleares de T. cnczi con 

respecto a lali historiali de timo de ternera y de eritrocito de pollo, como se muestro en la tahla 3. 

La primera de cstali camctcrfstica.'\ muc.\tra que Ja hasicidad de las protcinas d.e T. crozi, expresada 

por la relación de la !-auna de ~11s aminoácidos hásicos arginina, lisina e histidina entre la suma de 

los aminoácidos ácidos glutámico y aspártico, es menor que en la de las histnnas de cucariotes 

superiores. De acuerdo a la composicidn de aminoácidos, la movilidad de las handa11 de T. cruzi 

resulta mayor de lo esperndo, ya que su carga neta es aparentemente menor que la de las histuna.<; 

de pollo. 
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Tabla 3. Composición de aminoácidos de .las histonas de timo .de ternera y de 
eritrocito de pollo (Johns, 1977)* · 

Lys 
His 
Arg 
Asx• 
Gfx• 
Thrª 
Ser~ 

Pro 
Gly 
Ala 

'Cys'>. 
Val 
Mel 
lle 
Leu. 
Tyr 
Phe 
AA 
Aii 
B/A 
Lis/Arg 

-::.:,.,,:· 

Hf• H2B" 

26.8 16.0 •. ¡¡~4:::; . 9:7' > . iú 
o.o : .2.4.'.: .:ú ·.: 1.9. 

~:~ ::í~: : :; .. lt~ 
3. 1 ),o: . .,. .· 4.3 
5.6 .• .' 6:4 :-.: . : 3.2 

'5.6 IÚ 
'9.2 .·• ·4.1 . 
ú •05.3 

24.3 ; • .16.3 
o.o·.. ••.:; o.o· 

: ; 5.4. ' ;: ' ; ;/4.2 : 
.. '.o.o:".; .,_.. :·• .:oA 
. ' 1:5:.· .. ., .·~.:.::. ':3.2 
.. -; 4.5' . : .. 4.8: ... : . 12.2 .. 7.8 9.0 :·4j ... 

0.9' ·4.0 . 2.3 3.9 2.3 (;2 
0.9 1.6 0.8 2.0 3.0 0.6 
6.2 12.8 16.1 10.8 15.4 6.0 

28.6 24.8 23.6 26.5 24. 7 37 .9 
4.6 1.9 1.4 2.4 1.6 6.3 

14.9 2.5 1.2 0.79 0.72 1.9 

AA = suma de ac. aspártico + ac. glutámico; AB = suma de Jisina + arginina + histidina; 
B/A =relación de los aminoácidos básicos entre los aminoácidos ácidos; Lis/Arg relación de 
lisina entre arginina; "glutamina y asparagina se determinaron como glutámico y aspártico; 
ªlreonina y serina se corrigieron por pérdidas hidrolfticas en 10% y 5% respectivamente; 
bcisteina se determinó como ácido cistéico; *no se determinó triptofano. Se reportó traz (tr.izas) 
cuando apareció respuesta en el cromatograma pero no alcanzó el límite de detección y ND 
cuando no se detectó ninguna respuesta. "Histonas de timo de ternera. 11 Histona de eritrocito de 
pollo 
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Otro parJmetro utilizado pam la identificación de histonas es la relación lisina/arginina que 

define la riqueza relativa de lisina y que hislúricamente se ha utilizado pam clasificar .,,1e tipo de · 

proteinai;. Esta rclaéi6n es sustancialmente menor en las proteínas de T. crwJ comparada con las 

que poseeen las de las hh1onas HI y HS reportada5 (por arriba de 4), siendo Hl-u y H6-u las 

proteinas con los valores mú altos de este cociente, con 1.82. Respecto a la abundancia relativa 

de ar-ginina, tampoco hay proteínas de T. cruzi que se puedan considerar ricas en arginina como 

ocurre en H3 y H4 de eucariote.li superiores. 

Un hallazgo importante que se observa es qu:e la cisteina solamente se encuentra en una 

de las proteínas: H2-u (ver tabla 2). La presencia de este aminoácido establece una de las 

características distintivas que posee la histona H3, ya que es la única que contiene un residuo de 

cisteina en todos los eucarioles ha5ta ahom reportados (William, 1972). 

Ya que la movilidad de las proteinas de T. cncd es más alta «¡ue la de las histonas de 

eritrocilo de pollo (Rubio, 1980), se espemría que la relación de aminoácidos básicos/ácidos 

también fuera mayor; sin embargo esto ocurre a Ja inversa y en el caso de la handa H6-u esta 

característica es más acentuada. A fin de explicar esto, se dccidilS evaluar con mayor precisión la 

carga de la"i pmtcinas nucleares de T. cnczi, mediante la detcrrninacilSn de los puntos isocléctricos 

de las mismas. Se rcaJiuS un método de enfoque isoetéctrico en gel de ¡x1liacrilamida, manteniendo 

la t:Stabifülad del gradiente de pH. Como se muestrn en la figurn 5, las seis proteinas de T. cnlZi 

resultaron altamente básicas destacando H6-u con la mayor carga neta ¡x1sitiva. La variahilidad 

que adopea la corva en Ja parte final del grndicnte (cátodo) se debe al desplazamienlo catódico que 

ocurre durante la corrida (Delinccc, 1978). Como eslandar se corrió citocromo C de comzdn de 

equino, obteniéndose un punto isoeléctrico de acuerdo al reportado (Kopclovich, 1976). 
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pH 

a: H !5- u ( Ip• 10.27) 
b : H 4-u (Ipal0.30) 
e ; H 2- u (Ip • I0.40l 
d: H 3-u (Ip•I0.57) 
e: H 1 -u (Ip•I0,6!5) 
f: HG -u llp•I0.98) ... Citocro=o e (Ip•I0.24) 

2.5 50 ~5 "°·º 
DISTANCIA DE MIGRACION (cm) 

Figura S. Enfoque isoeléctrico de las proteinas nucleares básicas de T. crozi. Las 
bandas Hl-u, H2-u, H3-u, H4-u, H5-u y H6-u se corrieron individualmente en un 
gradiente de 7 a 11.5 unidades de pH en un gel de acrilamida al 5%. Se determinó 
el pH cada 0.5 cm de la longitud del gel y se determim\ la posición de la proleina 
al teñirse ésta con azul de Coomasie 
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Los resultados del electmenfoque establecen una consistencia con el patrón electroforético 

de bandeo de estas proleinas en el sistema de urea-ácido acético, en el que la separación de las 

proteinas depende esencialmente en la diferencia de carga neta de las mismas. Las implicaciones 

de este resultado se discuten adelante. 

Anteriormente se había reportado la presencia de un grupo de cuatro proteinas básicas 

nucleares de T. cruzi (Rubio, 1980). En la preparación de la cromatina para dicho estudio se 

empleó el detergente no iónico Nonidet P-40 durante el paso de la ruptura celular. En esas 

condiciones no se pudo detectar una proteína que migrara en el rango de mayor peso molecular, 

semejante al de la familia de las histonas tipo Hl. Es probable que el uso del detergente haya 

producido la liberación de la(s) proteina(s) que tienen una unión más débil a la cromatina. En 

virtud de la facilidad con que las histonas del tipo de las HI se pueden desprender, en esta ocasión 

se evitó el uso de detergente durante la obtención de proteina1t nucleares básicas. Así pués, 

utilizando sdlo métodos físicos para lograr la lisis celular, se obtuvieron núcleos en rendimiento 

similar al de las condiciones anteriores (80-90%). En estas condiciones, se puede observar la 

presencia de la banda a, que aparece en la zona de mayor peso molecular y que comigrn con la 

histona H5 de eritrocito de pollo. 

En hase a los resultados del comportamiento electroforético, enfoque isoeléctrico y 

composición de aminoácidos de las proteinas de T. cna.i, se realizó un analisis comparativo 

considerando tas histonas de timo de ternera como prototipo i.lc las histonas de eucariotes 

superiores (Johns, 1977). También se utilizaron como referencia las histonas de eritrocito de pollo 

debido a que poseen un subtipo de histonas H 1 que se han reportado en reptiles y aves. Esto 

permitió comparar las composiciones de aminoácidos de las nucleoproteinas de T. cruzi contra 

todos los tipos de histonas reportados. 
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Las histonas de eucariotes superiores tienen una gran homología en secuencia de 

aminoácidos entre la< H4 y H3, en menor grado para H2A y H2B, y las que menos semejanza 

tienen son las Hl. Se eligieron las histonas de ternera y de pollo porque son las que más se han 

caracterizado, incluidas las propiedades e<tructurales de sus dominios (Allan, 1980). Esta 

infonnacidn puede ser útil para la explicación del comportamiento de las proteinas con las que se 

comparan. 

En gel de poliacrilamida-SDS la banda Hl-u (ver figura 3) tiene baja movilidad, indicando 

un peso molecular relativo mayor. En gel de poliacrilamida-urea HI-u es también Ja proteína de 

menor movilidad, probablemente debido a su tamaño. 

La compamcidn de las composiciones de aminoácidos entre las proteínas nucleares básicas 

de T. cruzi y las histonas, se realizd de dos manera'i. Una <le éstas consiste en sobreponer Jas 

gr.íficas del contenido de aminoácidos parn apreciar visualmente la homología entre las protcinas 

(ver Apéndice) y en Ja otra se determina el coeficiente de correlación entre cada uno de los pares 

descritos en el método gráfico y se tabulan estos valores (ver tabla 4). 

36 



Tabla 4. Coeficientes de correlación ile la composición de aminoácidos entre las 
nucleoproteinas dé T. cnl1.i y las de timo de ternera y eritrricito di: pollo.(Johns, 
1977) . .. . '; .. ... - : 

H6-u 

Hl-u 

H3-u 

H4-u· 

H2-ti 

H5-ti 

·Hl :;'H2A/ . ' H~~-, ( • H3 

.. ~::~~~.· ·-··•~;J:f~~'!>/iJ~~~·;¡~-i~~:-~~f •> ~:;::~. 
. 0.4763 :· Lci:~?~6 ::;: :. ~;~J15,' 'o: 7439 0.5470 

0:4971' ::o,1i?9' íl'.5820; · \j;7714 o.5875 

,0.6Í!Íd ' 0.1860 •. 0.8765 

0.4740 0.6466 0.7229 

0.7891 

0.6930 

0.9293 

0.6649 

H4 

0.5263 

0.6648 

0.6616 

0.4387 

0.6064 

0.9003 

La homología de Hl-u con H5 de erilmcito de pollo es de la• más altas, con un coeficiente 

de correlación de 0.9207 (ver tabla 4 y apéndice A-1). También es la proteína con mayor 

contenido de lisina, característica principal de la familia de Hls, a la cual también pertenece H5. 

Este resultado puede indicar que H 1-u está menos alejada evolutivamente de la H5 de pollo que 

de la H 1 de ternera. 

Asignar la identidad de H3-u y H4-u ha sido más difícil ya que las diferencias con sus 

contrapartes son muy grandes. Básicamente, el único criterio que relaciona H3-u con H2A es la 

comparación de la composición de aminoacidos entre ellas (ver tabla 4 y apéndice A-Ill). Sin 

embargo; el coeficiente de corrclaci!Sn de este par es hajo. 
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La histona H4-u también guarda menos similitud con las histonas de referencia (ver 

apéndice A-IV). Como se observa en Ja tabla 4, su correlación es baja (r = 0.7714) y no existen 

otros elementos para establecer su identidad. 

Aunque H2-u no tiene un contenido relativo de arginina alto, muestra una grnn semejan:za 

con H3 de ternera ya que en composición de aminoácidos es la que más homología presenla de 

toda• las histonas aqufcomparadas, (apéndice A-11) y sur es de 0.9293 (tabla 4). Este par es muy 

similar también en su relación de aminoácidos básicos/aminoácidos ácidos. Sin embargo, la 

característica más importante parn establecer su identidad es la presencia de cisteina, un 

aminoácido que solamente se encuentra en la histona H3, donde se propone que tiene un papel 

esencial en eJ mantenimiento de la estructura del oclámero que constituye el cromatosoma. Estos 

resultados concuerdan con el gmdo de conservación de H3. 

Bajo el criterio de contenido relativo de arginina, basado en el cociente lisina/arginina, Ja 

banda H5-u no se puede considemr como una histona rica en arginina. Esto se debe al mayor 

contenido en lisina que en H4 de tcmcm. Sin embargo, el contenido ahsoluto de arginina de H5-u 

es similar al de H4. Por olm parte la composicit5n de aminoácidos de H5-u es la más parecida a 

H4 (ver ap~ndice A-V) cuu una r=0.9003 (tabla 4). Su comportamiento electroforélico en el 

sistema de poliacrilamida-SDS muestra que H5-u es la proteína nuclear de menor tamaño en T. 

cnlZi, al igual que la histona H4 en timo de ternera y en todos los demás eucariotes superiores. 

Finalmente, se encontró que H6-u tiene má'i semcjanz.a con H 1 de timo de ternera 

con'iidcrdlldo que sur es de 0.8520. Cahe señalar que Jos coeficientes de correlación de Jos pares 

de las histonas H2B, H2A, H5 y H3 tienen valores cercanos al del par H6-u/HI (ver rabia 4 y 

apéndice). En contraste, esta proteína migra en la zona de las histona'i tlcl núcleo nucleosomal, 

indicando que tiene un peso molecular bajo. 
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6. DISCUSION 

El análisis electroforético de .las proteinas básicas nucleares de T. cnui móstró diferencias 

tanto en la cantidad de bandas como en el patrón de bandeo, comparado con las histonas de 

eucariotc.~ superiores. La identidad de cada una de las proteinas básicas de 7: cruzi no se pudo 

establecer con precisión, en base a los parámetros que tradicionalmente se utiliwn para la 

clasificación de las histonas; a saber la basicidad, medida por la relación entre aminoácidos básicos 

y aminoácidos ácidos, y el contenido relativo de arginina y lisina. 

Los resultados aqufprescntados coinciden con los reportados en T. cn11.i por Toro (Toro, 

1990) y por Schlimme y Cols. en T. lm1cei (Scblimme, 1993) ya que apoyan la existencia de un 

juego completo de histonas en tripanosnmátidos y la similitud con las histonas del núcleo 

nucteosomal de cucariote; SUfJCriorcs. Como se mcncionü anteriormente, a partir de los hallazgos 

de Rubio y Cols. (Rubio, 1980) y de Astolfi (Astolli, 1980), en los que se encontnl súlamente la 

presencia de un grupo de protcinas nucleares que migraban en el rango de tamaño de las histonas 

del núcleo nuclcosomal, se postul6 que la all~ncia de una proteína tipo H 1 en 7: crozi era la causa 

del menor compactunicnto de li! cromatina con re..,prctn ti cncarinles superiores. La húsqueda de 

una(s) proteina(s) con las características del tipo de las H 1 se realizó en diferentes especies de 

tripanosomátidos, desarrollando méttxlos que pcrmitiemn aislar la cromatina en su forma original. 

Hasta ahorn se han estudiado diversas especies de microorganismos cucariotes que 

muestran un grupo de proteinas con características electroforéticas y de composición de 

aminoácidos similares a las histonas del núcleo nucleosomal (Johmann, 1976; Charlesworth, 

1977; Felden, 1976; Jardine, 1977; Duschak, 1990; Goff, 1976; Caplan, 1975; Gorovsky, 
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1974). En T. brucei y en otros microorganismos, se han identificado regiones homólogas de estas 

proteinas con las histonas de eucariotes superiores, a través de la secuenciación de fragmentos 

peptfdicos (Bender, 1992a; Nomoto, 1992). Estos trabajos mu°'tran, esencialmente, que no 

obstante las diferencias encontradas, exi~1en características comunes entre estas protcinas y la'i 

hi>1onas. 

En contrdSle con las histonas del núcleo nucleosomal, Jos resultados de la caracterizaci6n 

de las nucleoproteinas básicas asociadas con las histonas tipo H 1 son más controversiales. A la 

fecha, r.e han propuesto algunas proteínas básicas nucleares de diferentes lripanosomátidos como 

las probables H J. Los primeros reportes de Ja existencia de este tipo de proteinas (Rubio, 1980; 

Astolfi, 1980) describieron dos bandas de aJla movilidad en geles de urea-ácido. Proteínas con 

estas características ya habían sido descritas como posibles Hls en O.xytridza, las cuales tienen 

pesos moleculares de 20,000 y 21,000 Da (Caplan, 1975). Posteriormente, al estudiar el patrón 

de condensación de la cromatina de T. cruzi y T. hmcei con fracciones heterúlogas de cromatina 

de hígado de rata conteniendo H I, Hccker y Gander no pudieron demostrar la presencia de una 

proteina con la capacidad de formar estructuras de orden superior de la cromatina en estas dos 

especies (Hecker, 1985). 

En un estudio posterior en T. cruzi, Toro y Galanti encontraron 5 bandas en la regida de 

las hi:.tona.l del núcJoo nuclru~omaI (Uenominada'i a, b, c, d y e) más otra banda (f) con migración 

mucho mayor que Ja de este grupo en geles de acido-urea (Toro, 1988). Las bandas c y f fueron 

extraídas en ácido perclórico (PCA) y ácido tricioroacético. Además, estas bandas reaccionaron 

con suero anti·Hl de células de esperma de erizo de mar, aunque también detectaron rcactividad 

cruzada con la banda a. En virtud de estas características inmunológicas y de solubilidad, los 

autores consideraron las bandas a y f como histonas HI. Después, estos mismos autores, a través 

de un análisis electmforético en tres sistemas, reportaron resultados coincidentes con los estudios 
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anteriores con excepción de Ja presencia de una banda con menor migración que las proteinas de 

la zona del nucleo nucleosomal en un gel de SOS, soluble en ácido perclórico, y a la que se le 

asigml un peso molecular de 6,000 Da (Toro, 1990). 

Por su parte, Burri y Cols. (Burri, 1993) reponaron recientemente en T. hrucei cuatro 

bandas de alta movilidad en geles de urea-acido-Triton que tienen composición de aminoácidos 

con cierta homología en algunos frngmentos de estas \'ariantcs con respecto a las histonas tipo HI. 

Estas pmtt...¡na.11t, aunque contrihuyen a condensar en cierto grndo la cromatina de este protozoario, 

tienen capacidad muy restringida y no alcanzan a formar la fibra de 30 nm. 

Sin embargo, un análisis comparativo más detallado de la composición de aminoácidos de 

la~ pruteinas que Buni pro¡xme como variantes de H 1, muestra diferencias grandes en tres de las 

~]lCCies estudiadas con respecto a la histona H l de timo de temem en los siguientes parJmetros: 

i) Alrededor de 15 % de lisina en los eucariotes inferiores, contra 27 %en ternera 

ii) La relación de aminoácidos h~icos entre aminoácidos ácidos es de alrededor de menos 

de 2 contra 4.6 en eucariotes inferiores y ternera, respectivamente. 

iii) El contenido de aminoácidos tfcidos determinados como aspártico y glutámico en 

eucariotes interiores es del doble que en temem 

Estas características de eucariotes inferiores también e.~tán presentes en un grado 

importante en la banda H6-u, como se puede observar en la tabla 5. 
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Tab.la S. éompnsición de aminoácidos de ias protein~s de tipo hi•1onas Hl de 
Trypanosoma áu'ii. (H6-u) ¡r.c.J, Cri1/ridiafasclcula1a (C.f.! (Duschak, .1990), 
Neuro.<pora· crassa [N:c:¡ (Goff, 1976); Saccharomyces carlsbergensis [S.c,J 
(Pastink, 1979i, ytimode.tefitem (JoÍms, 1977). · 

Ami~ií .. 
ácido 

Lys 
His 
Arg 
Asx• 
Glx~ 
Thr 
Ser 
Pro 
Gly 
Ala 
Cys: 
Val 
Met 

. lle · 
Leu 
Tyr 
Phe · 
AA"' 
ABª 
B/A 

T.i:. .. '0J.>.; . f.t./{ <.> s:c:;: > timo de 
· .-. '~-·>" ··· ... ,_;:- ':,{:'> , , ··~ternera 

· ·· •··· :15:4 . .,. 16'.8:: .:.:¡43:· · 

" ,j;~ ,,A~!~'~i~',~f ~; 
'17.8 

NJ;.1{' 

5:?1·• .. ·6s·.·.-'· 
/i 

::'4:2· 
8.3 3.5 · " 4.8 6.8 
2.2. 1.4 1.5 1.7 
2.1 2.0 1.8 3.4 

29.7 21.1 21.7 22.1 
14.S 14.0 14.7 17.6 
2.0 1.5 1.5 1.2 

26.8 
o.o 
1.8 
2.5 
3.7 
S.6 
S.6 
9.2 
7.2 

24.3 
o.o 
S.4 
o.o 
1.5 
4.5 
0.9 
0.9 

28.6 
6.2 
4.6 

,,, 

ªContenido en mol% de los aminoácidos bá.c;icos lisina + arginina + histidina. 
bConlenido en mol% de los aminoácidos ácidos glutámico + aspártico. "No se 
determinaron glutamina y aspamgina, por lo tanto Asx y Glx incluyen ac. glutámico + 
glotnmina y ac. aspártico + aspamgina 
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Los resultados de este trabajo apoyan varios de los hallazgos previos con respecto a la 

existencia de una histona H 1 de T. cnal; sin embargo, nosotros encontramos discrepancias 

importaotes que se discuten a continuación, En relación a la banda de mayor movilidad en geles 

de urea-ácido (H6-u), su peso molecular se estimó en alrededor de 14,000 Da. Esta es la primera 

vez se tiene una estimación de su tamaño, el cual está comprendido en el rango de las histonas del 

núcleo nucleosomal. 

Por otra parte, el contenido relativo de lisina de H6-u, determinado mediante la relación 

lisina/arginina, es de los má< altos entre las proteinas nucleares básicas de T. cnai. La validez de 

este parámetro para la identificación de histonas resulta cuestionable en este caso, tomando en 

cuenta los siguientes hechos. H6-u tiene el menor índice de aminoácidos básicos/aminoácidos 

ácidos (ver tabla 2), sin embargo se comporta como la más básica de todas. Esta alta basicidad 

puede ser debido a un contenido extensivo de glutamina y asparagina en la proteina. Como se 

mencionó en la sección de Materiales y Métodos, durante la determinación de aminoácidos de las 

proteínas de T. crw.i, tanto glutamina como asparagina no se cuantificaron debido a que no se 

reafüó un método especffico (el cual consiste en proteger de la hidrólisis ácida a los residuos 

amida), por lo tanto estos aminoácidos se detectan finalmente como ácido aspártico y glutámico. 

Considerando lo anterior, la alta carga positiva de H6-u puede ser el resultado de la 

presencia de los residuos amida de glutamina y asparagina, que a su vez ocasiona un incremento 

en la carga neta de la protcina en virtud de que no solo abate la carga negativa que le confieren 

los aminoácidos glutámico y aspártico sino que la invierte. 

Estas carncterfsticas de H6-u son consistentes con su conducta electroforética en los 

sistemas que se emplearon en este estudio, esto es, con un tamaño similar a las proteínas del 

43 



núcleo nucleosonml así como un contenido semejante de aminoácidos básicos, H6-u es la proteína 

con la mayor carga positiva. 

Existe una analogía con otras proteínas hásicas nucleares tle e.'if.e tipo en otros 

microorganismos, que se puede observar en la tabla 3. Aquí, el contenido de aminoácidos ácidos 

de las protcinac; tipo hi!.1onas H 1 es ahundantc; no obstante, su movilidad electroforética es muy 

alta, hecho que concuenla con In que encontramos en H6-u. Incluso, Duschak y Cols. (Duschak, 

1990) reportaron otra banda de alta movilidad en Crithidia fascic11/ata cuyo contenido de 

aminoácidos ácidos es el doble de los básicos y su movilidad es muy similar a las otrns proteinas 

propuestas como H l. 

Por otra parte, H6-u no es una proteína rica en lisina en términos absolutos sino con 

respecto al contenido de ácido glut.ámico y aspártico de sí misma. E.c.,10 se ejemplifica mejor si 

consideramos que H 1 de timo de ternera contiene más del 27% de lisina y H6-u tiene alrededor 

del 12%. 

Otro de los hallazgos de este trabajo es la presencia de una prolcina nuclear de T. cn¡zi: 

la banda Hl-u, la cual tiene caractcrf~icas que Ja identifican más con la familia de la hislonas H 1 

que las demás protciuiis 11udcarcs hásicas de 1: cnlli, incluycmJo a H6-u. Asípués, Hl-u tiene 

el mayor contenido de lisina en términos ahsolutos y su peso molecular es pnicticamente igual a 

la histona H5 de eritrocito de pollo. Además, su composich5n de aminoácidos es la que más 

homología tiene con H5. 

Los experimentos de Toro (Toro. 1990) no mucstT'Jn ninguna handa soluhle en ácido 

perc16rico o triclomacético con la movilidad clcctroforética de H 1-u en prcpamcioncs de proteinas 

básicas nucleares de T. cna.i. Esto puede dchcn;c a que e\1a protcina se desprendió de la cromatina 
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por la utilización del detergente Triton XclOO durnnte la obtención de núcleos, ya que como se 
, . - - . . -

discutid ante~onn~nte, esla- b~Wt af¡a~¡Ó ~-n nUe&ias prcparaciori~ dt! núcleos solamente cuando 

no se empicó deteÍgente; 

La controver.;ia sobre la existencia de histonas del tipo de las H 1 en T. cruzi prevaleciente 

hasta hace pocos años ha adoptado una dirección diferente con el descubrimiento de diferentes 

nucleoproteinas bá'iicas con características similares en eucariotes inferiore.'i. Esta diversidad de 

posihles histonas H t podría significar la existencia de variantes que se expresan en los estadios 

de diferenciación del par.isito. 

El mantenimiento de la estructura superior de la cromatina en tripanosomátidos puede 

depender en gr.in medida de la'i histona'i que forman parte del núcleo nuclcosomal. Se ha sugerido 

que la mayor parte de la histona H4 esta localizada internamente y participa más bien en la 

cstahilil.3ción del octámcro (Hacqucs y Cols, 1990-d y 1990h). En contrnstc, la histona equivalente 

de T. brucei (banda dJ, se locali7.ó en la 'llJl<!rfidc de la partícula del núcleo nuclcosomal (Bendcr, 

l 992c) Asf pués, las diferencias entre la regiiln N-tcrminal de la histona d y la de H4 sugieren 

diferentes intemcciones con la'i otr.L'i hb1onas del DNJ\ comparadas con las de H4 en la cromatina 

de eucariotes superiores (Burri. 1993). Además, las intcmccioncs de las histtmas ricas en arginina, 

H3 y H4. con el DNA se pueden desestabilizar por concentraciones de sal de 1.2 y 2 M (Burton, 

1978), mientras que las histonas equivalentes de T. imu:t'i (pwtcina.'\ a y i.l) fueron removidas 

completamente del DNA a 1 M de NaCI (Bcndcr, l 992c) dchido a las intcrncioncs más débiles 

con el DNA comparada.'i con las de H3 y H4. Estas diferencias entre las histonas a y d y sus 

contrapartes de eucariotes superiores, así como la localización externa Je a y den la superficie 

de la partícula del núcleo nucleosomal indican un papel importante de estas histonas más hién en 

la compactaci6n de la cromatina que en mantener la integridad del nucleosoma. 
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Los datos que •.qui se presentan sugieren que la.• nucleoproteinas de T. cnai y T. brucei 

comparten en una medida importante las características estructurales y funcionales y éstas se 

pueden estar reflejando en la cromat.ina de ambas especies. Por otra parte, no obstante las 

diferencias estructurales con eucariotes superiores, las histonas de estos tripanosomas mantienen 

características funcionales conservadali, como son su papel en la constitución del núcleo 

nucleosomal y, aunque de manera limitada, la capacidad de condensar la cromatina. 

El conocimiento actual úc la cromatina de T. cruzi requiere de una investigación más 

profunda de sus caracteri!:iticas e.\1ructur.iles pam poder comprender su función. Los resultados que 

aqui se muestran y los que al respecto se han reportado abren una interesante perspectiva pam 

abordar et estudio de la organización del material genético de este panfsito a lin lograr un mayor 

entendimiento de sus mecanismos de expresión génica. 
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APENDICE 

COMPARACION DE LAS COMPOSICIONES DE AMINOACIDOS ENTRE LAS 

NUCLEOPROTEINAS DE Trypanosoma cruzi Y LAS HISTONAS DE TIMO DE 

TERNERA Y HS DE ERITROCITO DE POLLO 



APENDICE A-I 

COMPARACION ENTRE LA BANDA Hl-u DE Trypanosoma cruzi 

Y LAS HISTONAS DE TIMO DE TERNERA Y H5 DE ERITROCITO DE POLLO 
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APENDICE A·ll 

COMPARACION ENTRE LA BANDA H2·u DE Trypanosoma cruzi 

Y LAS HISTONAS DE TIMO DE TERNERA Y HS DE ERITROCITO DE POLLO 
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APENDICE A-111 

COMPARACION ENTRE LA BANDA H3-u DE Trypanosoma cruzi 

Y LAS HISTONAS DE TIMO DE TERNERA Y HS DE ERITROCITO DE POLLO 
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