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RESUMEN 

Avances en el estudio de la adenilato quinasa nuclear de Trypanosoma cruzi 

Trypanosoma cruzi, el agente etiológico del Mal de Chagas es un eucariota inferior en 

donde el control de la expresión génica recae mayormente en mecanismos pos-

traduccionales. Durante todo su ciclo de vida se observan fluctuaciones en la expresión 

génica.  En la presente tesis se realizó el estudio de una adenilato quinasa nuclear 

(TcADKn) que se encuentra involucrada en la biogénesis ribosomal. Las adenilato quinasas 

nucleares han sido descriptas en muy pocos organismos, se las ha asociado al 

metabolismo del ARN, pero su función en el núcleo todavía es incierta.  Todas las 

isoformas descriptas son esenciales para la viabilidad celular. La función de TcADKn es 

llevar a cabo el procesamiento del 18S, en el sitio D en el citoplasma, vía interacción 

directa con la proteina ribosomal S14 (Rps14). 

 Establecimos la presencia de una señal de localización nuclear atípica en su extremo 

amino terminal, que involucraría la región del sitio activo. Además identificamos una 

posible señal de exportación nuclear hacia el carboxilo terminal de la proteína.  

Por otra parte determinamos que su localización nuclear es dependiente de la 

transcripción activa del ARN ribosomal, el ensamblado correcto de los ribosomas, la 

integridad del ADN, los niveles de nutrientes en el medio y  posiblemente involucre a la vía 

TOR ;͞Target of Rapaŵycin͟Ϳ. 

Además detectamos que los niveles de TcADKn disminuyen a lo largo de la curva de 

crecimiento de epimastigotes en cultivo, pudimos determinar que las secuencias 

responsaďles de dicha regulación se encontrarían en su 3’ UTR y probablemente exista un 

mecanismo de autorregulación de la expresión de TcADKn. 

Finalmente  se comenzó  con el  estudio del locus ribosomal  de T. cruzi tanto a nivel de su 

secuencia como así también en cuanto a la biogénesis ribosomal identificándose los sitios 

de procesamiento del ribosoma. 

 
Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Mal de Chagas, adenilato quinasa, nucléolo, 

ribosoma. 



SUMMARY 

Advances in the study of the nuclear adenylate kinase of Trypanosoma cruzi 

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas’ disease, is an early divergent 

eukaryote in which the control of gene expression relies mainly in post-transcriptional 

mechanisms. Translation process is globally up and down regulated during the transition 

between proliferating and non-proliferating life-cycle stages. In this thesis we report the 

presence of a nuclear isoform of adenylate kinase (TcADKn) which is involved in ribosome 

biogenesis. Nuclear adenylate kinases have been recently described in a few organisms; 

however their role in nuclear and ribosomal processes is still unclear. Depending on 

ribosomal RNA transcription and assembly, TcADKn is located in the nucleolus or 

cytoplasm. Nuclear transport and the signals that determine this process were also 

identified for the first time. A non-canonical nuclear localization signal was mapped 

towards the N-terminal of the protein, being the phosphate-binding loop of the catalytic 

site essential for its localization. Nucleolar localization presented a nutrient availability, 

oxidative stress and probably by the equivalent in T. cruzi of the mammalian TOR pathway 

regulation. TcADKn is involved in ribosomal 18S RNA processing which involves its 

interaction with the ribosomal protein S14 (Rps14). Furthermore, TcADKn expression is 

regulated ďy its 3’ UTR.  

Finally we started with the study of T. cruzi ribosomal locus, at a sequence and biogenesis 

level. 

 
Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, adenylate kinase, nucleolus, ribosome.  
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Abreviaturas: 

aa, amino ácido 

ADK, adenilato quinasa 

AK, arginina quinasa 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

BSA, seroalbumina bovina 

DAPI, ϰ’,ϲ-Diamidino-2-fenilindol 

DTT, ditiotreitol 

eGFP, Green fluorescent protein (proteina verde fluorescente) 

IPTG, isopropil-beta-D-tiogalactopiranosido 

LB, medio Luria-Bertani 

LIT, Liver infusión triptose (medio a base de triptosa e infusión de hígado) 

BHI, brain heart infusión (medio a base de infusión de cerebro corazón) 

PCR, polimerase chain reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa) 

PMSF, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

SL, spliced leader 

3’UTR, 3’untraslated region ;region 3 ͚no traduciďleͿ 

5’UTR, 5’untraslated region ;region 5’no traduciďleͿ 

mcherry  cherry fluorescent protein (proteina roja fluorescente) 

MG132, carbobenzoxy-Leu-Leu-leucinal 

SDS, diodecil sulfato sódico 

SFB, suero fetal bovino 

TcADK, adenilato quinasa de Trypanosoma cruzi 

WB, WesternBlot 

IF, inmunofluorescencia 



Abreviaturas 

 

X-Gal, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-galactpiranosido 

Phleo, fleomicina 

IP, inmunoprecipitacion 

GST, Glutation-S-transferasa 

NES, Nuclear exportation signal, señal de exportación nuclear 

NLS, Nuclear Localization signal, señal de importación nuclear 

TUB, tubulina 

ITS, internal transcribed spacer, region interna espaciadora transcripta 

ETS, external transcribed spacer, region externa espaciadora transcripta 

DIC, contraste de interferencia 

MERGE, superposición  

NP-40, Nonidet P40 

Qres, parámetro de identidad estructural, oscila entre 0 y 1, un Qres=1 significa que ambas 

estructuras son idénticas.  
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La enfermedad de Chagas 

 

La enfermedad de Chagas es una afección parasitaria causada por el protozoo 

flagelado T. cruzi.  La infección es transmitida al hombre por insectos hematófagos de 

la subfamilia Triatominae, siendo el más frecuente en la Argentina Triatoma infestans 

que en sus deyecciones deposita los tripomastigotes metacíclicos que invaden 

directamente la piel o las mucosas. Por otra parte  la infección puede ocurrir sin 

participación del insecto, por transfusión o transplante. La transmisión congénita 

ocurre en el 2 a 3%  de los descendientes de enfermos de Chagas. También se ha 

descripto infección por vía oral y por manipulación de material contaminado 

(Schmunis, 1991). 

Esta enfermedad, tiene una amplia distribución y una elevada prevalencia en América 

Latina. Se estima que hay unas 8 millones de personas infectadas, de las cuales 

aproximadamente un 25%  presenta síntomas, los cuales pueden variar ampliamente 

dependiendo de la cepa del parásito, el individuo infectado y la duración de la 

infección (fase aguda). Se estima que un 25-30%  de los infectados crónicos 

eventualmente sufrirá un daño irreversible en el corazón y el aparato digestivo, 

resultando en unas 12000 muertes al año (TDR/WHO, 2005). 

La enfermedad presenta, en general tres fases: la fase aguda, la indeterminada y la 

crónica. La fase aguda ocurre en un período corto luego de la infección (40 a 60 días). 

En general, no se observan manifestaciones clínicas en esta etapa y los infectados 

continúan sin síntomas hacia la siguiente fase de la enfermedad, lo cual dificulta el 

diagnóstico de la enfermedad aguda, detectándose sólo  en 1-2%  de los casos (WHO, 

2002). Durante esta etapa se pueden encontrar tripomastigotes de T. cruzi en sangre 

periférica. Pasados unos 2 meses del momento de la infección, el individuo ingresa en 

el período indeterminado, durante el cual el parásito se encuentra localizado en 

distintos órganos. Un 60- 65%  de los individuos infectados no presenta síntomas 

evidentes, permaneciendo en esta fase durante el resto de su vida. Esta etapa se 

caracteriza por parasitemias muy bajas o nulas, aunque la infección puede detectarse 

por métodos serológicos (WHO, 2002). 
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En aproximadamente un tercio de los casos, luego de 10 a 20 años, se desarrolla la 

enfermedad crónica. Las lesiones de la fase crónica afectan irreversiblemente órganos 

internos como corazón, esófago y colon con dilatación de los mismos y desórdenes en 

el sistema nervioso periférico. Los pacientes con enfermedad crónica severa devienen 

progresivamente más enfermos y finalmente mueren, generalmente por fallas 

cardíacas. Si bien no existe tratamiento efectivo para estos casos, en la actualidad se 

están realizando ensayos de tratamiento con Benznidazol, una de las drogas con 

mayor efectividad durante el período agudo (Reyes y Vallejo, 2005). 

 

Tratamiento 

 
Existen dos drogas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, el Benznidazol y 

el Nifurtimox. Ambos derivados nitroheterocíclicos, cuando son administrados durante 

la fase aguda de la enfermedad, han demostrado curar entre el 50 y el 70%  de los 

pacientes; sin embargo, su eficacia en las etapas más avanzadas de la enfermedad es 

limitada (Castro y col., 1993). Actualmente se recomienda el tratamiento en: todo 

paciente en fase aguda de la enfermedad de Chagas, niños y adolescentes en fase 

indeterminada, pacientes adultos en fase indeterminada o con una forma incipiente 

asintomática de la enfermedad de Chagas y en casos de  accidentes con material 

contaminado en laboratorio o durante cirugías (Segura y col., 1999). El uso de 

Benznidazol y Nifurtimox en la etapa crónica de la enfermedad es objeto de 

controversia debido a los efectos desfavorables que presentan. 

 

Los tripanosomas  

Clasificación taxonómica de los tripanosomas 

Los tripanosomatidos son protozoos flagelados pertenecientes al orden Kinetoplastida, 

los mismos divergieron temprano del resto de los eucariotas.  El orden Kinetoplastida 

abarca las familias Bodonidae y T.tidae (Figura I1). La primera agrupa a organismos de 

vida libre con dos flagelos, la segunda abarca organismos con un único flagelo y  que se 

encuentran adaptados al parasitismo. Existen numerosas especies de 

tripanosomatidos con un amplio rango de hospedadores, los mismos causan diversas 
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patologías en humanos, T. cruzi, agente de la enfermedad de Chagas; T. brucei 

rhodesiense y T. brucei gambiense, agentes de la enfermedad del sueño; y de animales, 

como el T. brucei brucei, T. equiperdum y T. equinum. 

El genero T. fue dividido en dos grupos en función del desarrollo y comportamiento de 

los parásitos dentro del insecto  vector. El  grupo Stercoraria  incluye a los 

tripanosomas, que se desarrollan en el tubo digestivo del vector, donde ocurre la 

liberación de las formas infectivas a través de las heces (transmisión posterior). A este 

grupo pertenece T. cruzi. Por otro lado, en el grupo Salivaria se agrupan tripanosomas 

que se desarrollan inicialmente en el tubo digestivo y que posteriormente atraviesan el 

epitelio digestivo e invaden las glándulas salivales donde se desarrollan las formas 

infectivas que son inoculadas mecánicamente (transmisión anterior). En este grupo 

encontramos a T. brucei (Hoare, 1972). 

Al contener un grupo de organismos altamente complejos el género T. fue subdividido 

en algunos subgéneros. De esta manera T. cruzi pertenece al subgénero 

Schizotrypanum que comprende a los tripanosomas que se multiplican en los 

vertebrados a través de etapas intracelulares. 
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Figura I1: Ubicación taxonómica de T. cruzi y T. brucei. A modo de referencia se incluye  Bodo saltans, un organismo 
kinetoplastido de vida libre que presenta dos flagelos. Se indica la pertenencia de T. cruzi al grupo Stercoraria y de 
T. brucei al grupo Salivaria. La subespecie de T. brucei que se indica (T. brucei brucei) no suele infectar al hombre. 
 

Los kinetoplastidos presentan características únicas y a su vez, debido a que algunos 

géneros producen enfermedades en el hombre, constituyen organismos modelo de 

estudio. Los más ampliamente utilizados como tal corresponden a los géneros T. y 

Leishmania.  En este trabajo se utilizaron T. cruzi y T. brucei. 
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El ciclo de vida de T. cruzi (Hoare, 1972) 

T. cruzi fue descubierto en 1909 por Carlos Chagas.  Este parásito presenta un ciclo de 

vida complejo que involucra dos hospedadores, un vertebrado y un insecto 

hematófago perteneciente a la familia Reduviidae. Los hospedadores vertebrados son 

variados, tanto el ser humano como especies de animales domesticas como salvajes 

(Brener, 1973) estos últimos se infectan al ser picados por el insecto o por vía 

placentaria desde una madre infectada a su feto. 

A lo largo de su ciclo de vida T. cruzi presenta cambios morfológicos y de expresión 

genética. El tripomastigote, es la forma infectiva no replicativa que es llevada por el 

insecto vector alimentarse de sangre del hospedador vertebrado. Dentro del insecto, 

el tripomastigote sufre alteraciones morfológicas que se completan en el intestino 

medio convirtiéndose en el epimastigote, fase replicativa, no infectiva. Luego de 

replicarse por fisión binaria y migrar hasta la ampolla rectal, algunos vuelven a 

diferenciarse a una forma infectiva, no replicativa denominada tripomastigote 

metacíclico (tripomastigote inmaduro) (Zeledon y col., 1984). Estos últimos son los que 

invaden al hospedador vertebrado, ingresando rápidamente a células musculares, 

neuronales y macrófagos  presentes en la piel. Intracelularmente se diferencia al 

estadio denominado amastigote, el cual presenta capacidad replicativa e infectiva. El 

amastigote tiene la capacidad de diferenciarse a tripomastigote. La ruptura de la célula 

hospedadora libera tripomastigotes y amastigotes al torrente sanguíneo donde 

pueden invadir otros tipos celulares o ser ingeridos por el insecto vector. Dentro del 

insecto vector, los tripomastigotes sanguíneos se diferencian a epimastigotes que 

proliferan colonizando el tracto digestivo (Figura I2). 

 

El ciclo de vida de T. brucei (Hoare, 1972) 

El ciclo de vida involucra a una mosca hematófaga del genero Glossina. Si se encuentra 

infectada al alimentarse, inocula en el hospedador mamífero los  tripomastigotes 

metacíclicos. Estos se diferencian a tripomastigotes de la forma sanguínea que replican 

en los tejidos subcutáneos. Entre 6 a 10 días posteriores a la infección, los parásitos se 
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diseminan replicándose en el sistema circulatorio, alcanzando también la linfa y 

pudiendo alcanzar el sistema nervioso central al traspasar la barrera hematoencefálica. 

En el pico de parasitemia, algunos tripomastigotes de la forma alargada  denominada 

͞long slender͟, se diferencian a tripoŵastigotes de la forŵa ͞short stuŵpy͟, los cuales 

presentan el ciclo celular arrestado, pero se encuentran pre adaptados a las 

condiciones presentes dentro de la mosca. Durante un evento de alimentación ocurre 

la diferenciación a tripomastigotes procíclicos, que se replican en el intestino medio. 

Posteriormente se produce la migración hacia las glándulas salivales de la mosca 

donde se diferencian a epimastigotes, adheridos por el flagelo al tejido epitelial. Los 

epimastigotes continúan replicándose y eventualmente se diferencian a 

tripomastigotes metacíclicos que serán transmitidos por la mosca al hospedador 

mamífero (Figura I2). 

 

Figura I2: Ciclos de vida de T. cruzi y T. brucei comparados. La parte superior corresponde a las respectivas fases en 
el hospedador vertebrado, mientras que la parte inferior corresponde a las etapas en los respectivos insectos 
vectores. Para cada estadio se indica en que entorno extracelular transcurren. La barra en cada ciclo corresponde a 
10 μm. Figura adaptada de Hoare, 1972. 

Estadios de T. cruzi (Hoare, 1972) 
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Durante su ciclo de vida T. cruzi sufre cambios morfológicos  y a nivel de la expresión 

genética que caracterizan los distintos estadios.  A continuación se detallan las 

características más llamativas de los principales estadios (Figura I3). 

Los tripomastigotes son de forma alargada, con el kinetoplasto situado por detrás del 

núcleo. El flagelo emerge del cuerpo del parásito quedando libre hacia  el extremo 

anterior creando la imagen de una ͞ŵeŵďrana ondulante͟. Carecen de capacidad 

replicativa y están presentes en la circulación del hospedador vertebrado 

(tripomastigotes sanguíneos, tripomastigote maduro) y en la ampolla rectal en el 

vector (tripomastigote metacíclico, tripomastigote inmaduro). Una característica 

interesante de los tripomastigotes maduros es la ausencia de nucléolo, que comienza a 

desintegrarse durante su diferenciación de epimastigote a tripomastigotes 

metacíclicos (Ramirez y col., 2000). 

 Los  epimastigotes son alargados, el kinetoplasto se encuentra por delante del núcleo 

central y el flagelo queda libre hacia el extremo anterior. Se desarrollan en el insecto 

vector y poseen capacidad proliferativa. Son fácilmente cultivados in vitro en medio 

líquido. 

Por último los amastigotes son de forma redondeada, presentan un flagelo 

extremadamente corto que no protruye fuera del bolsillo flagelar.  . Los amastigotes se 

localizan intracelularmente y constituyen la forma replicativa en el mamífero (Gonzalez 

y col., 1994). 

Por último ha sido descripto el estadio de epimastigote intracelular, que 

correspondería a un estadio replicativo intermediario, que presenta tanto morfología 

como marcadores típicos de epimastigotes (Almeida-de-Faria y col., 1999). 
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Figura I3: Esquema de los distintos estadios de T. cruzi (tomado de Hoare, 1972)  Se esquematizan el cuerpo celular, 
la inclusión (Kinetoplasto), el núcleo y el flagelo en cada uno.  Como se puede observar en cada estadio presenta 
características morfológicas distintivas.  
Amastigote: célula redondea con un flagelo extremadamente corto que no protruye fuera del bolsillo flagelar. 
Epimastigote: célula alargada en la que el cuerpo basal del flagelo y el kinetoplasto se encuentran localizados 
adyacentes al núcleo. El flagelo emerge de un bolsillo flagelar próximo al centro de la célula y se asocia a la 
membrana para quedar libre 
Tripomastigote: célula elongada con el cuerpo basal y kinetoplasto localizado en el extremo posterior de la célula 
por detrás del núcleo. El flagelo emerge desde el bolsillo flagelar muy corto y corre a lo largo de la célula asociado a 
la membrana. 

 

Biología Celular 

Los tripanosomas son organismos eucariotas unicelulares que poseen características 

distintivas: organelas como el  sistema kinetoplasto- mitocondrion, los glicosomas, 

ácido -calcisomas, el bolsillo flagelar y los reservosomas y características únicas en el 

núcleo y nucléolo, entre otras (Girard-Dias y col., 2012). Las características detalladas a 

continuación se esquematizan en la figura I4. 

Los glicosomas son organelas rodeadas por una membrana con características 

similares a los microcuerpos. La caracterización bioquímica de los glicosomas 

demostró que contienen las enzimas responsables de los primeros 7 pasos de la vía 

glucolítica. Además presentan enzimas de la vía de las pentosas fosfato, síntesis de 

pirimidinas y oxidación de ácidos grasos.  Los ácido-calcisomas almacenan calcio y 

polifosfatos. Además estos parásitos poseen una única mitocondria que se extiende 

por todo el cuerpo celular, el ADN mitocondrial se encuentra en el kinetoplasto, el 

mismo se encuentra compuesto por una red compleja de moléculas concatenadas 

entre si carentes de marcos abiertos de lectura (Benne et al., 1986) estos últimos se 
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generan gracias a un mecanismo que edita mensajeros utilizando ARN guías que 

contienen información para remover o agregar determinados residuos de uridina, 

estas inserciones/deleciones generan transcriptos que podrán ser traducidos dentro 

de la misma organela (Simpson y col., 2004; Stuart y col., 2005). 

Los reservosomas son organelas exclusivas de los tripanosomas pertenecientes al 

subgénero Schizotrypanum. Se presentan como estructuras membranosas de tamaño 

considerable ubicadas en la región posterior al núcleo de la forma epimastigote (de 

Souza, 2002). Estas organelas se encuentran involucradas en la vía endocítica (Cunha-

e-Silva y col., 2006; Soares y col., 1992). 

Además los tripanosomatidos presentan un único flagelo que protruye de una zona de 

la membrana denominada bolsillo flagelar (Field y Carrington, 2009). Esta es una 

invaginación profunda de la membrana plasmática localizada en la base del flagelo. La 

membrana del bolsillo flagelar es una región altamente especializada, difiere en 

composición y distribución de proteínas con respecto al resto de la membrana 

plasmática. Es el único sitio hasta el momento donde se conoce que se llevan a cabo 

los procesos de endocitosis y exocitosis (Landfear y Ignatushchenko, 2001). 
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Figura I4: Epimastigote de T. cruzi en el cual se detallan las estructuras subcelulares  características de estos 
organismos, el kinetoplasto, los reservosomas, ácido calcisomas, glicosomas y el  bolsillo flagelar. 
 
 

El  proyecto genoma de T. cruzi  

En el  año 1994 se comenzó con el proyecto genoma de T. cruzi, T. brucei y Leishmania 

major. Este proyecto fue realizado en coordinación entre tres centros de investigación: 

Seattle Biomedical Research Institute (SBRI), Center for Genomics and Bioinformatics 

del Karolinska Institute y The Institute for Genomic Research (TIGR). 

En el caso de  T. cruzi  se seleccionó la cepa CL-Brener para la secuenciación del 

genoma por estar bien caracterizada experimentalmente (Zingales et al., 1997).  Datos 

provenientes de diferentes laboratorios sugirieron que esta cepa era un híbrido entre 

los subgrupos IIb y IIc, el cual parece ser en si mismo un híbrido derivado de T. cruzi I 

(Brisse y col., 1998; Brisse y col., 2000; Machado y Ayala, 2001; Sturm y col., 2003).  Tal 

característica fue un inconveniente a la hora del ensamblado. No solo se debían 

resolver regiones repetitivas, sino que también se debían discriminar secuencias muy 

similares derivadas de cada haplotipo. La secuencia genómica de T. cruzi, clon CL-

Brener fue oficialmente publicada junto con las secuencias genómicas de Leishmania 

major y T. brucei en 2005 (El-Sayed y col., 2005a). A pesar de ello, el montaje del 

genoma apenas fue parcial. Fue posible determinar que se encontraban genes 

codificados para 22.570 proteínas, de las cuales 12.570 formaban pares alélicos. Al 
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margen de retrotransposones y otros elementos repetitivos, había muchos genes 

pertenecientes a grandes familias de proteínas de superficie, como las trans-sialidasas, 

mucinas, gp63 proteasas y proteínas asociadas a mucinas (MASP), que representan 

cerca del 18%  de todas las secuencias codificantes. Fue posible predecir diversos 

aspectos ďioƋuíŵicos y ŵoleculares específicos de los ͞Tritryps͟ ;T. cruzi, T. brucei, 

Leishmania major). Actualmente se estima que T. cruzi contiene alrededor de 12000 

genes (genoma haploide). Para el 50%  de las secuencias proteicas fue posible inferir 

alguna función conocida mediante análisis de similitud. La genómica comparada entre 

los Tritryps permitió determinar que 6158 genes serian comunes a las tres especies y 

que un total de 3736 serian exclusivos de T. cruzi (El-Sayed y col., 2005a; El-Sayed y 

col., 2005b; Souza y col., 2011). 

 

El núcleo de  los tripanosomas 

La presencia de núcleo caracteriza al dominio eucariota, compartimenta el material 

genético y se encuentra rodeado por una doble membrana llamada envoltura nuclear 

(Barus, 1902; Chambers, 1914). El núcleo se ha observado desde el advenimiento del 

microscopio óptico y los sub-compartimientos tales como el nucléolo y los 

cromosomas condensados se han reconocido más adelante, siendo parte de una 

estructura muy bien organizada y dinámica.  El núcleo es una estructura altamente 

compleja donde ocurren procesos complejos como la transcripción, la replicación, los 

procesos de reparación del ADN, la recombinación y  el comienz de la biogénesis 

ribosomal. 

T. cruzi, posee eventos únicos a nivel de la organización nuclear,  la replicación del 

ADN, transcripción y reparación, así como también en el procesamiento del ARN y el 

transporte del mismo al citoplasma (Schenkman y col., 2011).  Por ejemplo T. cruzi 

presenta un nucléolo que contiene estructuras similares a los cuerpos de Cajal pero 

estos mismos carecen del marcador típico de los mismos la coilina (Schenkman y col., 

2011). Se ha determinado que posee genes para las 3 ARN polimerasas típicas, siendo 

la ARN polimerasa I (ARNpol I) la responsable de la transcripción de los genes 

ribosomales, la ARN polimerasa II (ARNpol II) de los transcriptos primarios con 
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secuenciadas codificantes para proteínas y la ARN polimerasa III (ARNpol III) la 

encargada de la transcripción del ARN ribosomal 5S, los ARNt y ARNsn.  Por otra parte 

se han observado cambios estadio específicos tanto en la morfología como en la 

dinámica nuclear (Gluenz y col., 2011; Nepomuceno-Mejia y col., 2010; Ramirez y col., 

2000). 

T. cruzi prolifera  únicamente en los estadios de epimastigote y amastigote,  cuando 

estas formas se diferencian a tripomastigote, su ciclo celular se detiene. La 

transformación a tripomastigotes implica  grandes alteraciones en la estructura 

nuclear que se encuentran acompañadas por una disminución en los niveles de 

transcripción (Avila y col., 2003; Krieger y col., 1999; Nardelli y col., 2007). Se ha 

observado una disminución de la actividad de la ARN polimerasa II en tripomastigotes 

metacíclicos y tripomastigotes maduros (Elias y col., 2001). Por otra parte el núcleo 

varia en morfología y en posición durante los estadios, siendo redondo en el 

epimastigote y amastigote, mientras que en el tripomastigote adquiere una morfología 

elongada y se desintegra el nucléolo (Ramirez y col., 2000)(Figura I4). 

 

El núcleo de los tripanosomas y la respuesta al estrés ambiental 

Ante un estrés las células responden de tal manera de mantener la homeostasis 

celular, muchas veces la respuesta a estrés involucra el re direccionamiento de 

distintas proteínas y la restructuración de las funciones celulares.  En T. cruzi se ha 

observado que el núcleo responde ante diferentes fuentes de estrés. Ante situaciones 

de estrés oxidativo se ha observado una relocalización de muchas proteínas de unión a 

ARN (Villanova y col., 2009). Las mismas se concentrarían en los denominados 

gránulos de estrés y p-bodies que corresponden a sitios de silenciamiento génico, 

ambas estructuras serán descriptas mas adelante (Cassola, 2011; Cassola y col., 2007).  

Por otra parte se ha estudiado que ante situaciones de daño al ADN,  ocurre una 

restructuración de la cromatina, como así también se incrementa la expresión y 

actividad de proteínas de unión al ADN (Fernandez Villamil y col., 2008; Villanova y 

col., 2009), lo que indicaría la activación de mecanismos de reparación de manera tal 

de mantener la homeostasis celular. 
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Estructura de la cromatina 

Dentro del núcleo de una célula eucariota típica el ADN se encuentra empaquetado en 

nucleosomas, que se encuentran formados por dos pares de las histonas H2A, H2B, H3  

y H4. Entre los nucleosomas se encuentra la histona H1 que permite un mayor 

empaquetamiento del ADN. Esta última es la histona que presenta mayor grado de 

divergencia entre los eucariotas; presenta tres dominios, uno central globular 

altamente conservado y dos extremos amino y carboxilo altamente variables. En 

Tripanosomas al igual que en el resto de los eucariotas, el ADN se encuentra 

empaquetado en cromosomas dentro del núcleo. Sin embargo presenta grandes 

divergencias con respecto al resto de los eucariotas (Belli, 2000; Elias y col., 2001).  Si 

bien el ADN se encuentra unido a histonas formando nucleosomas (Burri y col., 1994),  

las mismas presentan diferencias tanto en sus extremos amino y carboxilo con 

respecto a la del resto de los eucariotas.  La histona con mayor grado de divergencia 

corresponde a la histona H1, donde se ha encontrado que presenta únicamente la 

región carboxilo terminal, una característica típica de los eucariotas inferiores 

(Kasinsky y col., 2001). Por otra parte se han detectado las modificaciones típicas de las 

histonas como ser las metilaciones, acetilaciones y sumoilaciones, sin embargo se han 

encontrado muy pocas proteínas de unión al ADN (Nardelli y col., 2009; Villanova y 

col., 2009). 

En los últimos años se han caracterizado modificaciones en la estructura de la 

cromatina durante el ciclo de vida de T. cruzi y durante el ciclo celular de epimastigotes 

en cultivo (Ferreira y col., 2008; Spadiliero y col., 2002b). En T. brucei, se ha 

relacionado la expresión de genes de Glicoproteínas Variables de Superficie (VSGs) con 

re arreglos locales de la cromatina, proponiendo un modelo de regulación posicional 

para la expresión de estos genes (Janzen y col., 2006b). Recientemente en T. brucei, se 

han descripto una serie de modificaciones inusuales de las histonas como, por 

ejemplo, una hiper-acetilación de la histona H2A en su extremo C-terminal. Esta 

hiperacetilación podría estar desestabilizando la cromatina, creando grandes regiones 

de eucromatina que permitirían un mayor acceso a la ARN polimerasa (y posiblemente 
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otros factores) para regular determinados grupos de genes en respuesta a cambios 

medioambientales o ante señales externas o internas (Berriman y col., 2005; El-Sayed y 

col., 2005a; Janzen y col., 2006a). 

Por otra parte no se observan estructuras de orden superior ni la condensación de los 

cromosomas durante la división celular (Belli, 2000; Spadiliero y col., 2002a). La falta 

de condensación podría tener un rol funcional, permitiendo una rápida respuesta a los 

cambios que sufre el parásito a lo largo de su ciclo de vida, mediante mecanismos de 

regulación epigenéticos (Belli, 2000). Se ha propuesto que la ausencia de una histona 

H1 canónica podría ser la causa de la falta de condensación. 

Finalmente la falta de condensación durante la mitosis ha dificultado la determinación 

del número de cromosomas. Mediante la secuenciación del genoma y ensayos de 

cariotipo electroforético se ha determinado que la cepa CL Brener de T. cruzi presenta 

41 cromosomas, con telómeros típicos y con islas CG que se asemejarían a las regiones 

centroméricas (Solari, 1980; Vickerman, 1970). 

 

Regulación de la expresión génica 

La regulación de la expresión génica en la mayoría de los organismos se encuentra 

controlada principalmente a nivel del inicio de la transcripción. En tripanosomas no se 

conocen  mecanismos que regulen el inicio de la transcripción por la ARN polimerasa II. 

Resulta muy llamativo la ausencia de promotores típicos para la ARN polimerasa II y la 

reducida cantidad de genes codificantes para proteínas de unión al ADN en sus 

genomas (El-Sayed y col., 2005a; Ivens y col., 2005). Se postula que existen pocos sitios 

de inicio de la transcripción por cromosoma, en donde la composición de histonas y la 

modificación de las mismas es diferente (Siegel y col., 2009), a partir de las cuales se 

originan largas unidades transcripcionales denominadas policistrones. Estas unidades 

transcripcionales pueden ser tan extensas como un cromosoma entero y transcribirse 

bidireccionalmente hacia ambos telómeros (Figueroa-Angulo y col., 2003). A diferencia 

de los procariotas estos policistrones no necesariamente incluyen genes con funciones 

relacionadas (Palenchar y Bellofatto, 2006) y deben ser procesados antes de ser 

traducidos (Mandelboim y col., 2003).  El procesamiento de los policistrones produce 
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monocistrones maduros a través de dos eventos acoplados, el Trans-splicing y la 

poliadenilación, Ƌue ocurren en los eǆtreŵos 5’ y 3’ de los ŵensajeros 

respectivamente (Figura I5). El Trans-splicing es un proceso similar al cis-plicing, pero 

que ocurre entre dos moléculas precursoras de ARN que son transcriptas desde 

diferentes porciones del genoma. Procede a través de una reacción de dos pasos de 

transesterificación, análoga al Cis-splicing pero forŵando una estructura del tipo ͞Y͟ 

en vez del lazo intermediario. Luego la secuencia de 39 nucleótidos, denominada SL 

;spliced leaderͿ, deďe ser transferida en trans desde el eǆtreŵo 5’ de un ARN precursor  

que posee un CAP (caperuza o casquete un nucleótido 7-metilguanosina trifosfato, 

que se añade al extremo 5' de la cadena del ARNm) hacia un sitio aceptor sobre el 

transcripto primario (Gunzl, 2010; Michaeli, 2011). 

La co-transcripción de varios marcos abiertos de lectura resulta en la dependencia de 

mecanismos pos-transcripcionales para la regulación de la expresión génica. En la 

mayoría de los casos, los elementos regulatorios se encuentran en la región  no 

traducida 3’ UTR (Bayer-Santos y col., 2012; Quijada y col., 2002). El estudio de las 

regiones 3’ UTR de diferentes transcriptos ha revelado que muchas veces presentan 

mas de un motivo regulatorio, permitiendo una regulación que involucra la 

combinación de múltiples factores, que puede darse simultáneamente, 

competitivamente o separados temporalmente.  

Por otra parte los genes no poseen intrones y las secuencias intergénicas son 

pequeñas, estas últimas juegan un rol clave en el procesamiento y en los niveles de los 

ARNm (Matthews y col., 1994). Como excepción existen únicamente dos genes que 

poseen intrones en T. cruzi (Mair y col., 2000).  Por otra parte se ha identificado un 

solo promotor para la ARN polimerasa II asociado al mini-exón y se ha propuesto que 

esta enzima es dirigida a dicha región por mecanismos epigenéticos y no por una 

secuencia especifica (Cribb y Serra, 2009).  

http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
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Figura I4: Representación esquemática del flujo de la información genética en tripanosomas. Se esquematiza la 
síntesis de ARN mensajero policistrónico. Los monocistrones maduros son generados por el proceso de Trans-
splicing y poliadenilación acoplada. Esta reacción de maduración utiliza el SL como sustrato y de esta manera el ARN 
ŵensajero ŵaduro adƋuiere la estructura del cap en su eǆtreŵo 5’. “e señalan diferentes regiones 3’ no 
codificantes (NC) de las que depende la expresión de los respectivos mensajeros. Una vez en el citoplasma, los 
mensajeros maduros son traducidos a proteínas. 
 

Debido a la falta de regulación a nivel de la transcripción los mecanismos regulatorios 

son a nivel pos-traduccional. Durante la diferenciación y adaptación a los distintos 

ambientes, estos mecanismos juegan un rol clave en la expresión genética.  Se han 

identificado diversos mensajeros que se encuentran regulados de la misma manera, 

muchos poseen secuencias consenso en sus mensajeros y presentan una regulación 

similar (Cassola y Frasch, 2009). La existencia de complejos ribonucleoproteicos serian 

los responsables de definir el destino final de la información genética. Siendo los 

responsables de direccionar a los transcriptos hacia los distintos mecanismos que 

permiten obtener un determinado patrón de expresión génica. Al observarse un 

mecanismo regulatorio similar para ciertos grupos de genes se ha implementado el 

térŵino de  ͞operones postranscripcionales͟ ,  Ƌue corresponden a ARN ŵensajeros 

que poseen secuencias de reconocimiento para determinadas proteínas, regulando así  

sus niveles de expresión de la misma manera (Noe y col., 2008).  

Finalmente en la mayoría de los eucariotas ha sido identificada una vía de regulación 

de la expresión génica que involucra la degradación de los ARNm, denominada  

nonsense mediated decay (NMD, degradación mediada por mensajeros sin sentido). 

Este proceso ocurre en el citoplasma y es gatillado cuando un codón stop se encuentra 

a aproximadamente a 55 nucleótidos del empalme exón-exón. Este mecanismo 

regulatorio ha sido descripto para muchas proteínas ribosomales, que regulan sus 

niveles de expresión por splicing alternativo, por el cual generan mensajeros que luego 

son degradados por NMD (Cuccurese y col., 2005). En tripanosomatidos sigue el 
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debate sobre la existencia de mecanismos similares al NMD, hasta la fecha se propone 

Ƌue la degradación de los ARNŵ estaría regulada por la longitud del 3’UTR y por la 

unión de  diversas proteínas al mismo (Delhi y col., 2011). 

 

Importación y exportación nuclear 

El núcleo corresponde a una de las estructuras  de mayor complejidad dentro de la 

célula. Realiza un gran número de funciones que incluyen el empaquetamiento y el 

mantenimiento de la integridad del material genético, se encuentra involucrada con el 

ensamblado de los ribosomas y su exportación al citoplasma. Como maquina compleja 

el núcleo tiene un intecambio constante de iones, proteínas y ARN. Este transporte 

ocurre a través del poro nuclear e involucra un gran número de proteínas 

denominadas colectivamente nucleoporinas, muchas de ellas  dependen del sistema 

denominado Ran-GTP (Arnaoutov y Dasso, 2005; Engelsma y col., 2004; Kutay y 

Guttinger, 2005; Sorokin y col., 2007). Durante el proceso de importación y 

exportación nuclear las moléculas deben interactuar con las nucleoporinas. Como se 

puede observar en la figura I5 las proteínas que deben ser importadas o exportadas 

son reconocidas por el receptor correspondiente. Este interactúa con el receptor del 

poro nuclear mediando la importación/exportación. La liberación del complejo 

proteína receptor involucra al sistema Ran-GTP, siendo la hidrolisis del GTP 

indispensable para completar el proceso (Melchior y col., 1993; Moore y Blobel, 1993; 

Sweet y Gerace, 1996; Weis y col., 1996). 
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Figura I5: Esquema del transporte hacia y fuera del núcleo. El proceso de importación y exportación nuclear es un 
proceso activo que depende del sistema Ran-GTP, de receptores de importación y exportación nuclear que 
interactúan con el complejo del poro nuclear. Adaptado de Molecular Biology of the Cell, Alberts, 2002 (Alberts, 
2002). 
 

Las proteínas importadas o exportadas del núcleo deben poseer señales tanto para 

ingresar a dicha estructura, que corresponden a los NLS (Nuclear Localization Signal, 

Señal de Localización Nuclear) como  para ser exportadas de la misma, denominadas 

NES (Nuclear Exportation Signal, Señal de Exportación Nuclear). Son estas señales las 

que son reconocidas por los receptores de importación y exportación nuclear. Los NLS 

y NES han sido definidos experimentalmente analizando su capacidad de estimular la 

migración de proteínas reporteras, desde el citoplasma al núcleo o viceversa (Lange y 

col., 2007). 

Los NLS clásicos contienen grupos de aminoácidos básicos, que pueden ser del tipo 

simple, que generalmente se encuentran compuestas por 4/6 residuos de 

arginina/lisina juntos como es el caso del antígeno T del virus SV40, o del tipo bipartita, 

que presentan una docena de aminoácidos básicos en grupos que se encuentran 

separados por diez a veinte aminoácidos (Boulikas, 1994; Lange y col., 2010; Melen y 

col., 2001).  Además existe un tercer tipo de NLS, denominado NLS no básica, que 

corresponde a un tracto de 30 amino ácidos no básicos, esta señal es denominada M9 

(Michael y col., 1995; Siomi y Dreyfuss, 1995; Weighardt y col., 1995). Por otra parte se 

han descripto motivos estructurales, como son los RMM (RNA recognition motives, 
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motivos de unión a ARN) (Cassola y Frasch, 2009) que se encuentran presentes en 

proteínas de unión a ARN y serian las regiones de reconocimiento por la maquinaria de 

importación nuclear. Las señales de importación nuclear son reconocidas por proteínas 

de la familia de las importinas, las cuales reconocen los distintos tipos de NLS. En la 

mayoría de los casos el transporte nuclear se encontraría  mediado a través del 

sistema Ran-GTP (Chook y Suel, 2011; Marfori y col., 2011; Pemberton y Paschal, 

2005). 

Los NES se encuentran formados por tractos cortos de aminoácidos hidrofóbicos como 

son las leucinas e isoleucinas. Las mismas son reconocidas por el transportador CRM1 

(exportin 1, XpoI en levaduras) que en presencia de Ran-GTP, media la exportación de 

las proteínas fuera del núcleo (Fukuda y col., 1997). CRM1 fue descripto por primera 

vez  en S. pombe y posteriormente en humanos, en ambos casos se probó la inhibición 

por la droga Leptomicina B, (LMB metabolito secundario producido por el hongo 

Streptomyces spp). En levaduras se ha observado que la droga actúa uniéndose al 

transportador interactuando específicamente con la cisteína 529 de CRM1, 

bloqueando así su interacción con las proteínas blanco (Kudo y col., 1998).  La 

direccionalidad y afinidad de CRM1 con el sustrato se encuentran determinadas por el 

sistema Ran-GTP, al unirse CRM1 con la proteína sustrato permite la interacción con 

las proteínas del poro nuclear.  Al pasar a través del mismo, ocurre la hidrolisis del 

GTP, formándose el complejo Ran-GDP que genera cambios en la estructura de CRM1 

generando la liberación de la proteína sustrato y su liberación al citoplasma (Fukuda et 

al., 1997; Ohno et al., 1998). CRM1 se encontraría involucrada en la exportación no 

solo de proteínas, si no que también se la ha asociado a la  exportación de las 

subunidades ribosomales y de los complejos asociados a las mismas (Chen y col 2012, 

Panse, 2011, Lo y col 2010).  Por último es necesario resaltar que existen proteínas que 

hacen  tráfico dentro y fuera del núcleo pero que no poseen NLS ni NES si no que son 

importadas o exportadas formando complejos con  proteínas que presentan señales 

clásicas (Kose y col., 1997). 

Las células eucariotas se encuentran subdivididas en núcleo y citoplasma, lo que hace 

que el transporte nuclear sea indispensable para la expresión génica y el 

http://en.wikipedia.org/wiki/Streptomyces
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mantenimiento de la homeostasis celular. Existen diversos mecanismos que regulan la 

afinidad y accesibilidad de los receptores, controlando así la reacción de transporte 

(Steggerda y Paschal, 2002). 

En tripanosomatidos el poro nuclear no ha sido caracterizado en profundidad, 

reconstrucciones trimidimensionales por microscopia electrónica demostraron que la 

envoltura nuclear de los tripanosomas seria similar a la del resto de los eucariotas 

(Spadiliero y col., 2002b). Los análisis de proteómica y los resultados de la 

secuenciación del genoma revelaron la presencia de proteínas homologas a las 

involucradas en el proceso de importación y exportación nuclear en otros organismos. 

En T. cruzi ha sido descripta la exportina, CRM1 (Cuevas y col., 2005), además en T. 

brucei  se han caracterizado proteínas esenciales para la exportación nuclear de los 

ARNm (Serpeloni y col., 2011). Finalmente muy pocas señales de exportación e 

importación nuclear han sido descriptas en T. cruzi.  Existen señales clásicas como la 

señal localizada en la histona H2B (Moreland y col., 1987); para otras proteínas se ha 

demostrado que presentan NLS no clásicas, como es el caso del factor de splicing p14 

(Westergaard y col., 2010). En T. brucei se ha observado que la señal nuclear del 

antígeno T del virus SV40 puede mediar el transporte nuclear (Xiong y Ruben, 1996) y 

que además en este organismo existe el homólogo de Ran/Tc4 (Field y col., 1995). 
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Biogénesis ribosomal 

El nucléolo corresponde a un subcompartimiento nuclear  donde ocurre la biogénesis 

ribosomal (Smetana y col., 1970; Stoykova y col., 1985).  Los genes que codifican para 

las subunidades ribosomales se encuentran agrupados dentro del genoma y en 

múltiples copias. Los mismos se encuentran en distintos cromosomas que se disponen 

de tal manera de estar próximos formando el nucléolo. El nucléolo es donde comienza 

la síntesis de los ribosomas, el procesamiento ocurre dentro del núcleo y finaliza en el 

citoplasma. En eucariotas el locus ribosomal se encuentra compuesto por el promotor 

ribosomal, el ETS1 (external transcribed spacer, secuencia externa espaciadora 1), 18S, 

el ITS1 (internal transcribed spacer, secuencia interna espaciadora 1), 5,8S,  el ITS2 

(internal transcribed spacer, secuencia interna espaciadora 2), 28S, el ETS2 (external 

transcribed spacer, secuencia externa espaciadora 2), el  terminador ribosomal y el 5S 

que se encuentra por fuera del locus ribosomal. La ARN polimerasa I (ARNpol I) es la 

responsable de la transcripción de todo el locus ribosomal con excepción al 5S  que es 

sintetizado independientemente por la ARN polimerasa III (ARNpol III). Los ribosomas 

maduros se encuentran compuestos por dos subunidades en todos los organismos, la 

subunidad mayor (LSU) y la subunidad menor (SSU). La LSU comprende 3 ARNr en 

eucariotas (25S, 5.8S, 5S en Saccharomyces cerevisiae) (Figura I6) y dos en procariotas 

(23S, 5S en E. coli). Mientras que la SSU posee un ARNr en todos los reinos (18S en S. 

cerevisiae y 16S en E. coli).  

 
 

Figura I6: Esquema de las distintas subunidades ribosomales de levaduras, donde se esquematizan los precursores y 
finalmente las subunidades maduras, 25S, 5,8S, 5S y 18S. 
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El locus ribosomal se transcribe entero desde el ETS1 hasta el terminador como una 

gran unidad transcripcional (Lewis y col., 1966; Liau y Perry, 1969). Luego el transcripto 

primario debe ser procesado y modificado en sitios específicos para el ensamblado del 

ARN ribosomal maduro (Connolly y Culver, 2009; Hage y Tollervey, 2004). 

El procesamiento del ribosoma es llevado a cabo por proteínas accesorias entre las 

cuales se encuentran las Rps (Ribosomal Proteins, Proteinas Integrales del Ribosoma), 

hasta la fecha se han encontrado 78 Rps en S. cereviciae y 58 en E.coli (Korobeinikova y 

col., 2012). Aunque los ribosomas procariotas y eucariotas presenten similitudes a 

nivel estructural presentan grandes diferencias a nivel de los factores de ensamblado. 

Mientras que en procariotas son pocos (Connolly y Culver, 2009; Hage y Tollervey, 

2004) en eucariotas han sido descriptas mas de doscientas proteínas accesorias 

(Fromont-Racine y col. 2003). En S. cereviciae la ausencia de uno de estos factores trae 

como consecuencia la ausencia de biogénesis ribosomal y una disminución en el 

crecimiento. Existe una  gran variedad de proteínas accesorias que incluyen  enzimas 

dependientes de NTPs como ser GTPasas, ATPasas, quinasas y helicasas (Martin R y 

col., 2012; Henras y col., 2008). Estas enzimas estabilizarían o desestabilizarían los 

complejos pre-ribosomales en distintos pasos de la maduración a través de 

manipulaciones energéticas al asociarse/disociarse de los complejos. Por otra parte el 

proceso de biogénesis ribosomal corresponde a un proceso jerárquico que depende 

del reclutamiento  secuencial de determinadas proteínas y de que haya ocurrido 

correctamente el paso previo (Talkish J y col., 2012).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22922795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Talkish%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22735702
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Figura I7: Esquema simplificado de la biogénesis ribosomal en S. cereviciae. Donde se detallan los distintos 
precursores a lo largo del procesamiento como así también su localización dentro de la célula. El locus ribosomal se 
transcribe como un único transcripto que luego es procesado, a excepción del 5S que se transcribe de manera 
independiente por la ARN polimerasa III. Luego de la transcripción ocurre el procesamiento en el sitio A0 y B2 que 
separa el 18S, 5,8S y 28S del 5S. Posteriormente ocurre el procesamiento en el sitio A1 que separa el 18S del 5,8 y 
28S. El 18S es exportado al citoplasma donde ocurre el último paso de procesamiento en el sitio D. El 28S y el 5,8S 
son separados a través del clivaje en el sitio E, luego sufren procesamientos posteriores que generan ambas 
subunidades maduras (Clivaje en los sitios B y C). El procesamiento del 5S ocurre de manera independiente en el 
citoplasma. 
 

Como se muestra en la figura I7 el procesamiento del ribosoma involucra un gran 

número de pasos. Una vez que se ha finalizado la transcripción del 35S, el primer paso 

de maduración implica el corte endonucleolítico en el sitio A0 Ƌue ocurre hacia el 5’ 

del 33S pre-ARN. Luego de este ocurre el segundo corte endonucleolítico en el sitio A1 

que genera el 32S pre-ARN, Ƌue corresponde al eǆtreŵo 5’ del 18S maduro (Lamanna 

yKarbstein, 2009; Sharma y col., 1999). Posteriormente se lleva acabo el 

procesamiento en el sitio A2 que separa el 18S del 28S y 5.8S (Strunk y Karbstein, 

2009). Luego el 18S es exportado al citoplasma donde termina de ser procesado 

(clivaje en el sitio D) (Fromont-Racine y col., 2003; Tschochner y Hurt, 2003). 
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La maduración de la subunidad mayor es más compleja. Luego del corte en el sitio A2, 

se lleva a cabo el procesamiento en el sitio A3 que tiene lugar dentro del núcleo, el 

mismo genera el 5´maduro del 5,8S, mientras que el clivaje en B2 genera el sitio 

3´maduro del 28S. Por último ocurre el clivaje en C2 que separa al 5.8S del 28S que 

luego son exportados al citoplasma. En los distintos pasos de procesamiento se 

encuentran involucrados complejos proteicos distintos que se encuentran altamente 

coordinados y donde participan proteínas con una gran diversidad de funciones.  Por 

otra parte en los últimos años se ha determinado que los pasos de procesamiento 

implicarían alteraciones estructurales dentro del ARNr que serian necesarias para que 

ocurra el reconocimiento por la maquinaria proteica encargada de llevar a cabo el 

siguiente paso (Fox y col., 2011; Jakovljevic y col., 2012; Lamanna y Karbstein, 2011; 

Shimoji y col., 2012; Venema y col., 1995).  

La biogénesis ribosomal implica un gran número de pasos  que generan un gasto 

energético extremadamente elevado, consecuentemente ante condiciones 

desventajosas como ser baja disponibilidad de nutrientes, infección viral, estrés 

oxidativo o térmico la misma se arresta para prevenir gastos energéticos innecesarios 

(Grummt, 2003; Grummt y Pikaard, 2003; Jastrzebski y col., 2007; Tan y col., 2012). 

La exportación nuclear del ribosoma y las proteínas asociadas ha muy estudiada en 

diversos organismos. Se ha observado que la exportación de muchas de las proteínas y 

de las subunidades ribosomales depende de la exportina CRM1 (Fox y col., 2011; 

Johnson y col., 2002; Lo y Johnson, 2009).  Además se ha observado que el transporte 

es independiente de la formación de los complejos, al inhibir la vía de exportación 

dependiente de CRM1 los mismos continúan formándose dentro del núcleo (Ferreira-

Cerca y col., 2007; Milkereit y col., 2003). 

Por otra parte existen diferencias a nivel del  procesamiento del ribosoma dentro de 

los eucariotas. Mientras que en levaduras la subunidad ribosomal 18S requiere un 

procesamiento en el sitio A2 antes del procesaŵiento final en el eǆtreŵo 3’ ;sitio D) en 

mamíferos se han encontrado dos intermediarios, el 21S que se encuentra en el núcleo 

y el 18S-E pre-RNA en el citoplasma (Figura I8). Indicando una divergencia en el 

procesamiento del 18S que probablemente también presente diferencias a nivel de las 
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proteínas involucradas en dicho procesamiento (Carron y col., 2011; Rouquette y col., 

2005; Udem y Warner, 1973; Warner y col., 1973).  

 

 
Figura I8: Esquema del procesamiento  citoplasmático del 18S en H. sapiens y en S. cereviciae donde se detallan las 
diferencias entre ambas especies. El procesamiento del 18S en humanos presenta dos sitios de procesamiento en el 
ARNr  18S en los sitios D y E mientras que el de levaduras presenta un único sitio de  corte en el sitio D. 

 

Biogénesis ribosomal en tripanosomas 

T. cruzi presenta los genes ribosomales en tándem como en el resto de los organismos. 

El ARNr ribosomal es sintetizado por la ARNpol I como un único precursor denominado 

35S que luego es procesado. El ARN ribosomal 5S es transcripto fuera del nucléolo por 

la ARNpol III.  El 35S presenta la estructura típica,  con un promotor ribosomal, cada 

ARN se encuentra separado por un ITS, y en los extremos se encuentra el ETS1 y el  

ETS2 (Figueroa-Angulo y col., 2003). Es a nivel de los ADNr en donde los tripanosomas 

presentan características únicas. Mientras que el 18S, 5,8S y 5S son similares al resto 

de los eucariotas el 28S se encuentra fragmentado en ADNr pequeños. El locus 

ribosomal es transcripto como una gran unidad transcripcional para luego ser 

procesado en el 18S, 5,8S, 28Sα, 28Sβ, Ϯ8SβϮ, Ϯ8Sɷ Ϯ8Sɸ, Ϯ8Sζ y Ϯ8Sθ maduros 

(Hernandez y col., 1988; Pulido y col., 1996) (Figura I9). La biogénesis ribosomal se 

encontraría mediada por un gran número de proteínas. En el genoma de T. cruzi se han 

identificado muchas de las proteínas involucradas en el procesamiento del ribosoma 
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homólogas a las de otros organismos. Además se han encontrado divergencias a nivel 

de secuencia de las proteínas ribosomales, en muchos casos presentan extensiones 

tanto amino como carboxilo terminales (Ayub y col., 2009; Ayub y col., 2005). 

Sin embargo en tripanosomatidos el procesamiento del ribosoma, los precursores y 

sitios de clivaje siguen siendo un gran enigma. Es de esperarse que al presentar un 

locus ribosomal altamente divergente posean características únicas a nivel del 

procesamiento. Por ejemplo en T. brucei se han encontrado proteínas únicas 

involucradas en el procesamiento del 5S (Hellman y col., 2007a; Hellman y col., 2007b; 

Prohaska y Williams, 2009). 

 

 
 
Figura I9 Esquema del locus ribosomal de T. cruzi, donde se detallan el promotor ribosomal (flecha azul), los 
distintos ARNr ϭ8S, 5,8S, Ϯ8Sα, Ϯ8Sβ, Ϯ8SβϮ, Ϯ8Sɷ Ϯ8Sɸ, Ϯ8Sζ, Ϯ8Sθ y 5S  y las regiones espaciadoras transcriptas 
que separan a cada uno. 

 

Por otra parte la estructura del ribosoma de T. cruzi presenta características únicas. Al 

comparar el tamaño del 80S de levaduras y el de humanos con el de T. cruzi  se ha 

observado  que este presenta mayor tamaño en ambas subunidades (Figura I10).  Por 

otra parte posee una estructura de tipo hélice en la subunidad menor ribosomal, que 

se encuentra próxima al sitio por donde salen los ARNm. Su función es desconocida, la 

hipótesis planteada es que esta estructura se encuentra involucrada en el 

reclutamiento de los ARNm modulando así el inicio de la transcripción (Gao y col., 

2005). Los ribosomas maduros consisten en el ARNr unido a las proteínas integrales del 

ribosoma que estabilizan su estructura, al poseer proteínas con extensiones atípicas el 

ribosoma de T. cruzi presenta protuberancias y una estructura única en comparación 

con la del resto de los eucariotas (Ayub y col., 2005; Gao y col., 2005).  
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Figura I10: Comparación de la estructura del ribosoma de S. cereviciae y T. cruzi. Al superponer las estructuras de 
ambos ribosomas se puede observar que tanto las subunidad menor como la mayor de T. cruzi presentan un mayor 
tamaño. En ambos casos el ribosoma de T. cruzi se encuentra en rojo mientras que el de S. cereviciae se encuentra 
en amarillo para la subunidad 40S y en azul para la 60S. Adaptado de Gao et al 2005.  

 

Regulación de la Biogénesis Ribosomal  

 

La actividad de la ARNpol I constituye el 50%  de la producción total de ARN de una 

célula eucariota típica (Reeder y Roeder, 1972; Zylber y Penman, 1971). La  alta 

producción de ribosomas se debe a la alta demanda de síntesis proteica. La actividad 

de la ARNpol I debe estar en coordinación con la actividad de la ARNpol II y la ARNpol 

III  para mantener la homeostasis celular haciendo indispensable la existencia de una 

coordinación muy fina y una intercomunicación entre todos los sistemas (White y 

Sharrocks, 2010).  Se han descripto diversos tipos de regulación de la biogénesis 

ribosomal, tanto a nivel de la transcripción del locus ribosomal, como de las proteínas 

involucradas en su procesamiento. Por ejemplo en mamíferos el promotor contiene 

dos secuencias importantes involucradas en la regulación de la transcripción (Windle y 

Sollner-Webb, 1986). Las mismas serian indispensables para la unión de la ARNpol I y 

los factores necesarios para la transcripción (Bell y col., 1997). 

Como mencioné en la sección anterior la biogénesis ribosomal es un proceso 

altamente costoso energéticamente (Granneman y Tollervey, 2007).  Por consiguiente 

se han desarrollado mecanismos regulatorios de manera tal de prevenir gastos 

energéticos innecesarios especialmente ante situaciones desfavorables (Nomura, 

1999; Powers, 2004; Warner, 1999). En levaduras en condiciones de baja 

disponibilidad de nutrientes, disminuyen los niveles de biogénesis ribosomal.  Por otra 

parte también se ha observado un decaimiento en los niveles de biogénesis ribosomal 
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ante infecciones virales, daño al ADN y aberraciones en el ciclo celular (Grummt, 

2003).  

Muchas veces las proteínas, ARNm y subunidades ribosomales son reclutados a 

gránulos de estrés o p-bodies (processing bodies, cuerpos de procesamiento) ante 

situaciones celulares desventajosas o simplemente como mecanismos de 

silenciamiento traduccional (Anderson y Kedersha, 2009; Balagopal y Parker, 2009).  

Los componentes secuestrados en estas estructuras pueden ser degradados por el 

proteasoma o ser nuevamente liberados al citoplasma una vez que las condiciones 

celulares se hayan restituido (Bruno y Wilkinson, 2006; Cassola, 2011). Los gránulos de 

estrés se forman durante situaciones de estrés y se encuentran asociados al estrés 

traduccional, la composición proteica de los mismos varia según el estimulo que recibe 

la célula, marcadores de los mismos son las proteínas PABP1 (proteína de unión a poly-

A), eIF4E (factor de elongación traduccional) y proteínas de la subunidad menor 

ribosomal (Anderson y Kedersha, 2002; Kedersha y Anderson, 2002; Kedersha y col., 

2005). Por otra parte los p-bodies se forman durante situaciones de estrés y 

concentran proteínas involucradas con la degradación del ARNm, en algunos casos 

pueden presentar proteínas presentes en los gránulos de estrés y no contienen 

proteínas ribosomales (Andrei y col., 2005). Marcadores típicos de los p-bodies 

corresponden al represor traduccional DHH1 y proteínas involucradas con el 

procesamiento de los microARNs (Anderson y Kedersha, 2009; Sen y Blau, 2005; Sheth 

y Parker, 2006). 

En tripanosomas se han caracterizado estructuras similares a los gránulos de estrés  y 

p-bodies  que se encontrarían formadas por diversos ARNm, ARNr y proteínas, como 

por ejemplo proteínas ribosomales y de la maquinaria transcripcional. La formación de 

los gránulos se ha observado durante situaciones celulares desfavorables como ser la 

disrupción de la transcripción y de la traducción como así también en condiciones de 

baja disponibilidad de nutrientes  y de estrés oxidativo (Cassola y Frasch, 2009). Estos 

datos estarían indicando un posible mecanismo de regulación de la biogénesis 

ribosomal y síntesis proteica como ocurre en otros organismos. Finalmente se han 

identificado proteínas marcadoras de los gránulos de estrés, como así también 
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secuencias consenso en los ARNm que son allí reclutados (Cassola, 2011; Cassola y 

Frasch, 2009). 

Los datos bibliográficos presentados sugieren que la disponibilidad de ribosomas es un 

proceso clave para el mantenimiento de la homeostasis celular, si bien en 

tripanosomatidos su regulación no ha sido estudiada en profundidad no significa que  

sea un proceso menor con lo que respecta a la regulación de la expresión génica y el 

mantenimiento de las condiciones celulares. El estudio de proteínas integrales y 

asociadas a los ribosomas es un factor clave para comprender la biogénesis ribosomal 

en  tripanosomatidos de manera tal de poder ampliar los conocimientos disponibles y 

comprender de mejor manera los mecanismos regulatorios. 

 

Otras particularidades  

En las siguientes secciones se describen características de los tripanosomas que son 

inherentes al trabajo realizado durante esta tesis.  Su explicación es imprescindible 

para la comprensión y el análisis de los resultados presentados. 

 

La vía TOR  

Recientemente se ha descripto una vía de señalización conocida como la vía TOR 

(Target of Rapamycin, Blanco de Rapamicina), que se encuentra regulando un gran 

número de procesos celulares, como ser el crecimiento, la proliferación, la motilidad, 

la transcripción, la traducción y la biogénesis ribosomal (Chen, 2004; Yang y col., 2008). 

La proteína TOR es una serina/treonina quinasa (Lorberg y Hall, 2004). De este modo 

TOR tiene funciones pleiotrópicas participando en la transducción de señales en 

respuesta a la disponibilidad de nutrientes, la concentración de aminoácidos y los 

niveles de energía (Lorberg y Hall, 2004). En eucariotas superiores la proteína TOR 

forma parte de al menos dos complejos moleculares con funciones diferentes: TORC1, 

el cual es sensible a la Rapamicina y que se caracteriza por su asociación con la 

proteína Raptor (Regulatory Associated Protein of mTOR, Proteina Regulatoria 

Asociada a mTOR) y se encontraría regulando de forma positiva el crecimiento celular y 

la síntesis proteica. El segundo complejo, TORC2, es insensible a la Rapamicina y 
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mediante la interacción con la proteína Rictor (Rapamycin Insensitive Companion of 

TOR, Acompañante de TOR Insensible a la Rapamicina) regula y modula el desarrollo 

del citoesqueleto y la supervivencia celular (Cybulski y Hall, 2009; Hay y  Sonenberg, 

2004; Lorberg y Hall, 2004). 

Uno de los caminos que regula la vía TOR al ser activada es  la modulación del 

crecimiento celular regulando la traducción de proteínas, a través de la activación por 

fosforilación de pS6K1 (Ribosomal S6 Kinase, Quinasa Ribosomal S6) y 4E-BP1 

(Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E-binding Protein 1, Proteína de Unión al 

Factor Eucariota del Inicio de la Traducción eIF4E) , que desencadenan una cascada de 

activación intracelular que permite el inicio de la mayor parte de la traducción proteica 

celular (Nojima y col., 2003). 

La activación de pS6K provoca la fosforilación de la proteína ribosomal S6 favoreciendo 

la biogénesis ribosomal y la elongación de la traducción. Durante situaciones 

desfavorables, como ser la falta de nutrientes, mediante la inactivación de pS6k se 

inhibe la biogénesis ribosomal (Dennis y col., 1999; Dufner y Thomas, 1999; Hay y 

Sonenberg, 2004).  Se ha observado que al inhibir la vía TOR con fármacos tales como 

la rapamicina, diversas proteínas ribosomales cambian tanto su localización como sus 

niveles de expresión (Honma y col., 2006; Vanrobays y col., 2008). Por otra parte en 

mamíferos se ha caracterizado un punto de regulación al inicio de la transcripción de 

los ARNm de las proteínas riďosoŵales. Las secuencias denoŵinadas 5’ TOP, 

determinarían la transcripción de estos mensajeros (Thomas y Hall, 1997), el 

mecanismo por el cual estaría ocurriendo todavía es incierto,  se conoce que en 

presencia de S6K fosforilada ocurre la transcripción mientras que en ausencia de la 

misma tanto en presencia de Rapamicina como en situaciones de baja disponibilidad 

de nutrientes (o sea cuando la vía TOR se encuentra inhibida) la transcripción de estos 

genes se reprime (Jefferies y Thomas 1996, Jefferies y col 1997). Las secuencias TOP 

han sido identificadas en Xenopus, ratón y humanos, estando ausentes en levaduras, lo 

que estaría indicando que la regulación por la vía TOR seria por mecanismos distintos 

(Patursky-Polischuk y col., 2009). En levaduras se ha observado que la vía TOR controla 

la transcripción del ADNr como así también la síntesis y el procesamiento del precursor 
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35S (Tsang y col., 2010). Por otra parte la señalización  a través de la vía TOR es un 

prerrequisito para la inducción de la transcripción del ADNr en respuesta a un 

aumento en la disponibilidad de nutrientes (Iadevaia y col., 2012). Se ha observado 

que al inhibir la vía TOR, numerosas proteínas ribosomales se concentran en el 

nucléolo, como es el caso de Dim2 (dimetiltransferasa) que  se encuentra involucrada 

en el procesamiento del ARNr 18S, clivando el  5’ del ITS1 (Vanrobays y col., 2008). 

En los últimos años la vía de señalización TOR ha sido caracterizada en 

tripanosomátidos  (Barquilla y col., 2008; Diaz-Gonzalez et al., 2011; Digirolamo et al., 

2012; Martins et al., 2011; Palmeri et al., 2011; van Dam y col., 2011). En T. brucei se 

han identificado ambos complejos (Barquilla y col., 2008), siendo el complejo TORC2 

sensible a la rapamicina, la inhibición del mismo inhibe el crecimiento celular.  Por otra 

parte se han encontrado dos quinasas adicionales (TbTOR3, TbTOR4) pertenecientes a 

la familia  de quinasas TOR en el genoma de T. brucei (Barquilla y col., 2012), 

identificándose otro complejo que involucraría a TbTOR4  y regularía de forma 

negativa la diferenciación desde el estadio proliferativo al quiescente del parásito 

(Barquilla y col., 2012). En T. cruzi mediante análisis bioinformáticos se han encontrado 

los componentes de la vía TOR (Digirolamo y col., 2012), pero todavía se desconoce 

como es el funcionamiento de esta vía. Al estar involucrada en la respuesta a los 

niveles de nutrientes en el medio se espera que la vía TOR se encuentre vinculada con 

el metabolismo energético de los parásitos. 

 

El Metabolismo Energético de los  Tripanosomas 

Durante su ciclo de vida los tripanosomas se enfrentan a diferentes ambientes, a los 

cuales deben responder mediante cambios morfológicos y metabólicos, adaptando su 

metabolismo energético  a  la disponibilidad de fuentes de carbono presentes 

(Bringaud y col., 2006). En consecuencia su metabolismo energético es altamente 

complejo. Se encuentran diferencias entre especies y entre estadios de sus respectivos 

ciclos de vida.  

En el estadio del insecto la principal fuente de carbono es la glucosa, pero también 

pueden utilizar aminoácidos como la prolina (Atwood y col., 2005). En los estadios 
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infectivos, tanto en el tripomastigote como en el amastigote las fuentes de carbono 

son la glucosa y la prolina (Bringaud y col., 2006; Cannata y Cazzulo, 1984; Rainey y 

MacKenzie, 1991). En tripanosomatidos y otros organismos se han caracterizado 

enzimas involucradas en el metabolismo energético, muchas de ella corresponden a 

proteínas que pueden unir o hidrolizar nucleósidos trifosfatos (Dzeja y  Terzic, 2009). Si 

bien existen diversas familias, una de las más representativas corresponde a la familia 

de las  NTPasas que presentan P-loop (phosphate binding group, grupo de unión a 

fosfato) (Leipe y col., 2003). 

 

 Quinasas que presentan  grupos de unión a fosfato (P-loop) 

Una gran parte del proteoma de cualquier organismo corresponde a proteínas que 

hidrolizan o unen nucleósidos trifosfato (NTPs) como por ejemplo las P-loop NTPasas 

(Leipe y col., 2003). Las mismas corresponden a un dominio de proteínas monofilético 

que surgió tempranamente en la evolución. Típicamente este tipo de proteínas 

hidroliza la unión fosfato β-ϒ de un nucleósido trifosfato. Estructuralmente adoptan 

una configuración de 3 capas sándwich α/β, Ƌue contiene una disposición regular de 

unidades αβ recurrentes en  donde las láŵinas β se encuentran en el centro rodeadas 

por α hélices ;Figura IϭϭͿ. A nivel de secuencia se encuentran caracterizadas por dos 

dominios altamente conservados, los  Walker A y B que unen respectivamente a los 

fosfatos β y ϒ del NTP y a un catión Mg2+ (Walker y col., 1982). Los motivos 

característicos de estas enzimas corresponden al P-loop que presenta una secuencia 

patrón GxxxxGK[ST]. El motivo Walker B presenta un residuo de aspartato altamente 

conservado hacia el carboxilo terminal que se encontraría involucrado en la 

coordinación del átomo de Mg2+ (Leipe y col., 2003).   
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Figura I11: Estructura tridimensional de una NTPasa que presenta P-loop (pdb 2c9y, ADK E .coli ), donde se 
representan  Las α hélices y el sándǁichβ Ƌue se encuentra inŵerso entre las α hélices. Taŵďién se encuentran 
marcados los motivos característicos LID, Walker A y B. El esquema fue realizado con el programa VMD1.9.1 
 

Análisis filogenéticos han demostrado  que el P-loop es una región altamente 

conservada dentro de las NTPasas. Solamente en algunas familias se han observado 

modificaciones, como es el caso de las sulfontransferasas, donde los cambios pueden 

relacionarse con la adquisición de actividades únicas. En contraposición el motivo 

Walker B presenta una gran flexibilidad, mostrándose una alta divergencia de la firma 

clásica hhhhD (donde h representa un residuo hidrofóbico) que caracteriza a este 

motivo. El análisis evolutivo ha permitido dividir a las quinasas que presentan P-loop 

en 41 familias (Leipe y col., 2003; Leipe y col., 2002). 

 

Quinasas con motivos DXD 

Este grupo mayoritario se encuentra caracterizado por la presencia de un motivo 

altamente conservado DxD mientras que el motivo Walker B generalmente esta 

ausente (Leipe y col., 2003). Las funciones de este motivo, como ser las uniones 

puente de hidrogeno con el ion magnesio y las interacciones con el motivo Walker A 

son llevadas a cabo por dos residuos de aspartato altamente conservados que se 

encuentran hacia el carboxilo terminal de la proteína (Krell y col., 1998). Ejemplos de 

esta familia de proteínas son las shikimato quinasas que se encuentran involucradas en 

la fosforilación del shikimato en la vía que genera corimistato un precursor de amino 
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ácidos y otros compuestos aromáticos y las gluconato quinasas que participan en la 

fosforilación del D-gluconato a 6-fosfogluconato en la vía catabólica del ácido idónico 

en E.coli (De Feyter, 1987). 

 

Las quinasas de ribonucleósidos monofosfatos: 

Este grupo de quinasas se caracteriza por la presencia de determinados residuos 

altamente conservados, como por ejemplo el P-loop presentan un motivo GKGT en vez 

del GK[ST]T como es en el resto de las quinasas y un motivo Walker B caracterizado 

por la presencia de esta secuencia consenso hhhDGFPR y un motivo RxDD.  Este grupo 

de quinasas incluye a las adenilato quinasas, y las enzimas de tripanosomas encargadas 

de agregar el CAP en los ARN mensajeros inmaduros (Silva y col., 1998). 

 

Las adenilato quinasas 

Una de las enzimas involucradas en la obtención rápida de energía son las adenilato 

quinasas. Las mismas tienen la capacidad de transferir fosfatos de alta energía. Se 

define como reacción directa a la que lleva a la formación de ADP, mientras que la que 

se orienta hacia la formación de ATP se la denomina reacción reversa (Noda, 1958).  

 
Las adenilato quinasas son enzimas ubicuas presentes en todos los organismos y 

presentan una gran diversidad a nivel de preferencia de sustrato. Sin embargo 

presentan regiones conservadas, definiéndose cuatro dominios característicos. El 

motivo P-loop, es el mas conservado (GxxxxGK[S/T]), es característico de proteínas que 

unen a ATP (Walker y col., 1982). Luego se encuentra una región que corresponde al 

sitio activo, que presenta residuos altamente conservados; como ser los aminoácidos 

básicos presentes en el P-loop, que interactúan con los fosfatos de los nucleótidos 

sustratos (Frey y Hegeman, 2007). A su vez se encuentran motivos que interactúan con 

el nucleótido monofosfato. Aproximadamente en el centro de la molécula se sitúa una 
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secuencia, que si bien no es la mas conservada corresponde al motivo diagnostico para 

las adenilato Ƌuinasas ͞[LIVMFYWCA][LIVMFYW];ϮͿDG[FY]PRX;3Ϳ[NQ]͟. En este el 

residuo de arginina pertenece al sitio activo y el acido aspártico forma un puente salino 

importante para la catalisis. Algunos residuos específicos se encuentran muy 

conservados. Estos corresponden a aŵinoácidos ďásicos ;argininas ͞R͟ y lisinas en el 

motivo P-loop), que interactúan con los fosfatos de los nucleótidos del sustrato (Frey 

yHegeman, 2007). 

En base a la secuencia primaria las adenilato quinasa pueden ser separadas en dos 

grupos, por una parte se encuentran las de LID corto y otras que contienen una 

inserción de 20 aminoácidos en el centro del mismo, denominadas de LID largo. Las 

primeras corresponden a las isoformas canónicas presentes en el citosol de las células 

eucariotas. Por otro lado las Ƌue contienen la inserción son las denoŵinadas de ͞tipo͟ 

bacteriano. En todas las células eucariotas se encuentran al menos una de estas 

isoenzimas (Schlauderer y Schulz, 1996; Schulz, 1987). 

A nivel de su estructura terciaria, las adenilato quinasa son pequeñas proteínas 

globulares, que salvo raras excepciones son monoméricas (Vonrhein y col., 1998). En 

base a estudios cristalográficos se pudo determinar que sufren extensos cambios 

conformacionales durante el proceso de catálisis (FiguraI12). El dominio LID se 

despliega sobre el sitio de catálisis protegiendo a las moléculas reactantes del agua 

(Rose y col., 1991). 

 
Figura I12: Cambios conformacionales asociados a la unión del sustrato. Estructura de la adenilato quinasa de 
Escherichia coli. A la izquierda se expone la conformación abierta y a la derecha la conformación cerrada. En esta se 
señalan los sustratos tri y mono fosfato respectivamente. A su vez en su estructura se indica el dominio LID. 
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En la siguiente figura I13 se representa la adenilato quinasa de E. coli unida a su 

inhibidor AP5A, que corresponde al análogo bisustrato P1 P5-diadenosina pentafosfato 

(Lienhard y Secemski, 1973) desempeña el rol de inhibidor no competitivo para la 

formación de ATP y competitivo para la formación de ADP. Se encuentra marcada la 

lisina catalítica del P-loop imprescindible para la actividad enzimática.  

 

 
 

Figura I13: Estructura  tridimensional de  la adenilato quinasa de E. coli  acomplejada al inhibidor, AP5A (pdb ID 
2c9y). Se resaltan la lisina catalítica (LYS), la cual estaría interactuando con el inhibidor y el dominio LID. El esquema 
fue realizado con el programa VMD1.9.1. 
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Funciones de las adenilato quinasas 

Las adenilato quinasas presentan roles diversos que se encuentran determinados por 

su localización subcelular. Las mismas pueden encontrarse en el citoplasma, 

mitocondria, como así también en cloroplastos (Wild et al, 1997) y en hidrogenosomas 

(Dinbergs y Lindmark, 1989).  Parte de la función de las adenilato quinasas depende de 

la localización que presenten, generalmente se las encuentra asociadas a estructuras 

involucradas en la generación o administración de energía. Serian las responsables de 

interconvertir las diferentes especies de nucleótidos de adenosina. En algunos 

organismos la actividad de adenilato quinasa resulta indispensable para mantener la 

viabilidad celular (Cronan y Godson, 1972; Konrad, 1993). Poniendo en evidencia la 

importancia que tiene el mantenimiento de la homeostasis de nucleótidos de 

adenosina. 

Por otra parte las adenilato quinasas han sido asociadas a sitios de alto consumo de 

ATP. Se postula que en Paremecium caudatum, formarían parte de un sistema dentro 

de las cilias que permitiría la regeneración rápida de ATP (Noguchi y col., 2001). En 

este caso constituirían una fuente de energía adicional durante procesos de alta 

demanda energética (Dzeja y col., 1999). 

Otro proceso en el cual se vincula a las adenilato quinasas corresponde con la 

comunicación energética celular. Se encontrarían asociadas a las denominadas redes 

de fosfotransferencia que correspondería al transporte de enlaces de alta energía por 

catálisis enzimática a los sitios de alta demanda energética. A estas redes de 

transferencia de energía se las ha denoŵinado ͞caďles de adenilatos͟ (Dzeja y Terzic, 

2009).  

En protozooarios se han identificado y caracterizado  diversas isoformas de adenilato 

quinasas.  En L. donovani se ha clonado y caracterizado una isoforma de dominio LID 

largo (Villa y col., 2003)  y en   P. falciparum  se han encontrado dos isoformas de 

adenilato quinasas (Ulschmid y col., 2004).  Además  en otros  protozoarios se han 

descripto un alto número de isoformas, de acuerdo con los datos del genoma, L. major 

presentaría 6 isoformas putativas de adenilato quinasa. En T. brucei se han identificado  

adenilato quinasas en glicosomas, mitocondria y  en flagelo (Ginger y col., 2005; Pullen 
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y col., 2004). En T. cruzi, se han encontrado 6 isoformas de adenilato quinasas (Bouvier 

y col., 2006), con posibles localizaciones, flagelar, mitocondriales citoplasmática y 

glicosomal (Milagros Camara Mde y col., 2012).  El elevado número de adenilato 

quinasas presentes en estos organismos podría ser una consecuencia del ciclo de vida 

complejo que presentan, que al afrontar diferentes ambientes involucra también 

distintas fuentes y disponibilidad de nutrientes. Por otra parte algunas isoformas 

podrían ser estadio específicas.  

 

Las adenilato quinasas nucleares 

Recientemente han sido publicadas adenilato quinasas de localización nuclear en 

humanos (Ren y col., 2005), C. elegans  (Zhai y col., 2006), D. melanogaster (Meng y 

col., 2008),  y S. cerevisiae (Granneman y col., 2005), las mismas difieren 

significativamente en secuencia del resto de los genes que codifican para ADKs. Todas 

las isoformas descriptas, son esenciales para la viabilidad celular, resaltando la 

importancia de su función. Presentan el motivo característico de adenilato quinasa el 

P-loop (GxxxxGK[S/T]), un dominio DxD y no presentan dominio LID. A nivel de 

secuencia poseen los dos dominios altamente conservados, los motivos Walker A y 

Walker B Ƌue unen respectivaŵente a los fosfatos β y ϒ del NTP y a un catión Mg2+ 

(Drakou y col., 2012). 

Estas enzimas presentarían características de ambos grupos de quinasas; de las 

quinasas de ribonucleósidos monofosfatos y de las DxD quinasas lo cual las definiría 

como una nueva familia con características únicas, pero debido al pequeño número de 

isoformas que se han caracterizado su clasificación todavía no ha sido definida. Por 

otra parte se ha observado que presentan una estructura tridimensional muy distinta a 

las adenilato quinasas canónicas (Figura I14). Si bien poseen la configuración típica de 

las adenilato quinasas  de 3 capas sándwich α/β la disposición espacial es distinta 

(Drakou y col., 2012). 
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Figura I14: Estructura tridimensional de la adenilato quinasa de E. coli y la adenilato quinasa nuclear de Leishmania 

major.  La visualización de los archivos pdb se realizó utilizando el programa VMD 1.9.1. Mientras que las adenilato 
quinasas canónicas adoptan un plegamiento de tipo globular las adenilato quinasas nucleares adoptan una 
estructura de anillo.  
 

Funciones de las adenilato quinasas nucleares 

A continuación se presenta la información disponible acerca de las adenilato quinasas 

nucleares que se encuentran  mas caracterizadas, que corresponden a las enzimas de 

humanos (hCINAP) y a la isoforma de levaduras (FAP7). 

 

hCINAP la adenilato quinasa nuclear de Homo sapiens  

El núcleo celular presenta compartimientos como por ejemplo los cuerpos de Cajal; 

que corresponden a estructuras que contienen complejos ARN-proteínas y factores de 

transcripción. Su función es incierta pero se cree que podrían estar regulando la 

expresión de ciertos loci mediante la liberación selectiva de los factores de 

transcripción y del procesamiento del ARN. Los cuerpos de Cajal presentan un 

marcador típico denominado, coilina que tendría un rol estructural (Zhang y col., 2010) 

y estaría interactuando con diversos adaptadores de importación nuclear y nucleolar 

como ser las α importinas.  En humanos se ha encontrado que la adenilato quinasa 

nuclear se localiza en los cuerpos de Cajal  y estaría interactuando a través de su 

extremo carboxilo terminal con la coilina. Dicha interacción dependería de residuos 

ausentes (His79) en las adenilato quinasas canónicas (Malekkou y col., 2010).  Se ha 

observado que la sobrexpresión de hCINAP causa una disminución en el número de los 

cuerpos de Cajal por núcleo. Por otra parte mediante ensayos de ARN de interferencia  
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se  ha observado que la adenilato quinasa nuclear de humanos es esencial para la 

viabilidad celular, en su ausencia se han detectado alteraciones a nivel del ciclo celular, 

de la transcripción y en el número de los cuerpos de Cajal (Zhang y col., 2010). Se ha 

reportado que  al expresar una mutante de hCINAP en la cual la histidina 79 se ha 

cambiado por una glicina se genera una desregulación en el número de los cuerpos de 

Cajal, incrementándose dramáticamente, en un rango de 0-30 por célula en vez de 1-7 

que corresponde al número normal  (Zhang y col., 2010).   Por otra parte al inhibir la 

ARNpol II hCINAP se concentra en gránulos perinucleolares donde se acumulan la 

coilina y la fibrilarina (ambos componentes de los cuerpos de Cajal). Finalmente se ha 

demostrado que al inhibir químicamente de forma generalizada la transcripción, 

hCINAP  se relocaliza hacia regiones perinucleares, lo que estaría sugiriendo que su 

localización y posible función sean dependientes de la transcripción activa (Santama y 

col., 2005).  

 

FAP7 la isoforma nuclear de adenilato quinasa de Saccharomices cereviciae 

La ortóloga de levaduras, FAP7, ha  sido asociada con el procesamiento de la 

subunidad menor ribosomal, específicamente procesaría el 18S en el sitio D vía 

interacción directa con Rps14 (Granneman y col., 2005). Este clivaje ocurre en el 

citoplasma e implicaría la formación de un complejo proteico que comienza a formarse 

en el núcleo donde es exportado al citoplasma de forma conjunta con el precursor 

ribosomal 20S, luego son reclutadas el resto de las proteínas necesarias para el 

procesamiento (FiguraI15). En ausencia de FAP7 se ha observado una acumulación del 

precursor ribosomal y finalmente el fenotipo observado es letal.  Mutaciones dentro 

del P-loop, específicamente el cambio de la lisina catalítica por una arginina, anulan la 

actividad de FAP7 observándose la acumulación del precursor ribosomal, 20S. Además 

FAP7 presenta una interacción transitoria con el ARNr, ya que no se la encuentra 

asociada a ribosomas maduros, ni en muchas de las fracciones obtenidas al purificar 

las distintos precursores mediante gradientes de sacarosa (Granneman y col., 2005; 

Strunk y col., 2012). 
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Figura I15: Esquema del  último paso de procesamiento del 18s en levaduras. El pre-ribosoma es exportado del 
núcleo de forma conjunta con proteínas involucradas en la biogénesis ribosomal. En el citoplasma se adicionan el 
resto de las proteínas necesarias para el procesamiento y ocurre el corte endonucleolítico en el sitio D.  
 

Por otra parte se ha relacionado a FAP7 con la respuesta a distintos tipos de estrés 

celular.  Levaduras deficientes en FAP7 presentan una sensibilidad extrema el estrés 

oxidativo (Juhnke y col., 2000), Ante estas situaciones, FAP7 estaría activando a un 

factor de transcripción POS9, siendo los residuos del P-loop imprescindible para que 

cumpla dicha función. La mutación puntual en la Ser 21 por una glicina estaría asociada 

a una hipersensibilidad al estrés oxidativo debido a la falta de inducción de POS9 

(Juhnke y col., 2000). Estos resultados indicarían que el P-loop presentaría 

características adicionales al simple mantenimiento de potenciales energéticos. Por 

último se ha observado que la sobreexpresión de FAP7 se manifiesta como una 

elevada tolerancia al arsenito un agente altamente oxidante (Takahashi y col., 2010). 

La gran diversidad de funciones que presentan las adenilato quinasas nucleares y la 

poca información que hay disponible acerca de las mismas hace que sean objetos de 

estudio interesantes. En la presente tesis nos dedicamos al estudio de la adenilato 

quinasa nuclear de T. cruzi. Además de resultados sobre la función de esta enzima que 

puedan hacerse extensivos a otros organismos, al trabajar con un organismo 

altamente divergente esperamos encontrar diferencias con respecto a los datos 

encontrados para las adenilato quinasas nucleares. 
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Objetivos 
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Objetivos generales:  

 

Dada la gran importancia del mantenimiento de la homeostasis energética celular, en 

particular el mantenimiento del balance de los nucleótidos de adenosina, el objetivo 

general de esta tesis fue el estudio de una adenilato quinasa de localización nuclear de 

T. cruzi. Este trabajo nos ayudará a comprender el balance energético y los 

mecanismos de transferencia de energía entre el núcleo y el citoplasma.  

 

Objetivos particulares: 

 Clonar la posible isoforma de adenilato quinasa nuclear de T. cruzi 

 Obtener enzima recombinante en E. coli  

 Obtener anticuerpos específicos para la adenilato quinasa nuclear 

 Caracterizar la actividad enzimática de la adenilato quinasa nuclear de T. cruzi 

 Estudiar la localización de la adenilato quinasa nuclear de T. cruzi 

 Estudiar los niveles de expresión en los distintos  estadios del parásito 

 Establecer posibles señales de localización y comenzar con el estudio los 

transportadores que reconocen a las mismas. 

 Comenzar con el estudio de los procesos en los cuales se encuentra involucrada 

la adenilato quinasa  nuclear de T. cruzi. 

 Analizar la presencia de mecanismos regulatorios  

 Comenzar con el estudio del procesamiento del ribosoma en T. cruzi  
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En nuestro laboratorio el estudio de las adenilato quinasas formó parte de la tesis 

doctoral del  Dr. León Alberto Bouvier  con el cual colaboré en la última etapa de la 

misma. Se caracterizaron 6 isoformas de adenilato quinasas de T. cruzi, las cuales 

presentaban distinta localización subcelular y en algunos casos expresión estadio 

especifica (Bouvier y col., 2006).  Se encontraron isoformas glicosomales (Milagros 

Camara Mde y col., 2012), posibles citosólicas, flagelares y mitocondriales. El presente 

trabajo se focaliza en el estudio de una nueva isoforma de localización nuclear 

previamente no caracterizada.  

Identificación de la adenilato quinasa nuclear en el genoma de T. cruzi  

 

Utilizando las secuencias de adenilato quinasas nucleares (ADKn) previamente 

caracterizadas coŵo ͞carnada͟, realizaŵos una ďúsƋueda  de BLAST de posibles 

homólogas en los  genomas de T. cruzi, T. brucei y L. major.  De esta manera se 

pudieron identificar posibles ADKns en los 3 organismos. Los genes identificados 

diferían con respecto a las otras adenilato quinasas previamente encontradas en estos 

organismos (Bouvier y col., 2006).  Esto se ve reflejado en los bajos niveles de similitud 

e identidad entre las secuencias de la posible isoforma de adenilato quinasa nuclear de 

T. cruzi (TcADKn) y las isoformas previamente descriptas (TcADK1, TcADK2, TcADK3, 

TcADK4, TcADK6) (Bouvier y col., 2006) (Tabla MS1), siendo las regiones mas 

conservadas las que correspondían a motivos involucrados en la catálisis enzimática 

(Figura R1). Las adenilato quinasas nucleares presentaron el motivo característico de 

las P-loop NTPasas y altamente conservado de adenilato quinasa, el P-loop (para 

adenilato quinasas, GxxxxGK[S/T), donde la lisina es imprescindible para la actividad 

enzimática (Leipe y col., 2003; Walker y col., 1982) .  Además las ADKns presentaron el 

dominio característico DxD, presente en una familia de P-loop  NTPasas denominado 

Quinasas con dominio DxD, a las cuales pertenece la shikimato quinasa (Krell y col., 

1998; Leipe y col., 2003) 
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Figura R1: Alineamiento múltiple de las adenilato quinasas de T. cruzi, se indican el P-loop, resaltando la lisina 
catalítica altamente conservada imprescindible para la actividad de adenilato quinasa y el dominio LID.  Las 
isoformas TcADK1 y TcADK4 presentaron una extensión amino terminal ausente en el resto de las isoformas. Los 
accession number de las proteínas utilizadas para el alineamiento se encuentran en la tabla MS3 de materiales 
suplementarios. 
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El análisis comparativo de las secuencias de las adenilato quinasas codificadas en los 

genes de T. cruzi mediante un alineamiento múltiple permitió observar que ciertas 

regiones presentan elevados valores de similitud que se alternan con otras donde la 

similitud es marcadamente menor (Figura R2). Algunas de las regiones de mayor 

similitud corresponden a los motivos característicos de adenilato quinasa. La secuencia 

más conservada corresponde al P-loop, que constituye la estructura proteica que 

interactúa con el ion Mg2+ y los fosfatos del ATP  y otros residuos involucrados en la 

catálisis  (Frey y Hegeman, 2007; Walker y col., 1982) (Figura R1). 

 

 
Figura R2: Perfil de alineamiento múltiple global de las secuencias amino acídicas de las proteínas, TcADKs (TcADKn, 
TcADK1, TcADK2, TcADK3, TcADK4, TcADK5, TcADK6. El alineamiento fue obtenido mediante el algoritmo Clustal W 
con la matriz de sustitución BLOSUM 62, penalización de inicio de brecha 10 y 0,5 de extensión. Para la construcción 
del perfil, la secuencia consenso se recorrió con una ventana de longitud 5. 

 
Las adenilato quinasas nucleares (ADKn) 
 

Al analizar el árbol filogenético radial de las adenilato quinasas nucleares (Figura R3), 

se pueden observar dos grandes grupos,  por un lado se encuentran  las putativas de  

kinetoplastidos y por el otro la de levaduras (ScADKN), la humana (HsADKN),  la de D. 

melanogaster (DmADKN) y la de C. elegans (CeADKN), lo que podría estar resaltando la 

divergencia temprana de los kinetoplastidos del resto de los eucariotas. Las isoformas 

caracterizadas de humanos y levaduras presentan funciones distintas; mientras que la 

isoforma de humanos se encuentra asociada a los Cuerpos de Cajal y se asocia a 

factores de transcripción; la isoforma de S. cereviciae ha sido relacionada con la 

biogénesis ribosomal, la respuesta al estrés oxidativo y con la resistencia al arsenito 

(Granneman y col., 2005; Juhnke y col., 2000; Santama y col., 2005; Takahashi y col., 

2010; Zhang y col., 2010).  Cumpliendo funciones distintas, todas las isoformas 
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nucleares son esenciales para la supervivencia celular (Granneman y col., 2005; Juhnke 

y col., 2000; Zhang y col., 2010; Takahashi y col., 2010). 

 

 

 

Figura R3: Árbol filogenético radial construido por el ŵétodo de distancias ͞Neighbor-joininig͟, a partir de un 
alineamiento de las variantes de adenilato quinasas nucleares. El alineamiento múltiple se realizó con el algoritmo 
de ClustalW, matriz de sustitución BLOSUM62, valor 10 de penalización por inicio de brecha y 0,5 por su extensión. 
CeADKN (adenilato quinasa nuclear de C. elegans), HsADKN (adenilato quinasa nuclear de Homo sapiens), DmADKN 
(adenilato quinasa nuclear de D. melanogaster), ScADKN (adenilato quinasa nuclear de S. cereviciae), TbADKN 
(adenilato quinasa nuclear de T. brucei), LmADKN (adenilato quinasa nuclear de L. major), TcADKN (adenilato 
quinasa nuclear de T. cruzi). Los accession number de las proteínas utilizadas para el alineamiento se encuentran en 
la tabla MS3 de materiales suplementarios. 

 

Análisis de secuencia revelaron que TcADKn no presenta señales clásicas de 

localización nuclear (NLS), pero si posee una posible señal de  exportación nuclear 

(NES)  hacia el carboxilo terminal (Figura R4). En las isoformas de levaduras y C. 

elegans se han postulado señales de localización nuclear por análisis de secuencia que 

no han sido confirmadas experimentalmente, las mismas se encuentran resaltadas en 

la figura R4 (Juhnke y col., 2000; Zhai y col., 2006). 
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Figura R4: A. Alineamiento múltiple utilizando  el programa Clustal W de las proteínas ADKNs. Se indican el P-loop, 
el motivo DxD, las señales identificadas como posibles señales de localización nuclear (NLS) y posibles señales de 
exportación nuclear (NES). Únicamente las isoformas de S. cereviciae y C. elegans presentaron señales típicas de 
localización nuclear.  
 

Por otra parte modelados moleculares utilizando  el programa Modeller seguidos por 

alineamientos estructurales utilizando el programa VMD  revelaron que las adenilato 

quinasas nucleares presentan estructuras muy distintas a la de las adenilato quinasas 

típicas (Figura R5B). En vez de una estructura globular presentan una estructura de 
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anillo, lo cual podría estar indicando que posiblemente las adenilato quinasas 

nucleares tengan funciones únicas que difieran de las del resto de las adenilato 

quinasas (Schulz, y col. 1973; Von Zabern y col. 1976; Ren y col. 2005; Mukhopadhyay  

y col. 2011; Drakou y col. 2012). Como se puede observar a partir de la figura R6B, la 

homología estructural entre TcADKn y la adenilato quinasa de E. coli reside 

mayormente en la región del P-loop y por otra parte se evidencia claramente la falta 

de dominio LID en las variantes nucleares  ya que en esas regiones no hay 

alineamiento estructural. Para cuantificar la identidad estructural entre las proteínas 

alineadas recurrimos al valor de Qres, que es una medida que permite cuantificar cuan 

conservadas son dos estructuras, los valores oscilan entre 0 y 1 siendo los mas 

cercanos a 1 los que indican que dos estructuras son idénticas.  Al graficar los valores 

de Qres en función del residuo para el alineamiento estructural entre TcADKn y la 

adenilato quinasa de E. coli se puede ver que son bastante cercanos a cero y que son 

prácticamente nulos en la región del dominio LID reflejando que las estructuras se 

encuentran poco conservadas (Figura MS5). Mientras que entre las adenilato quinasas 

nucleares las estructuras se encuentran altamente conservadas (Figura R5A),  lo cual se 

ve reflejado en los altos valores de Qres, que son cercanos a uno en casi todo el 

alineamiento (Figura MS6). Muchas veces la presencia de motivos comunes no viene 

acompañada con estructuras tridimensionales similares este podría ser  un claro 

ejemplo de este fenómeno.  
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Figura R5: Modelado molecular por homología de TcADKn y posterior alineamiento estructural con adenilato 
quinasas canónicas y nucleares  que se encuentran cristalizadas.  Utilizando el programa Modeller se realizó un 
modelado por homología de TcADKn utilizando como templado la estructura de la homologa de Leishmania major 
(pdb ID 1Y63_A) que se encuentra cristalizada. A Alineamiento estructural de TcADKn  (celeste) con la adenilato 
quinasa nuclear de humanos (pdb ID 3IIJ) (rosa). B Alineamiento estructural de TcADKn (verde) con la adenilato 
quinasa de E. coli (pdb ID 2c9y) (celeste). Los alineamientos estructurales fueron llevados a cabo utilizando el 
programa VDM 1.9.1. 
 

Clonado y Determinación bioquímica de la adenilato quinasa nuclear de 

T. cruzi  

La posible isoforma de adenilato quinasa fue clonada en un vector de expresión para 

bacterias, pRSETA (Invitrogen) y expresada en bacterias E. coli  BL21DE3. Los niveles de 

expresión fueron altos y fue fácil obtener la proteína recombinante, la misma se 

concentraba en cuerpos de inclusión. Probamos diversos protocolos obteniendo 

siempre los mismos resultados. Por lo tanto se purificaron los cuerpos de inclusión y se 

los trató con urea. La proteína solubilizada y renaturalizada fue purificada por 

cromatografía de afinidad de metales inmovilizados. A la proteína recombinante se le 

midió actividad de adenilato quinasa y de ATPasa, utilizando el sistema de enzimas 

acopladas (Figura R6). El ensayo adicional de actividad de ATPasa se realizó ya que 

existen antecedentes de que la isoforma humana y la de levaduras presentan dicha 

actividad, además de la adenilato quinasa (Drakou y col., 2012; Malekkou y col., 2010; 

Strunk y col., 2012). Para ambos casos se calculó la actividad específica obteniéndose 
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un valor de 0,2 nmol/minmg  para la actividad de adenilato quinasa y de 0,34 

nmol/minmg para la de ATPasa (Figura R6). 

Con el fin de caracterizar ambas actividades enzimáticas y conocer los residuos 

involucrados en las mismas se generó una mutante en el sitio activo, a la cual se le 

realizó una mutación puntual en la lisina catalítica del P-loop (residuo altamente 

conservado) tomando como referencia la ADK, por un aminoácido de características 

similares, una arginina (ADKNK20R) (Leipe y col., 2003; Walker y col., 1982). Dicho 

cambio anuló tanto la actividad de adenilato quinasa como era de esperarse como así 

también la actividad de ATPasa, sugiriendo que es imprescindible para ambas 

actividades (Figura R6). Por otra parte es importante resaltar que en la ADKn de 

levaduras (FAP7) mutaciones dentro del P-loop alteran su función in vivo, tanto para el 

procesamiento de la subunidad menor ribosomal (Granneman y col., 2005) como para 

la activación del factor de transcripción POS9 (Juhnke y col., 2000), lo cual estaría 

sugiriendo que el P-loop estaría cumpliendo funciones ajenas al mantenimiento de la 

homeostasis energética celular (ver discusión). Existen muchas proteínas que 

presentan el motivo P-loop y presentan  funciones diversas dentro de la célula, que 

involucran su actividad de NTPasa, como por ejemplo las proteínas de la familia ras 

(Barbacid, 1987; Seeburg y col, 1984), la subunidad β de las ATP sintasas (Walker y col, 

1985; Parsonnage y col., 1988) y las cadenas pesadas de las miosina (Minehardt y col., 

2002). Por otra parte es importante resaltar que al presentar actividad tienen la 

capacidad de unirse a nucleósidos trifosfato como ocurre con las adenilato quinasas a 

través del P-loop (Frey y Hegeman, 2007; Leipe y col., 2003; Walker y col., 1982). 
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Figura R6: A. Medición de actividad de adenilato quinasa sobre las proteínas TcADKn y sobre la mutante en el sitio 

catalítico de TcADKnK20R se midió la absorbancia a 340nm que acompaña la reducción del NAD+. B. Medición de 

actividad de ATPasa sobre las proteínas TcADKn y sobre la mutante en el sitio catalítico de TcADKnK20R y para el 

ensayo de ATPasa. Se midió el aumento de la absorbancia a 340 nm que acompaña la oxidación del NADH. Como se 

puede observar en la mutante K20R se pierden ambas actividades.  Los datos de absorbancia fueron convertidos a 

actividad específica  utilizando los coeficientes de extinción del NAD y NADH como se detalla en materiales y 

métodos.  



Resultados 

 

R11  

 

Estudios de la localización de TcADKn 

Detección de la expresión de TcADKn mediante técnicas inmunológicas  

Como herramienta para estudiar a TcADKn se generaron anticuerpos policlonales en 

ratón  y conejo utilizándose la proteína recombinante como antígeno, obteniéndose 

sueros reactivos en ambos casos. Estos anticuerpos fueron utilizados para determinar 

la localización subcelular entre otras aplicaciones. En primera instancia llevamos a 

cabo ensayos de Western Blot sobre muestras de epimastigotes, tripomastigotes y 

amastigotes de T. cruzi. Se observó la expresión de TcADKn en los tres estadios, en la 

figura R7B se puede observar que detectamos una banda del peso molecular 

correspondiente a TcADKn de 25 KDa, y una de mayor peso molecular de 50 KDa, lo 

cual podría estar indicando una posible modificación pos-traduccional o una 

interacción muy fuerte entre TcADKn y otra molécula o macromolécula ya que resiste 

el tratamiento con SDS, β-mercaptoetanol y calor. Mediante herramientas 

bioinformáticas no pudimos detectar sitios para posibles modificaciones pos-

traduccionales en su secuencia.  Otra posibilidad es que TcADKn este  interactuando 

con ácidos nucleicos de manera covalente, dicha interacción  no se rompe con los 

tratamientos para SDS-PAGE ya que los ácidos nucleicos son protegidos al unise con la 

proteína. Por último no hay  que descartar que la banda de mayor peso molecular 

podría ser simplemente una marca inespecífica. 

 

Localización subcelular de TcADKn 

Mediante inmunofluorescencias indirectas (IF) se detectó a TcADKn dentro del núcleo 

en  una región compatible con el nucléolo y además en pequeños gránulos 

citoplasmáticos en epimastigotes, amastigotes y tripomastigotes inmaduros de T. cruzi 

(Figura R7A). Como se puede observar en la figura R7A en tripomastigotes maduros la 

señal observada fue puramente citoplasmática.  La localización citoplasmática en este 

estadio puede ser atribuida a la ausencia de nucléolo en el mismo (Ramirez y col., 

2000).  Además en este estadio se observó una fuerte marca en el flagelo de los 

parásitos, podría ser que TcADKn se concentre en el flagelo de los parásitos durante la 
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metalociclogénesis. Migraciones del nucléolo al flagelo han sido descriptas en otros 

eucariotas inferiores (Trimbur y col., 1999). 
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FIGURA R7: A Inmunofluorescencias indirectas sobre los distintos estadios de T. cruzi, epimastigote (E)   

tripomastigotes metaciclicos(TM), tripomastigotes maduros (T), amastigotes  (A) y células infectadas con 

epimastigotes intracelulares. Los parásitos fueron fijados, permeabilizados y se incubaron con el anticuerpo 

primario de ratón contra TcADKn, luego se los incubó con el anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratón 

asociadas al fluoróforo daylight 488.  El ADN, fue teñido con DAPI. B. Análisis de Western Blot de TcADKn en los 3 

estadios del parásito. Como control de carga se utilizó α-tubulina. Cada calle corresponde a 4x10
6
 parásitos.  

Posteriormente se realizaron IF sobre epimastigotes de T. cruzi contra TcADKn y contra 

la proteína ribosomal TcL5 que se localiza en el nucléolo y en el citoplasma, 

observándose co-localización  en el nucléolo entre ambas proteínas (Figura R8). 

 

 

Figura R8: Análisis de la localización subcelular de TcADKn en epimastigotes de T. cruzi. Los parásitos fueron fijados, 

permeabilizados y se incubaron con el anticuerpo primario de ratón contra TcADKn y con el anticuerpo primario de 

conejo contra TcL5, luego se los incubó con el anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratón asociadas al 

fluoróforo daylight 488 y con el anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de conejo asociadas al fluoróforo 

daylight 594.  El ADN, fue teñido con DAPI. 

La localización  citoplasmática y nuclear de TcADKn estaría indicando la existencia de 

un transporte dentro y fuera del núcleo que se encontraría altamente regulado, tanto 

dentro del mismo estadio como entre ellos (Figura R8A). 
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Estudios de la expresión y localización de TcADKn a lo largo de la curva de crecimiento 

de epimastigotes en cultivo  

 

Posteriormente se estudiaron los niveles de expresión de TcADKn a lo largo de la curva 

de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi, dicha curva simula el pasaje del 

epimastigote desde la boca hacia el recto del hospedador insecto, donde hay una 

disminución continua de la disponibilidad de nutrientes y donde algunos comienzan a 

cambiar su patrón de expresión génica para luego diferenciarse a tripomastigote 

metacíclico (Hernandez y col., 2012; Kollien y Schaub, 2000).  Como se muestra en la 

figura R9  los niveles de  expresión de TcADKn disminuyen significativamente a lo largo 

de la curva de crecimiento, luego de llegar a su pico de expresión en el día 4 de cultivo. 

Inmunofluorescencias indirectas a lo largo de la curva de crecimiento revelaron una 

pérdida de la localización nuclear a lo largo de la curva de crecimiento, siendo 

netamente citoplasmática luego del día 6 de cultivo (menos del 5%  de los parásitos 

presentaron marca en el núcleo) (Figura R9).  Estos resultados  estarían sugiriendo una 

regulación de los niveles de TcADKn dentro del núcleo. Los procesos nucleares se 

encuentran altamente regulados y gobernados por las condiciones celulares. A lo largo 

de la curva de crecimiento de epimastigotes en cultivo ocurren diversos cambios, 

disponibilidad de nutrientes, sobrepoblación, entre otros procesos, los cuales podrían 

repercutir en la localización y función de proteínas nucleares y nucleolares (Boulon y 

col., 2010; Hutten y col., 2011; Moore y col., 2011; Nazer y col., 2011; Suzuki y col., 

2012). 
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Figura R9: A. Inmunofluorescencias indirectas contra TcADKn sobre epimastigotes de T. cruzi a lo largo de la curva 
de crecimiento, días 2, 3 ,4 ,6 y 8. La localización nucleolar se pierde a lo largo de la curva de crecimiento. Los 
parásitos fueron fijados, permeabilizados y se incubaron con el anticuerpo primario de ratón contra TcADKn, luego 
se los incubó con el anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratón asociadas al fluoróforo daylight 488.  El 
ADN, fue teñido con DAPI B. Análisis de Western Blot utilizando anticuerpos contra TcADKn, sobre muestras de 
epimastigotes a lo largo de la curva de crecimiento. Se observó un decaimiento de TcADKn a lo largo de la curva de 
crecimiento.  Como control de carga se utilizó α-tubulina (TUB). Cada calle corresponde a 4x10

6
 parásitos.  
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Estudios de la localización de TcADKn utilizando parásitos transgénicos  

Posteriormente confirmamos la localización de TcADKn mediante otro abordaje 

experimental generando parásitos transgénicos que sobreexpresaban a TcADKn 

fusionada al 5’ de  la proteína verde fluorescente (eGFP), dicha construcción recibió el 

nombre de pTexNe.  Con la misma se electroporaron epimastigotes de la cepa Y, una 

vez seleccionados, los parasitos fueron diferenciados para llevar a cabo ensayos de 

infección con células Vero (originales de epitelio renal de mono verde). La 

diferenciación y el ciclado de los parásitos se encuentran detallados en materiales 

suplementarios.  Como se puede observar en la figura R10 se detectó una localización 

nuclear en epimastigotes (EPI), amastigotes (AMA) y tripomastigotes metacíclicos 

(MTRYPO). Por otra parte se pudo detectar a TcADKn en el núcleo de un estadio muy 

poco estudiado que corresponde al epimastigote intracelular (EI), dicho estadio 

presenta marcadores típicos de epimastigotes y es un estadio replicativo (Almeida-de-

Faria y col., 1999).  
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Figura R10: Inmunofluorescencias indirectas sobre epimastigotes transgénicos que sobreexpresaban a TcADKn 
fusionada al 5’ de la  proteína verde fluorescente (pTexNe). TcADKn fue localizada en el núcleo de epimastigotes 
(EPI), amastigotes (AMA), tripomastigotes inmaduros (TRY) y epimastigotes intracelulares (EI). Los parásitos/células 
infectadas fueron fijados, permeabilizados, montados y se registró la fluorescencia de GFP.  El ADN, fue teñido con 
DAPI. 
 

Estudios de la isoforma nuclear de T. brucei (TbADKn) 

Como se mencionó anteriormente mediante técnicas bioinformáticas pudimos 

detectar posibles isoformas nucleares en el genoma de T. brucei y L. major. Al ser 

organismos muy relacionados decidimos estudiar la isoforma de T. brucei a fines 

comparativos.  En primera instancia quisimos evaluar si se comportaba de manera 

similar a la ortóloga de T. cruzi. Para ello llevamos a cabo una construcción genética en 
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un vector de expresión para T. cruzi, generamos la fusión pTexTbADKnEGFP. Con la 

misma electroporamos epimastigotes de T. cruzi. Luego de la selección observamos 

señal puramente citoplasmática. Lo que permite plantear dos hipótesis, puede ser que 

la eGFP hacia el carboxilo terminal de la proteína este bloqueando su importación 

nuclear o su localización nuclear dependa de señales o complejos inexistentes en T. 

cruzi (Figura R11A). 

El siguiente paso que quisimos abordar fue estudiar la localización de TbADKn en 

tripomastigotes procíclicos de T. brucei. Habiendo comprobado que el anticuerpo 

generado para TcADKn reconocía a TbADKn, estudiamos la localización de TbADKn 

mediante inmunofluorescencias indirectas (Figura R11B). En este caso no obtuvimos 

señal nuclear, observamos un puntillado citoplasmático y una fuerte marca en el 

flagelo de los parásitos. Podría ser que TbADKn bajo determinadas situaciones se 

encuentre dentro del núcleo y luego ante determinados estímulos migre al flagelo 

como ha sido descripto para otras proteínas nucleolares (Trimbur y col., 1999). Estos 

resultados estarían indicando una gran diferencia entre T. cruzi y T. brucei. Por último 

la posible adenilato quinasa nuclear de Plasmodium falciparum tampoco ha sido 

detectada en el núcleo, presentando una localización exclusivamente citoplasmática 

(Ma y col., 2012). Este podría ser otro caso más en el cual proteínas homologas 

presentan una localización distinta. 
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Figura R11: A TbADKn presentó una localización citoplasmática en epimastigotes de T. cruzi. A 
Inmunofluorescencias indirectas sobre epimastigotes de T. cruzi sobre expresando TbADKn fusionada a la proteína 
verde fluorescente, pTexTbADKnEGFP. Los parásitos fueron fijados y montados, se registró la fluorescencia de GFP. 
El ADN, fue marcado con DAPI. B Inmunofluorescencias sobre procíclicos de T. brucei, TbADKn presentó una 
localización granular citoplasmática y flagelar. Los parásitos fueron fijados, permeabilizados y se incubaron con el 
anticuerpo primario de ratón contra TcADKn, luego se los incubó con el anticuerpo secundario anti 
inmunoglobulinas de ratón asociadas al fluoróforo daylight 594.  El ADN, fue marcado con DAPI. 
 

Mapeo de la señal nuclear de TcADKn 

Como se mencionó en la introducción el transporte nuclear se encuentra mediado por 

α y β importinas que reconocen señales clásicas de localización nuclear que pueden ser 

monopartitas o bipartitas (Chook y  Suel, 2011; Marfori y col., 2011; Xu y col., 2010). 

Dicha importación depende de la GTPasa Ran (Goldfarb, 1997). Posteriormente fueron 

caracterizados otros caminos de importación nuclear que son guiados por señales no 

clásicas de localización nuclear denominadas M9 (Siomi y Dreyfuss, 1995). Este tipo de 

señal es reconocido por la transportina que media su  transporte (Nakielny y col., 

1996; Pollard y col., 1996). Por otra parte existen proteínas que son transportadas 

dentro y fuera del núcleo al interactuar con proteínas  asociadas que poseen señales 

de localización o exportación nuclear,  transitando entre el núcleo y el citoplasma 

acoplada a dichos complejos proteicos (Wagstaff y Jans, 2009). 
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Habiendo detectado a TcADKn en el nucléolo de los parásitos nos preguntamos como 

era su transporte dentro y fuera del núcleo. Como se mencionó en el punto anterior 

mediante rastreos bioinformáticos no pudimos detectar señales de localización nuclear 

clásicas (NLS).  En las isoformas de  S. cereviciae, C. elegans y D. melanogaster 

mediante análisis de secuencias se han encontrado señales típicas de localización 

nuclear, sin embargo las mismas no han sido confirmadas experimentalmente en 

ninguno de los casos (Juhnke y col., 2000; Meng y col., 2008; Zhai y col., 2006). 

Al ser una proteína pequeña TcADKn podría simplemente difundir dentro del núcleo, 

sin unirse a importinas.  Podría tener una señal de localización nuclear atípica que 

fuese reconocida por algún transportador o carecer de NLS y entrar al núcleo al formar 

complejos con proteínas que son reconocidas por la importina correspondiente. Para 

poder profundizar acerca del transporte de TcADKn dentro y fuera del núcleo llevamos 

acabo un mapeo de deleción y fusiones a la proteína verde fluorescente (eGFP). Todas 

las construcciones del mapeo de la señal nuclear fueron transfectadas en 

epimastigotes de T. cruzi y los niveles de expresión fueron analizados mediante 

ensayos de Western Blot sobre extractos de epimastigotes transgénicos con 

anticuerpos policlonales anti-GFP generados en el laboratorio. Para facilitar la lectura a 

cada construcción se le asignó un número en el texto que luego se explica en las 

figuras R13 y R14. En la figura R12 se muestran los resultados más representativos del 

mapeo por deleción del NLS no canónico. 

Habiendo observado una localización nuclear en los parásitos que sobre expresaban la 

construcción Ne ;ϭͿ, realizaŵos la fusión reciproca, TcADKn al 3’ de la eGFP ;eN, ϮͿ. En 

dicho caso la señal observada fue puramente citoplasmática.  Indicando que la 

posición de la eGFP hacia el amino terminal de la proteína estaría bloqueando la 

importación nuclear, posiblemente enmascarando la señal nuclear o los sitios de 

reconocimiento de proteínas adaptadoras para su importación o simplemente 

ejerciendo un impedimento estérico que bloquee la interacción con los 

transportadores. Para poner a prueba esta hipótesis le agregamos el epitope Tri-Flag a 

la fusión Ne (3), en este caso observamos una perdida de la localización nuclear, lo que 

estaría reforzando los resultados observados para la fusión eN (2). 
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Comenzamos el mapeo de deleción dividiendo a la proteína en dos fragmentos 

denominados amino (Nt, 4) y carboxilo terminal (Ct, 5). La mitad amino terminal fue 

capaz de direccionar a la eGFP al núcleo, mientras que la señal observada para el 

segmento carboxilo terminal de TcADKn fue puramente citoplasmática. Además 

observamos que la adición de un epitope (Tri-FLAG) a la construcción 4 bloqueaba su 

localización nuclear (6). Los resultados obtenidos refuerzan la hipótesis que propone 

que la señal nuclear se encontraría hacia el amino terminal de la proteína. Por eso 

continuamos el mapeo de la señal nuclear sobre esta región. Al dividir la mitad amino 

terminal en dos sub segmentos no obtuvimos  señal de localización nuclear con 

ninguna de las dos construcciones (8 y 9).  Dentro de la mitad amino terminal capaz de 

direccionar la eGFP al núcleo se encuentra el sitio catalítico de TcADKn. Bajo la 

hipótesis de que el sitio catalítico podría afectar su localización subcelular continuamos 

el mapeo anulando el mismo (7). Al anular el P-loop (7), inactivando la enzima, se 

perdió la localización nuclear, observándose señal  puramente citoplasmática, lo que 

estaría sugiriendo que el sitio catalítico estaría involucrado en la localización de 

TcADKn. Con el fin de realizar un mapeo más acotado de la señal nuclear decidimos 

mutar la lisina catalítica altamente conservada del P-loop, por un aminoácido de 

características similares, una arginina (K20R, 10).  En esta construcción tampoco se 

observó señal de eGFP en el núcleo, lo que estaría indicando que la región de la 

proteína involucrada en la importación se encontraría hacia el amino terminal de la 

proteína y la localización subcelular estaría asociada de alguna manera con la actividad 

enzimática (Figuras R12, R13 y R14).  
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Figura R12: Mapeo de la señal nuclear de TcADKn. Inmunofluorescencias sobre epimastigotes de T. cruzi que sobre 
expresaban las construcciones,  de la proteína entera fusionada al amino terminal de la GFP (Ne), el amino terminal 
de la proteína (1-89 aa)  fusionado al amino terminal de la GFP (Nt) y el amino terminal (1-89) mutante en la lisina 
catalítica fusionada al amino terminal de la proteína verde fluorescente (K20R). Los parásitos fueron fijados y 
montados, se registró la fluorescencia de GFP. El ADN, fue marcado con DAPI. 
 

Los resultados mencionados permiten plantear diversas hipótesis, podría ser que 

TcADKn necesite estar activa para poder ser reconocida por el transportador nuclear o 

bien que necesite entrar al núcleo desplegada o con su estructura relajada de tal 

manera que el sitio activo quede expuesto actuando como una señal de localización 

nuclear y pueda ser reconocida por el transportador correspondiente. Por último la 

mutación producida podría estar generando alteraciones estructurales que, aunque el 

determinante de su localización no sea parte del sitio activo, impidan que TcADKn sea 

reconocida por la maquinaria de importación nuclear (ver discusión). 
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Figura R13: Mapeo de la señal de localización nuclear de TcADKn.  Construcciones genéticas derivadas del gen de 
TcADKn fusionadas a la proteína verde fluorescente utilizadas para el mapeo de la señal nuclear. Epimastigotes de 
T. cruzi fueron electroporados con las distintas construcciones y se evaluó la localización de la proteína de fusión en 
cada caso.  
 

Durante la escritura de esta tesis pudimos encontrar un algoritmo utilizado para 

determinar señales de localización nuclear bipartitas (Kosugi y col., 2009). Utilizando 

este algoritmo obtuvimos que TcADKn podría presentar una posible señal de 

localización nuclear bipartita hacia el amino terminal de la proteína, que involucraría 

los aminoácidos 17 a 41, conteniendo al P-loop. El análisis bioinformático utilizando 

este servidor apoya los resultados obtenidos a través del mapeo de deleción.  
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Figura R14: Mapeo de la señal de localización nuclear de TcADKn.  Ensayos de localización por inmunofluorescencia 
de las proteínas de fusión a GFP derivadas del gen de TcADKn. Epimastigotes de T. cruzi fueron electroporados con 
las distintas construcciones y se evaluó la localización de la proteína de fusión en cada caso. Los parásitos fueron 
fijados y montados, se  observó la fluorescencia de eGFP. El ADN, fue teñido con DAPI.  
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Análisis  de la mutante TcADKnK20R  

Al no poseer la estructura de TcADKn cristalizada realizamos un modelado por 

homología con el programa Modeller utilizando como molde la ADKn de Leishmania 

major  (pdb ID 1Y63_A) que si se encuentra cristalizada (figura R15 A, B).  Con el 

modelado preliminar y utilizando el programa FoldX se generó la estructura de la 

mutante TcADKnK20R. Dicho programa permite generar mutaciones en una proteína y 

obtener predicciones de las estructuras de las mutantes. Luego analizamos las 

estructuras utilizando el programa VMD. Al analizar la región de la mutación se pudo 

observar que la introducción de una arginina si bien es un amino acido de 

características similares al original podría estar alterando tanto la dinámica como la 

estructura de la proteína.  En primera instancia la lisina puede formar dos puentes de 

hidrógeno mientras que la arginina puede formar hasta cinco, alteraciones en la red de 

puentes de hidrógeno pueden modificar la flexibilidad de la proteína y por 

consiguiente el reconocimiento por parte de la maquinaria responsable de la 

importación nuclear (Figura R15C). Como se puede observar en la figura 15C la lisina 

no se encuentra desplegada dentro del sitio activo sino que se encuentra doblada, 

sugiriendo que residuos de mayor tamaño como es la arginina podrían estar 

generando impedimentos estéricos, afectando la estructura de TcADKn. 
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Figura R15: A. modelado molecular por homología de TcADKn con el programa Modeller utilizando la estructura de 
LmADKn (pdb ID 1Y63_A) como molde. Se muestran en rojo las cargas positivas, en blanco las neutras y en azul las 
negativas. B El sitio activo se encuentra dentro de una cavidad dentro de la proteína. C Superposición de los 
residuos lisina (celeste) del P-loop y la mutante  que presenta una arginina (azul) en su lugar. La arginina podría 
formar un mayor número de puentes de hidrógeno alterando la dinámica de la proteína. 
 
 

Exportación Nuclear de TcADKn 

 

Estudios de la señal de Exportación nuclear de TcADKn  

 

Las inmunofluorescencias indirectas a lo largo de la curva de crecimiento revelaron 

una perdida de la localización nuclear al llegar los parásitos a fase estacionaria. Lo que 

estaría indicando que TcADKn se transporta del núcleo al citoplasma. Por ello nos 

concentramos en el estudio de la exportación nuclear de TcADKn. Como se mencionó 

anteriormente TcADKn presenta una  posible señal de exportación nuclear en su región 

carboxilo terminal que es reconocida por la proteína exportadora CRM1 que funciona 

utilizando a la proteína adaptadora Ran-GTP (Ding y col., 2010; Sorokin y col., 2007; 

Yoneda y col., 1999). Este transportador se ha relacionado con la exportación nuclear 

de proteínas nucleolares y subunidades ribosomales (Chen y col., 2012; Faza y col., 

2012; Golomb y col., 2012; Grunwald y col., 2011; Lo y Johnson, 2009; Wild y col., 

2010). La actividad exportadora de CRM1 de  S. pombe y de humanos a diferencia de la 

de S. cerevisiae es sensible a la droga leptomicina B (LMB) (Kudo y col., 1998; Yoshida y 

Horinouchi, 1999), un potente anti fúngico que bloquea el ciclo celular eucariota 

(Hamamoto y col., 1983).  En T. cruzi se ha encontrado y caracterizado el transportador 

CRM1  y el mismo presentó inhibición por la droga leptomicina B (Cuevas y col., 2005). 

La siguiente pregunta que quisimos responder fue si la señal de exportación nuclear 

era funcional en TcADKn y si la exportación de TcADKn era a través  de CRM1. 

En primera instancia realizamos construcciones genéticas de TcADKn a la cual se le 

había eliminado la región correspondiente a la señal de exportación nuclear potencial 

fusionada a la proteína verde fluorescente, dicha construcción recibió el nombre de 

pTexTcADKnΔNESEGFP (Figura R16). Con la misma se electroporaron epimastigotes de 

T. cruzi.  Si la señal de exportación nuclear fuese funcional se esperaría que al 

eliminarla la localización de TcADKn fuese puramente nuclear. 
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Al cabo de un tiempo de selección se obtuvieron parásitos resistentes pero no se 

detectaron niveles de expresión de GFP mediante ensayos de Western Blot. Luego de 

varios intentos de transfección, purificamos ADN genómico de los parásitos y 

obtuvimos por PCR la secuencia completa de la proteína de fusión. El producto de PCR 

fue clonado y enviado a secuenciar. No se observaron mutaciones que pudiesen 

justificar el fenotipo observado. Lo que sugiere que la sobreexpresión y retención de 

TcADKn dentro del núcleo genera efectos deletéreos dentro de la célula. Para 

responder esta pregunta llevamos a cabo construcciones genéticas que carecían de la 

señal de exportación nuclear potencial pero que al mismo tiempo presentaban la 

mutación K20R que anulaba su actividad, dicha construcción fue denominada, 

pTexTcADKnK20RΔNESEGFP (Figura R16A).  Una vez obtenida la construcción 

correspondiente se transfectaron epimastigotes de T. cruzi.  Como se puede observar 

en la figura R16B,  luego del periodo de selección  se observó señal  citoplasmática de 

GFP. Lo que estaría sugiriendo que la retención de TcADKn activa dentro del núcleo 

tendría efectos sobre la viabilidad de los parásitos. Estos resultados concuerdan con lo 

observado a lo largo de la curva de crecimiento de epimastigotes en cultivo, en donde 

los niveles de expresión de TcADKn y su localización nuclear disminuyen a lo largo de 

los días, sugiriendo que su localización y por consiguiente su función se encuentran 

altamente reguladas. La función biológica de TcADKn dentro del núcleo 

probablemente sea muy sensible a las variaciones en la concentración de la enzima y 

no tolere fluctuaciones de la misma. Además los resultados obtenidos coindicen con 

los datos previos en los cuales se mapeó la señal de localización nuclear hacia el 

amino-terminal, siendo la lisina catalítica necesaria para su localización. 
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Figura R16: A. construcciones genéticas para determinar la funcionalidad de la señal de exportación en TcADKn. La 
posible señal de exportación nuclear se encuentra hacia el  carboxilo terminal (LRVESLR). Se generaron 
construcciones deficientes en la señal de exportación nuclear tanto para TcADKn como para TcADKnK20R. B. 
inmunofluorescencias indirectas sobre parásitos sobre expresantes de la construcción pTexTcADKnK20RΔNESEGFP 
Los parásitos fueron fijados y montados, se registró la fluorescencia de GFP. El ADN, fue teñido con DAPI. 
 

Estudios del mecanismo de exportación nuclear de TcADKn  

Por último estudiamos si la exportación de TcADKn dependía de la exportina CRM1. 

Para ello utilizamos epimastigotes en día 2 de cultivo en donde los niveles de expresión 

de TcADKn son elevados y los tratamos con leptocimina B (LMB, lept) por 6 horas. Si la 

exportación de TcADKn dependiese de este transportador al bloquearlo esperaríamos 

una  mayor concentración de la proteína en el núcleo de los parásitos. Luego del 

tratamiento realizamos inmunofluorescencias indirectas, observándose una mayor  

concentración de TcADKn en el núcleo de los parásitos tratados (Figura R17). Los 

niveles de fluorescencia dentro del núcleo fueron cuantificados utilizando el programa 

ImageJ, la señal fue normalizada con la señal observada para DAPI. Todas las fotos 

fueron tomadas con el mismo tiempo de exposición y se verificó que la señal no 

estuviese saturada.  Se obtuvieron 2,3 veces más de fluorescencia en los parásitos 

tratados con respecto al control (p<0,05), lo que estaría sugiriendo que TcADKn podría 

ser exportada fuera del núcleo por el transportador CRM1 (Figura R17B). Todavía no 

tenemos datos acerca de si TcADKn es reconocida por la exportina o interactúa con 

otras proteínas que actúan como adaptadoras para mediar su exportación.   
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Figura R17: A Ensayos de exportación nuclear de TcADKn. Epimastigotes de T. cruzi  fueron incubados  con la droga 
Leptomicina B (LMB), 0.1 µg/ml por 6 horas, que inhibe la exportación nuclear dependiente de CRM1. Los parásitos 
fueron fijados, permeabilizados y se incubaron con el anticuerpo primario de ratón contra TcADKn, luego se los 
incubó con el anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratón asociadas al fluoróforo daylight 488.  El ADN, 
fue marcado con DAPI. B Cuantificación de los niveles de fluorescencia de parásitos tratados y no tratados con LMB. 
Se tomaron imágenes de 40-50 parásitos y se midieron los niveles de fluorescencia dentro del núcleo utilizando el 
programa ImageJ, los niveles fueron relativizados a los niveles de fluorescencia de DAPI. En todos los casos las 
fotografías fueron tomadas con el mismo tiempo de exposición y la señal no llegaba a saturación. El análisis 
estadístico de los datos fue llevado a cabo con una prueba T (p<0,05). 
 
 
 

Regulación de TcADKn dentro y fuera del núcleo 

Estudios de la localización de TcADKn frente a distintas condiciones extracelulares 

Como se mencionó anteriormente la localización de TcADKn varia durante la curva de 

crecimiento de epimastigotes de T. cruzi en cultivo; la localización nuclear se pierde 

luego del día 6 de cultivo.  Por otra parte observamos que los niveles de expresión 

también disminuyen a lo largo de la curva de crecimiento, lo que estaría indicando una 
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regulación a ambos niveles. Estudios anteriores han demostrado que el núcleo de T. 

cruzi responde a estrés nutricional y oxidativo, cambiando la dinámica de los procesos 

que ocurren dentro del núcleo como así también la localización de las proteínas 

nucleares y nucleolares (Schenkman y col., 2011). Se podría especular que el tráfico 

dentro y fuera del núcleo de TcADKn podría ser en respuesta a la disminución en los 

niveles de nutrientes en el medio. Como se mencionó en la introducción el 

epimastigote puede utilizar diversas fuentes de carbono, principalmente utiliza 

glucosa, pero también puede utilizar aminoácidos como por ejemplo  prolina y hasta 

incluso pueden utilizar glicerol (Bringaud y col., 2006; Ryley, 1953; ter Kulle, 1993). 

Para estudiar si los niveles de nutrientes afectaban la localización de TcADKn 

decidimos realizar variaciones a nivel de las fuentes de carbono en distintos puntos de 

la curva de crecimiento. En principio utilizamos epimastigotes en el  día 10 de cultivo, 

donde los niveles de nutrientes son bajos y suplementamos el medio con 0,2%  de 

glucosa o de prolina por 24 h. Luego del tratamiento realizamos IFs y observamos que 

TcADKn relocalizaba en el núcleo de los parásitos tratados (Figura R18). 

Recíprocamente tomamos parásitos en el día 2 de cultivo y realizamos ensayos de 

͞ayuno͟ incuďándolos en PB“ durante Ϯϰ h. Luego del trataŵiento oďservaŵos una 

relocalización de  TcADKn desde el núcleo a gránulos citoplasmáticos (Figura R18). Esta 

respuesta ha sido observada para diversas proteínas nucleolares, que bajo condiciones 

de estrés la célula arresta sus  funciones enviando a las proteínas a gránulos  de estrés 

(Boulon y col., 2010). Dichos gránulos se encuentran compuestos por ARNm, proteínas 

asociadas a la traducción y transcripción, subunidades ribosomales y proteínas 

asociadas con la biogénesis ribosomal (Cassola, 2011; Decker y Parker, 2012; Turner y 

col., 2012). Estas estructuras emergen durante un estrés en el cual la célula debe 

reprogramar la síntesis de ARN de manera tal de poder adaptarse a las nuevas 

condiciones. Si las condiciones desfavorables continúan, las proteínas localizadas en 

los gránulos siguen su camino a la  degradación por el proteasoma (Kedersha y  

Anderson, 2002). 
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Figura R18: Ensayos para evaluar la localización de TcADKn, en parásitos en fase estacionaria en los cuales el medio 
de cultivo fue suplementado con glucosa 0,2% , prolina 0,2%  por 24 h. Parásitos en fase exponencial de crecimiento 
fueron incubados en PBS por 24 horas para realizar ensayos de hambreado, luego se realizaron 
inmunofluorescencias indirectas para determinar la localización de TcADKn. Los parásitos fueron fijados, 
permeabilizados y se incubaron con el anticuerpo primario de ratón contra TcADKn, luego se los incubó con el 
anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratón asociadas al fluoróforo daylight 488.  El ADN, fue marcado 
con DAPI.  
 

Como se mencionó en la introducción existen dos tipos de gránulos, por un lado se 

encuentran los gránulos de estrés y por el otro los p-bodies (Cassola, 2011; Gimenez-

Barcons y Diez, 2011). Bajo condiciones de ͞ayuno͟ realizaŵos IFs para intentar 

identificar la naturaleza de los gránulos formados bajo estas condiciones.  

Encontramos que TcADKn co-localizaba con el marcador de los gránulos de estrés 

TcPABP1 pero no con el marcador de los p-bodies, TcDhh1 (Cassola, 2011; Cassola y 

col., 2007) (Figura R19). Como se mencionó en la introducción ambos tipos de gránulos 

corresponden a sitios de silenciamiento traduccional pero difieren en composición, 

estando únicamente las subunidades ribosomales y proteínas asociadas a la biogénesis 

ribosomal en los gránulos de estrés (Cassola, 2011).  
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Figura R19: Localización subcelular de TcADKn durante situaciones de baja disponibilidad de nutrientes.  A 
Epimastigotes de T. cruzi en fase exponencial de crecimiento fueron cosechados y resuspendidos en PBS por 24 h. 
La localización de TcADKn fue monitoreada por IFs. Los parásitos fueron fijados, permeabilizados y se incubaron con 
el anticuerpo primario de ratón contra TcADKn y con el anticuerpo de conejo contra TcPABP1 luego se los incubó 
con el anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratón asociadas al fluoróforo daylight 488 y con el 
anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de conejo asociadas al fluoróforo daylight 594.  El ADN, fue teñido con 
DAPI.  B epimastigotes de T. cruzi sobre expresando la construcción pTex-TcDhh1GFP en fase exponencial de 
crecimiento fueron cosechados y resuspendidos en PBS por 24 h. La localización de TcADKn fue monitoreada por 
IFs. Los parásitos fueron fijados, permeabilizados y se incubaron con el anticuerpo primario de ratón contra TcADKn 
luego se los incubó con el anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratón asociadas al fluoróforo daylight 
594.  El ADN, fue teñido con DAPI. Se observó una colocalización de TcADKn con el marcador de los gránulos de 
estrés TcPABP1, no se observó colocalización con el marcador de los p-bodies TcDhh1. 
 
 

Dependencia de la localización de TcADKn  con  la transcripción, traducción y 

degradación proteica  

El nucléolo es donde ocurre la transcripción de los genes ribosomales, considerándose 

este proceso íntimamente asociado con la regulación de la traducción. Muchas 
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proteínas nucleares y nucleolares varían su localización al haber alteraciones en los 

niveles fisiológicos tanto de la transcripción como de la traducción  (Cassola y col., 

2007). Por ejemplo, hCINAP, la homologa de TcADKn en humanos, relocaliza en 

regiones perinucleares luego de tratamientos con drogas que inhiben la transcripción 

generalizada (Malekkou y col., 2010). Para evaluar el efecto sobre la localización de 

TcADKn en respuesta a los niveles de transcripción y traducción llevamos a cabo 

tratamientos con drogas que bloquean la transcripción (actinomicina D, ACTD) y la 

traducción (cicloheximida y puromicina) y posteriormente realizamos 

inmunofluorescencias indirectas y observamos que para los tratamientos con 

actinomicina D y cicloheximida se perdía la localización nuclear y se formaban gránulos 

en el citoplasma, mientras que el tratamiento con puromicina no afectó su localización 

(Figura R20). Cabe destacar que ambas drogas utilizadas para bloquear la traducción 

presentan mecanismos de acción distintos. La cicloheximida interfiere con la 

actividad peptidil transferasa del ribosoma 60S, bloqueando la elongación traduccional 

y por consiguiente los ribosomas no pueden re-ensamblarse. La puromicina tiene una 

estructura similar al aminoacil-ARNt de la tirosina uniéndose al sitio A del ribosoma y 

participando en la formación de enlaces peptídicos, produciendo peptidil-puromicina. 

Sin embargo se desacopla rápidamente del ribosoma, causando una terminación 

prematura de la síntesis del polipéptido permitiendo que el ribosoma pueda re 

ensamblarse  (Hash, 1972; Pestka, 1971; Stoyanova y Hadjiolov, 1979; Zimmermann y 

Levinthal, 1967). Por otra parte  al bloquear la transcripción de manera generalizada 

con actinomicina D  se estaría interrumpiendo la biogénesis ribosomal, que ocurre en 

el nucléolo donde localiza TcADKn. Teniendo en cuenta los datos obtenidos y los 

efectos de las distintas drogas, se podría especular que el tráfico de TcADKn dentro y 

fuera del núcleo podría ser dependiente de la transcripción activa del ARNr y el 

correcto ensamblado de los ribosomas.  

Con el fin de identificar si la falta de localización nuclear luego del tratamiento con 

actinomicina D dependía de la ARNpol I o la ARNpol II llevamos a cabo tratamientos 

con α-amanitina la cual  inhibe específicamente a la ARNpol II y ha sido previamente 

utilizada en tripanosomatidos (Dossin Fde y Schenkman, 2005; Serra y col., 2006). 

http://es.wikipedia.org/wiki/Peptidil_transferasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Ribosoma
http://es.wikipedia.org/wiki/Traducci%C3%B3n_(gen%C3%A9tica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina
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Realizamos el tratamiento con α-amanitina sobre epimastigotes en día dos de cultivo y 

analizamos los resultados mediante inmunofluorescencias indirectas. Luego del 

tratamiento no observamos pérdida de la localización nuclear  de TcADKn sugiriendo 

entonces que este efecto podría ser atribuido a la falta de biogénesis ribosomal y no al 

déficit de transcripción generalizada, como se observa luego del tratamiento con 

actinomicina D (Figura R20).  

Por último para evaluar si TcADKn era reclutada a gránulos citoplasmáticos para luego 

ser degradada por el proteasoma como ocurre con otras proteínas bajo condiciones de 

estrés celular llevamos a cabo tratamientos con el inhibidor del proteasoma MG132 

previo al tratamiento con actinomicina D (Latonen y col., 2011). Bajo estas condiciones 

se anuló la pérdida de localización nuclear observada para el tratamiento con 

actinomicina D. Como control se realizó el tratamiento únicamente con MG132 en el 

cual tampoco se vio afectada su localización nuclear (Figura R20). Estos resultados 

podrían estar indicando que al bloquear la transcripción, TcADKn es reclutada a 

gránulos donde luego es degradada por el proteasoma. Los datos presentados 

sugieren que los mecanismos regulatorios y la respuesta a diversos tipos de estrés se 

encuentran conservados entre organismos aun aunque hayan divergido 

tempranamente en la evolución (ver discusión).   
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Figura R20: Evaluación de la localización de TcADKn frente al bloqueo de la transcripción, traducción y degradación 
proteica. Epimastigotes de T. cruzi fueron incubados con, las drogas que inhiben la traducción puromicina , 200 
µg/mL por 4 h y cicloheximida, 50 µg/ml por 4 h, con el inhibidor del proteasoma (MG132), 100 µM por 3 h, el 
inhibidor generalizado de la transcripción actinomicina D (ActD), 10 µg/ml por 4 horas, el inhibidor del proteasoma 
MG132  (100 µM por 3 h) con posterior tratamiento con el inhibidor de la transcripción (10 µg/ml por 4 h) (MG132-
ActD) y el inhibidor especifico de la ARNpolII, α-amanitina, 500 µg/ml por 30 minutos. Los parásitos fueron fijados, 
permeabilizados y se incubaron con el anticuerpo primario de ratón contra TcADKn, luego se los incubó con el 
anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratón asociadas al fluoróforo daylight 488.  El ADN, fue marcado 
con DAPI. 
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Estudios de la localización de TcADKn ante el estrés oxidativo y el daño al ADN 

El nucléolo constituye un sensor del estado celular, los niveles de transcripción del 

ADNr como así también el tamaño de esta estructura reflejan el estado metabólico de 

la célula, por ejemplo en células quiescentes de mamíferos se ha observado una 

disminución del volumen nucleolar (Boulon y col., 2010).  Como mencioné en la 

introducción se sabe que el nucléolo de T. cruzi responde al estrés oxidativo y daño al 

ADN (Schamber-Reis y col., 2012), arrestando las funciones celulares, disminuyendo los 

niveles de transcripción y  traducción y por lo tanto secuestrando a las proteínas 

relacionadas con estos procesos a gránulos de estrés como ocurre en otros organismos 

(Emara y col., 2012; Nilsson y Sunnerhagen, 2011; Satoh y col., 2012).  

 Al ser una proteína nucleolar, TcADKn podría cambiar su localización ante situaciones 

de estrés oxidativo o daño al ADN como se ha observado para otras proteínas 

nucleolares (Boulon y col., 2010). Con el fin de estudiar esta hipótesis llevamos a cabo 

tratamientos con fleomicina (Phleo, Phleomycin), que produce daño en el ADN. Esta 

droga actúa intercalándose en el acido nucleico alterando así la estructura de doble 

hélice y posiblemente clivando el mismo. Los ensayos de estrés oxidativo fueron 

llevados a cabo tratando a los parásitos con concentraciones subletales de peróxido de 

hidrógeno (Miranda y col., 2006). En ambos casos se utilizaron epimastigotes en día 2 

de cultivo donde los niveles de TcADKn son altos y localiza en el núcleo. Luego de 

ambos tratamientos  se realizaron inmunofluorecencias y observamos que TcADKn se 

translocaba del núcleo a gránulos citoplasmáticos (Figura R21), lo que podría estar 

sugiriendo que las funciones fisiológicas de TcADKn son interrumpidas durante estas 

situaciones de estrés y es secuestrada a gránulos citoplasmático donde probablemente 

si las condiciones continúan siendo desfavorables sea degrada por el proteasoma 

como ocurre en muchos organismos y como planteamos que podría estar ocurriendo 

al bloquear la transcripción (Latonen y col., 2011) . 
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Figura R21: Evaluación de la localización de TcADKn frente el estrés oxidativo y daño al ADN. Epimastigotes en fase 
exponencial de crecimiento fueron tratados con concentraciones subletales de peróxido de hidrógeno, 100 µM por 
1 h y de fleomicina 100 µg/ml por 4 h (daño al ADN). Luego del tratamiento se evaluó la localización de TcADKn 
mediante inmunofluorescencias indirectas. Los parásitos fueron fijados, permeabilizados y se incubaron con el 
anticuerpo primario de ratón contra TcADKn, luego se los incubó con el anticuerpo secundario anti 
inmunoglobulinas de ratón asociadas al fluoróforo daylight 488.  El ADN, fue marcado con DAPI. 
 
 

TcADKn y la vía TOR 

Como se mencionó en la introducción en los últimos años la vía de señalización TOR 

(Target of Rapamycin, Blanco de Rapamicina)  ha sido caracterizado en varios 

organismos, incluyendo los tripanosomátidos (Barquilla y col., 2008). Esta vía participa 

en el control del crecimiento en células eucariotas. Se la ha relacionado con la  

respuesta a la disponibilidad de nutrientes y estaría implicada en la regulación 

de varias proteínas ribosomales (Wullschleger y col., 2006). En T. brucei se han 

identificado ambos complejos (Barquilla y col., 2008), siendo el complejo TORC2 

sensible a la rapamicina (Loewith y col., 2002). La inhibición del mismo inhibe el 

crecimiento celular (Barquilla y col., 2008), el balance de polifosfatos, la formación de 

ácido calcisomas, (de Jesus y col., 2010), la citocinesis (Barquilla y Navarro, 2009b), el 

crecimiento celular y la autofagia (Barquilla y Navarro, 2009a).  En T. cruzi mediante 

análisis bioinformáticos se han encontrado los componentes de la vía TOR (Digirolamo 

y col., 2012). 

Como se ha discutido en las secciones previas los niveles de expresión y la localización 

nuclear de TcADKn  son controlados por la disponibilidad de nutrientes y la  biogénesis 

ribosomal. Como estos factores son regulados por la vía TOR, nos propusimos estudiar 

si TcADKn se encontraba controlada por esta vía. Para ello llevamos a cabo ensayos 
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con el inhibidor de la vía TOR, la rapamicina. Epimastigotes de T. 

cruzi en fase exponencial de crecimiento fueron incubados con  rapamicina, mediante 

Inmunofluorescencias indirectas se observó una concentración de  TcADKn en el 

nucléolo de los parásitos tratados (Figura R22B). Se tomaron fotos de 40-50 parásitos y 

se midieron los niveles de fluorescencia dentro del núcleo utilizando el programa 

ImageJ, que fueron relativizados a los niveles de fluorescencia de DAPI. Todas las fotos 

fueron tomadas con el mismo tiempo de exposición, se corroboró que la señal de 

fluorescencia no llegase a saturación.  Los parásitos tratados presentaron 3,3  

más veces de fluorescencia en el núcleo que los parásitos no tratados (p<0,05) 

sugiriendo que la regulación de TcADKn  podría estar gobernada por la vía TOR (Figura 

R22A). 
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Figura R22: Ensayos para evaluar el efecto de la vía TOR sobre TcADKn. Epimastigotes de T. cruzi fueron tratados 
con 0,1mM de rapamicina por 24 h, los resultados fueron analizados por inmunofluorescencias indirectas contra 
TcADKn. Los parásitos fueron fijados, permeabilizados y se incubaron con el anticuerpo primario de ratón contra 
TcADKn, luego se los incubó con el anticuerpo secundario anti inmunoglobulinas de ratón asociadas al fluoróforo 
daylight 488.  El ADN, fue marcado con DAPI. A. Cuantificación de los niveles de fluorescencia de parásitos tratados 
y no tratados con rapamicina. Se tomaron fotografías de 40-50 parásitos se midieron los niveles de fluorescencia 
dentro del núcleo utilizando el programa ImageJ, los niveles fueron relativizados a los niveles de fluorescencia de 
DAPI. Todas las fotos fueron tomadas con el mismo tiempo de exposición, con el programa de fotografía se 
corroboró que la señal no llegase a saturación. Los datos fueron analizados mediante una prueba de T (p<0,05). 
 

La vía TOR podría estar mediando la respuesta de TcADKn a los niveles de nutrientes 

en el medio. En levaduras se ha observado que ante condiciones de baja disponibilidad 

de nutrientes en el medio, la vía TOR regula negativamente procesos nucleares 

llevando al arresto de los mismos concentrando a las proteínas involucradas en 

gránulos citoplasmáticos (Fielhaber y col., 2012; Li y col., 2006; Takahara y Maeda, 

2012). Estos resultados son muy preliminares y al tratarse de una vía involucrada en 

tantos procesos celulares los resultados obtenidos sobre TcADKn podrían ser parte del 

efecto pleiotrópico a consecuencia del tratamiento con rapamicina.  

 

Regulación de los niveles de  expresión de TcADKn 

Los transcriptos de TcADKn 

Los niveles de TcADKn disminuyen a lo largo de la curva de crecimiento de 

epimastigotes en cultivo, lo que indicaría que sus niveles de  expresión se encuentran 

finamente regulados. Como se observó anteriormente, los niveles de TcADKn y su 

localización se encuentran determinados por los niveles de nutrientes en el medio. Por 

ello a continuación nos concentramos en estudiar la regulación de la expresión de 

TcADKn. 

Los tripanosomas no presentan regulación a nivel de la transcripción siendo 

mecanismos posteriores los que regulan la expresión génica (Araujo y Teixeira, 2011; 

Clayton y Shapira, 2007). En ŵuchos casos las secuencias 3’ UTR y 5’UTR son las 

responsables de regular los niveles de los ARNm, las mismas contienen regiones 

regulatorias que permiten la unión de proteínas que estabilizan o desestabilizan los 

ARNm (Alsford y col., 2012; De Gaudenzi y col., 2011). Hasta la fecha se sabe que la 

regulación a nivel de la transcripción jugaría un rol clave en la expresión génica en la 

mayoría de los eucariotas sin embargo al ser un proceso complejo la información 
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disponible acerca del funcionamiento de estos mecanismos es muy escasa. Existen 

mensajeros que comparten secuencias en común y se encuentran regulados de la 

misma manera por proteínas que se unen a los mismos (De Gaudenzi y col., 2011). En 

T. cruzi estudios de la composición nucleotídica de los 5’ y 3’ UTR de diversos 

mensajeros, determinaron que en muchos casos presentan una longitud similar, pero 

poseen diferencias a nivel nucleotídico, estando la región 3’ UTR enriƋuecida en 

secuencias simples repetitivas. Es importante resaltar que la mayoría de las secuencias 

regulatorias se han encontrado en los 3’ UTR (Abanades y col., 2009; Bayer-Santos y 

col., 2012; Li y col., 2012; Nozaki y Cross, 1995; Weston y col., 1999). 

En priŵera instancia clonaŵos el ARNŵ de TcADKn para deterŵinar las regiones 5’ 

UTR y 3’ UTR del mismo, como así también para conocer si había más de una variante 

posible de splicing. A partir de ADNc de epimastigotes de T. cruzi en día 2 de cultivo 

pudiŵos clonar dos especies de ŵensajeros Ƌue diferían en su 3’ UTR, los diferían en 

74 pares de bases de longitud (Figura R23). Estos resultados sugieren un mecanismo de 

splicing alternativo que generaría mensajeros que podrían presentar distinta 

estabilidad por presencia de sitios de unión para distintos factores como ha sido 

descripto para otros genes de estos organismos (Maranon y col., 1998; Rettig y col., 

2012). Por otra parte puede ser que la presencia de más de un sitio de corte y 

poliadenilación genere dos mensajeros con la misma estabilidad y que no haya ningún 

tipo de patrón regulatorio. Analizando las secuencias de la región 3’ UTR observamos 

que son ricas en secuencias repetitivas de adenosina y uracilo. Los tractos de poli AU 

son secuencias típicas involucradas en la regulación de la expresión (Li y col., 2012; 

Noe y col., 2008). 
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Figura R23: Esquema de los mensajeros de TcADKn. A EsƋueŵa del ŵensajero de TcADKn donde se detallan el 5’ 
UTR con su sitio de splicing ;splice siteͿ, y los dos 3’ UTR identificados. B. Esquema simplificado de los dos 
mensajeros para TcADKn (TcADKn short mARN, TcADKn long mARN) que diferían en 74 pares de bases de longitud.  
 

 

Al haber una regulación de TcADKn a lo largo de la curva de crecimiento, decidimos 

estudiar los niveles de ambos mensajeros a lo largo de la misma. Para ello extrajimos 

ARN de epimastigotes correspondientes a diferentes días de cultivo, generamos el 

ADNc correspondiente y realizamos ensayos de RT-PCR cuantitativa en tiempo real con 

oligonucleótidos específicos para distinguir entre ambos mensajeros. Como se puede 

observar en la figura R24, ambos mensajeros presentan distintas abundancias, 

siguiendo la misma tendencia, disminuyen progresivamente a lo largo de la curva de 

crecimiento. Los resultados obtenidos sugieren que los niveles de TcADKn se 

encontrarían regulados a nivel pos-transcripcional.  

 

 

Figura R24: Análisis de la expresión de los mensajeros de TcADKn. Se extrajo ARN de epimastigotes a lo largo de la 
curva de crecimiento y se cuantificaron los niveles de ambos mensajeros por RT-PCR cuantitativa en tiempo real. 
Los datos fueron relativizados a la expresión del 18S y se retrotranscribieron 3 μg de ARN. Arbitrariamente se tomó 
la expresión del mensajero corto en el primer día de cultivo como 1. Los ensayos fueron realizados por triplicado. 
 
 

Estudios del 3’ UTR de TcADKn  y su rol en la regulación su  expresión génica   

En Tripanosomatidos las secuencias 3’ UTR son en general las responsables de la 

regulación de la estabilidad de los ARNm, como por  ejemplo el gen de la prociclina en 
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T. brucei (Hotz y col., 1997).  Para analizar si la secuencia 3’ UTR de TcADKn era la 

responsable de su regulación, generamos construcciones genéticas que presentaban 

esta secuencia rio abajo de la proteína verde fluorescente, presente en el vector 

pTREX-OMNI (derivado del pTREX generado en nuestro laboratorio), dicha 

construcción fue denominada pTREXOMNILAN. Como control se utilizó el pTREXOMNI 

vacío.  Las dos construcciones fueron electroporadas en epimastigotes de T. cruzi, que 

fueron seleccionados en presencia de G418 para luego ser utilizados en ensayos de 

traducción del gen reportero. 

Una vez seleccionados, se extrajeron muestras de ARN y proteínas a lo largo de la 

curva de crecimiento de los parásitos que expresaban las construcciones pTREX-

OMNILAN y pTREXOMNI. Se comenzó el análisis mediante ensayos de Western Blot, 

como se puede observar en la figura R25b en la construcción Ƌue llevaďa el 3’ UTR de 

TcADKn los niveles de GFP disminuyen a lo largo de la curva de crecimiento mientras 

que para el control se mantenían invariables. Los datos fueron normalizados con α-

tubulina como control de carga. 

Posteriormente se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR cuantitativa en tiempo real, en 

los cuales se midió la expresión del gen reportero. Como se puede observar en la figura 

R25A los niveles de GFP disminuyen a lo largo de la curva de crecimiento en los 

parásitos que llevaban la construcción genética Ƌue contenía el 3’ UTR rio debajo de la 

GFP, mientras que en el control se mantenían invariables. La cantidad encontrada fue 

normalizada en función a la abundancia del ARNm que codifica para la resistencia de 

neomicina (NEO), para considerar únicamente lo que sucede en los parásitos 

transfectados. 

Estos resultados sugieren Ƌue la región 3’ UTR de los mensajeros de TcADKn seria la 

responsable de la regulación de los niveles de expresión. Por otra parte dicha región es 

capaz de regular los niveles de otras proteínas no relacionadas, como el gen reportero 

GFP. No pudimos identificar en el 3´ UTR sitios de unión para otras proteínas que han 

sido previamente caracterizadas (Cassola y col., 2007; Noe y col., 2008). 
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Figura R25: A cuantificación de la cantidad del ARN-eGFP en relación de neomicina (NEO). Arbitrariamente el valor 
obtenido para GFP para el día el primer día de cultivo fue tomado como 1. Se retrotranscribieron 3 μg de ARN .B  
Western Blot contra GFP sobre muestras de epimastigotes a lo largo de la curva de crecimiento que sobre 
expresaban la construcción pTREXOMNILAN y pTREXOMNI. Como control de carga se utilizó  α-tubulina. Cada calle 
corresponde a 4x10

6
 parásitos.  

 
 

Análisis de la función de TcADKn 

Debido a su reciente descubrimiento las adenilato quinasas nucleares han sido poco 

estudiadas, hasta la fecha los mayores avances se han logrado en las isoformas de 

levaduras y humanos. En levaduras se la ha asociado al procesamiento de la subunidad 

menor ribosomal, estando involucrada en el último paso de procesamiento (clivaje en 

el sitio D) que ocurre en el citoplasma. Dicha función la estaría llevando a cabo 

mediante interacción directa con Rps14, que es una proteína también involucrada en 

el procesamiento del ribosoma (Campbell y Karbstein, 2011; Jakovljevic y col., 2004). 

En ausencia de FAP7 se ha observado la acumulación del precursor 20S y una 

disminución en el crecimiento de las levaduras que termina siendo letal (Granneman y 

A 

B 
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col., 2005; Strunk y col., 2012). Por otra parte se la ha asociado con la respuesta al 

estrés oxidativo y la resistencia al arsenito (Juhnke y col., 2000; Takahashi y col., 2010). 

En T. cruzi es técnicamente posible, pero muy complicado llevar a cabo ensayos con 

sistemas inducibles y no existe en estos organismos el proceso de ARN interferencia.  

Por consiguiente para estudiar si TcADKn se encontraba involucrada en procesos 

similares a FAP7, llevamos a cabo ensayos de complementación en levaduras, que 

poseen el gen de FAP7 bajo un promotor inducible por galactosa (Granneman y col., 

2005). En presencia de galactosa, el gen de FAP7 se expresa y la levadura sobrevive, 

mientras que en medio con glucosa se inhibe su expresión produciendo un fenotipo 

letal.  

Para realizar el ensayo clonamos a TcADKn en un vector de expresión débil para 

levaduras denominado p416 (Mumberg y col., 1995) e incluimos en el análisis, a 

TbADKn, la mutante no funcional de TcADKn TcADKnK20R, la isoforma mitocondrial de 

T. brucei  TbADKF, la isoforma mitocondrial de T. cruzi TcADK6, a FAP7 de levaduras, la 

ADK de E.coli y el vector vacío. Luego de la transformación y selección en medio 

mínimo con galactosa (Figura MS2) repicamos a las levaduras a medio mínimo con 

glucosa para llevar a cabo el ensayo de complementación. Como se puede observar en 

la figura R26, solo las adenilato quinasas nucleares de TcADKn y TbADKn pudieron 

complementar y rescatar el fenotipo letal. Paralelamente se realizaron curvas de 

crecimiento en medio YNB glucosa de las levaduras transformadas con el vector vacío, 

con las enzimas de levaduras FAP7, con la mutante TcADKnK20R y TcADKn 

observándose únicamente crecimiento en las levaduras transformadas con FAP7 y 

TcADKn (Figura MS3). 

Por otra parte la ausencia de complementación de la variante inactiva de TcADKn 

estaría indicando que el P-loop estaría involucrado en el procesamiento del ribosoma. 

En S. cereviciae se ha observado que mutantes de FAP7 en el mismo residuo pierden la 

capacidad de procesar el precursor 20S (Granneman y col., 2005; Strunk y col., 2012). 

Los ensayos realizados sugieren que TcADKn podría ser parte del procesamiento de la 

subunidad menor del ribosoma siendo el sitio activo de la enzima indispensable para 

dicha función, tal como ocurre en levaduras (Granneman y col., 2005). 
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Figura R26: A. Ensayos de complementación en levaduras para evaluar la función de TcADKn. Levaduras GAL4-3HA 
FAP7 fueron transformadas utilizando el método de acetato de litio, con el vector p416, p416FAP7, p416ADKEcoli, 
p416ADKF, p416ADK6, p416TcADKnK20R, p416TcADKn, p416TbADKn Se sembraron diluciones decrecientes de las 
levaduras  transformadas en medio YNB glucosa para poder visualizar correctamente el fenotipo.  
 
 

Interacción de TcADKn con ácidos nucleicos 

En las secciones previas se mencionó que al realizar ensayos de Western Blot 

utilizando los anticuerpos específicos contra TcADKn observábamos la banda 

correspondiente al peso molecular esperado y una banda de mayor peso molecular, si 

se descarta un artefacto de la técnica, lo que podría estar indicando algún tipo de 

modificación pos-traduccional o la interacción de TcADKn con alguna proteína u otro 

tipo de molécula de manera covalente. A partir de los resultados obtenidos se podría 

especular que TcADKn podría estar interactuando con un acido nucleico 

específicamente con un ARN de naturaleza ribosomal. Hasta la fecha no existen 

antecedentes acerca de como es el clivaje mediado por FAP7 (la ortóloga a TcADKn en 

levaduras) en el sitio D, lo único que se postula es que seria de naturaleza 

endonucleolítica (Granneman y col., 2005).  Con el fin de determinar si TcADKn 

interactuaba con algún tipo de ARN llevamos a cabo tratamientos con RNAsaI sobre 
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extractos de epimastigotes en día dos de cultivo donde los niveles de expresión de 

TcADKn son más elevados. Luego del tratamiento las muestras fueron resueltas tanto 

en SDS-PAGE como en geles nativos y posteriormente fueron revelados con 

anticuerpos contra TcADKn. En las muestras resueltas por SDS-PAGE no pudimos 

observar la banda de mayor peso molecular en los parásitos tratados con RNAsaI 

(Figura R27A). Por otra parte en los geles nativos observamos un patrón diferente en la 

corrida entre parásitos tratados y no tratados, indicando que el tratamiento estaría 

afectando la conformación global de la proteína o podría estar alterando la formación 

del complejo ARN-proteína (Figura R27B). Los resultados obtenidos sugieren que 

TcADKn estaría interactuando con un ARN probablemente de naturaleza ribosomal  

según las referencias de otros modelos y que dicha interacción estaría modificando su 

estructura (Granneman y col., 2005; Strunk y col., 2012).  

 

 

Figura R27: Ensayos de Western Blot contra TcADKn sobre extractos de epimastigotes tratados (+R) y no tratados (-
R) con RNAsaI. 3x10

8
 epimastigotes en día dos de cultivo fueron centrifugados, lavados con PBS y resuspendidos en 

Tris-HCl 10mM pH7,5 PMSF 100 mM, luego se les realizó 3 ciclos de congelado y descongelados y fueron incubados 
con RNAasaI (10 μg/ml) a 37 C por 2 horas.  Los resultados fueron analizados en  A.  Geles de poliacrilamida nativos 
y  B. SDS-PAGE mediante ensayos de Western Blot revelando con anticuerpos anti-TcADKn generados en ratón. 
Cada calle corresponde a 4x10

6
 parásitos.   

 
 

Con el fin de identificar los sitios de procesamiento del ARN ribosomal donde TcADKn 

podría estar  involucrada nos dedicamos al estudio del locus ribosomal de T. cruzi. 

 

Ensamblado del locus ribosomal de T. cruzi 

El locus ribosomal se encuentra en múltiples copias dentro del genoma. Las mismas se 

encuentran en distintos cromosomas que se disponen espacialmente  de manera tal de 

formar el nucléolo. El elevado número de copias del locus ribosomal y las secuencias 

A 
B 
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repetitivas que presenta dificulta su correcto ensamblado al secuenciar los genomas. 

En tripanosomatidos el locus ribosomal contiene características únicas; en primer lugar 

los tripanosomatidos presentan el  ARNr 28S dividido en  7 pequeños ADNr  (Martinez-

Calvillo y Hernandez, 1994). Por otra parte no se han determinado las regiones que 

corresponden al terminador y las regiones regulatorias que se encuentran en otros 

eucariotas (Bartsch y col., 1987; Grummt y col., 1985; Jacob, 1986). 

Al realizar búsquedas bioinformáticas del locus ribosomal  en la base de datos de T. 

cruzi (geneDB y TriTrypDB), no pudimos encontrar el locus ensamblado, sino 

únicamente secuencias parciales que correspondían a los distintos fragmentos. 

Realizando alineamientos múltiples y por homología con el locus ribosomal de T. brucei 

pudimos construir un locus ribosomal tentativo, el mismo presentaba una longitud de 

16400 pares de bases. Con el fin de corroborar los datos obtenidos in silico,  diseñamos 

oligonucleótidos que hibridaban en las regiones que conservaban homología con T. 

brucei y se encontraban en regiones codificantes para los ARNr y en el promotor 

ribosomal. En total fraccionamos el locus ribosomal en 9 fragmentos de 

aproximadamente 1000 a 5000 pares de bases (ver materiales y métodos). Los 

distintos fragmentos de PCR fueron clonados y  enviados a secuenciar. En primer lugar 

confirmamos la presencia de 7 ARNr ribosomales pequeños (Figura R28), pudimos 

identificar el promotor ribosomal el cual presenta gran homología con el promotor del 

vector pTREX que corresponde al promotor ribosomal de la cepa Tulahuen II (U89787) 

(Lorenzi y col., 2003) (Figura MS8). Por otra parte pudimos determinar la región donde 

debería estar el terminador ribosomal, encontrándose regiones repetitivas 

características de dicha región (Figura MS9). Dichas regiones repetitivas no 

presentaron similitud con las ya descriptas para otros organismos (Bartsch y col., 1987; 

Grummt y col., 1985; Jacob, 1986). También se encontraron regiones repetitivas en las 

regiones espaciadores correspondientes a los ITS1 e ITS2 que probablemente se 

encuentren involucradas en procesos regulatorios.  

Utilizando esta técnica realizamos la secuenciación y el ensamblado del locus 

ribosomal de las cepas Y y CL Brener. Observamos que presentan alta homología en las  

regiones de los ADNr  y que presentan diferencias en las regiones transcriptas 



Resultados 

 

R48  

 

espaciadoras, tanto en longitud como secuencia. Por ejemplo la cepa Y presentó una 

inserción en el ITS1 que se encuentra ausente en la cepa CL Brener. Las diferencias 

entre cepas podrían ser capitalizadas  para el diseño de marcadores moleculares que 

permitan distinguir entre las mismas. 

 

 

Figura R28: Esquema del locus ribosomal de T. cruzi, donde se detallan el promotor ribosomal (azul), el 18S, 5.8S, y 
los 28S α,β, βϮ,ζ,ɶ,ɸ,ɷ, el 5“ y las secuencias espaciadoras que los separan. Se marcaron las regiones ricas en 
secuencias repetitivas y la región que correspondería al terminador ribosomal. 
 

Análisis de los sitios de procesamiento del 18S 

En T. cruzi existen pocos datos acerca de la biogénesis ribosomal, no se conocen los 

sitios de procesamiento ni los complejos involucrados en los mismos. Luego de 

reconstruir el locus ribosomal y tener la secuencia del ITS1 (internal transcribed spacer, 

secuencia interna espaciadora) donde se encontraría el sitio de procesamiento de 

TcADKn (sitio D) nos dedicamos a mapear los sitios de procesamiento de la subunidad 

ribosomal 18S. Para ello adaptamos un sistema que permite aislar microARNs para 

obtener los pre-ARNr. El protocolo consiste en ligar un adaptador de secuencia 

conocida a todos los ARNm y luego realizar la retrotranscripción con un 

oligonucleótido complementario al adaptador, posteriormente se realizan las  

reacciones de PCR con el oligonucleótido para el gen de interés y el utilizado para 

realizar la retrotranscripción (ver materiales y métodos). Utilizando un oligonucleótido 

específico para el ITS1 pudimos obtener los distintos precursores de la subunidad 

ribosomal 18S a partir de ARN total de epimastigotes en día dos de cultivo (Figura 

R29). Los fragmentos fueron clonados y secuenciados, obtuvimos  dos  sitios distintos 

de procesamiento siendo el procesamiento similar al de mamíferos, en los cuales 

existen dos precursores de la subunidad ribosomal 18S luego del corte en el sitio A2.  

Además pudimos detectar el final del 18S que según las secuencias obtenidas es de 

menor tamaño que el gen del 18S publicado (Tc00.1047053473013.10). Para confirmar 
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que el 18S era de menor longitud, realizamos el mismo protocolo de ligación al 

adaptador y posterior  reacción de PCR utilizando como fuente ribosomas purificados 

de T. cruzi.  Se obtuvo una sola banda de PCR que fue clonada y secuenciada. Se 

obtuvo la misma secuencia que  habíamos encontrado previamente lo que estaría 

indicando que el 18S es de menor longitud que la secuencia previamente reportada 

(Figura R30A). Es interesante resaltar que el 18S terminaría justo donde termina la 

homología con  otros organismos como ser H. sapiens y S cereviciae. El fragmento 

extra que figuraba en mapeos previos no presentaba homología con secuencias 

ribosomales disponibles de otros organismos. Los sitios de procesamiento de T. cruzi 

presentaron altos niveles de homología con los de S.cereviciae lo que estaría indicando 

que son procesos altamente conservados (Figura R30B). 

 

Figura R29: Análisis de los precursores del 18S. Se extrajo ARN de epimastigotes de T. cruzi en día 2 de cultivo, 
posteriormente se ligó un adaptador de secuencia conocida a todos los ARNm y luego se realizó la 
retrotranscripción con un oligonucleótido complementario al adaptador, posteriormente se realizaron las 
reacciones de PCR utilizando un oligonucleótido especifico para el ITS1 y el utilizado para realizar la retro-
transcripción. Los resultados fueron analizados en geles de agarosa al 12% .  El ensayo fue realizado por duplicado (1 
y 2). Los fragmentos de PCR fueron clonados y secuenciados. Se obtuvieron dos bandas de PCR lo que estaría 
indicando la existencia de 2 sitios de procesamiento. 
 
 

TcADKn se encuentra asociada a los precursores del 18S y  a su propio 

mensajero 

Posteriormente nos planteamos que si TcADKn se encuentra involucrada en el 

procesamiento de la subunidad menor del ribosoma, los precursores deberían 
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encontrarse en los inmunoprecipitados de dicha proteína. De esta manera realizamos 

inmunoprecipitaciones utilizando  muestras de epimastigotes en día 2 de cultivo donde 

los niveles de la adenilato quinasa nuclear son mayores.  En primera instancia se validó 

la inmunoprecipitación, mediante ensayos de Western Blot, en los cuales se detectó a 

TcADKn en el inmunoprecipitado (Figura MS1).  Paralelamente se extrajo ARN a partir 

del inmunoprecipitado y se generó el ADNc a partir del mismo, luego de la ligación con 

el adaptador realizamos la reacción de PCR contra el ITS1 y obtuvimos una serie de 

bandas que fueron clonadas y secuenciadas. Las mismas correspondían a los 

precursores del 18S previamente identificados (Figura R30A). No se obtuvieron  bandas 

de amplificación en el ARN extraído de las inmunoprecipitaciones utilizando el suero 

pre-inmune. Por otra parte no se obtuvieron bandas de amplificación para las 

muestras a las cuales no se les había agregado retrotranscriptasa eliminado así 

posibles contaminaciones con ADN genómico (Figura MS4). Tampoco se obtuvieron 

bandas de amplificación al realizar reacciones de PCR contra ARNm no relacionados 

(ARNmTcH2B y ARNmTcNdpk3) descartando posibles contaminaciones con ARN 

(Figura MS4). 

Al obtenerse los distintos precursores en el inmunoprecipitado  y basándonos en los 

modelos existentes se podría especular que TcADKn es transportada al citoplasma 

acompañando al complejo pre-ribosoma, hasta llevar a cabo su función en el 

citoplasma, realizando un tráfico dentro y fuera del núcleo para llevar a cabo el 

procesamiento del ribosoma. 
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Figura R30: A. Análisis de los precursores del 18S. Los precursores del 18S obtenidos fueron evaluados en geles de 
agarosa, inmunoprecipitados contra TcADKn (IP) y sobre inmunoprecipitados contra el suero pre inmune(-), y sobre 
epimastigotes de T. cruzi (+), Se extrajo ARN del inmunoprecipitado  contra TcADKn y de epimastigotes de T. cruzi 
en día 2 de cultivo, posteriormente se ligo un adaptador de secuencia conocida a todos los ARNm y luego se realizó 
la retrotranscripción con un oligonucleótido complementario al adaptador, posteriormente se realizaron las 
reacciones de PCR utilizando un oligonucleótido especifico para el ITS1 (+, IP, -), para el 18S(18S) y el utilizado para 
realizar la retrotranscripción. Los resultados fueron analizados en geles de agarosa al 12% . Los fragmentos de PCR 
fueron clonados en el vector pGEM-T-easy (Promega) para luego ser secuenciados. No se obtuvieron bandas de 
amplificación para el suero pre-inmune B. Alineamiento de las secuencias que corresponderían al sitio de clivaje en 
el sitio D de S. cereviciae y de T. cruzi. Se observó que las regiones de clivaje se encuentran altamente conservadas.   

Muchas proteínas ribosomales autorregulan sus niveles de expresión, estabilizando o 

desestabilizando a sus propios mensajeros, regulando su splicing, entre otros 

mecanismos (Plocik y Guthrie, 2012; Sleumer y col., 2012). Al haber observado una 

regulación de la expresión de TcADKn decidimos estudiar si se encontraba regulando 

su propia expresión tal como ocurre en otros modelos. Utilizando la misma estrategia 

que la utilizada para el aislado de los precursores del ARNr 18S, pudimos identificar 

utilizando un oligonucleótido específico para el gen de TcADKn, el ARNm largo 

únicamente en el inmunoprecipitado (Figura R32). No se obtuvieron bandas de 

amplificación en los inmunoprecipitados con el suero pre-inmune, ni para el control de 

contaminación con ADN genómico, como así también para los ARNm no relacionados 

(Figura MS4). Como se observó en la figura R25 los niveles del mensajero largo de 

TcADKn se encuentran en muy bajas cantidades lo que podría estar indicando que la 

unión del complejo que involucra a TcADKn lo esté regulando de manera negativa, 

A 

B 
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desestabilizándolo y llevándolo a su degradación.  Por otra parte modelados 

moleculares utilizando el  prograŵa ͞RNAfold͟ (Hofacker, 2003) revelaron que los 

mensajeros difieren en su estructura secundaria, por consiguiente podrían tener 

regiones de reconocimiento para distintos complejos proteicos (Figura R31).  

 

Figura R31: Modelado de los ARNm corto y largo de TcADKn utilizando el programa RNAfold. Como se puede 
observar los mensajeros presentaron diferencias en su estructura secundaria. Los cuadrados simbolizan las regiones 
Ƌue presentan diferencias entre aŵďos ŵensajeros. “e detallan el 3’UTR, el “TOP y el ATG. 
 
 

 Los datos presentados sugieren que la regulación de la biogénesis ribosomal 

presentaría características similares en la mayoría de los eucariotas, donde existen 

mecanismos de autorregulación de la maquinaria de procesamiento.  Seria interesante 

evaluar si TcADKn se une directamente a su propio mensajero o son proteínas con las 

que interactúa las que se unen al mismo, como así también seria interesante evaluar 

bajo que condiciones se manifiesta este mecanismo regulatorio (ver discusión). 
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Figura R32: TcADKn interactúa con su propio mensajero. Inmunoprecipitación y posterior aislado del ARN a partir 
del inmunoprecipitado sobre epimastigotes en día 2 de cultivo. El ARN fue purificado y ligado a un adaptador 
universal para la retrotranscripción. Con posterior reacción de PCR utilizando un oligonucleótido especifico para el 
ADNc de TcADKn y un oligonucleótido complementario al adaptador universal. Se pudo detectar el mensajero largo 
de TcADKn en el inmunoprecipitado (IP) y en el control positivo (CL) que corresponde a parásitos totales, no se 
obtuvieron bandas de amplificación en el inmunoprecipitado correspondiente al suero pre inmune (-). 
 
 

Estudios de la interacción entre TcADKn-TcRps14 in vitro 

Como se mencionó anteriormente FAP7 estaría involucrada en el procesamiento de la 

subunidad menor ribosomal vía interacción directa con Rps14, dicha interacción ha 

sido comprobada in vitro y se ha observado que co-precipitan in vivo (Granneman y 

col., 2005; Strunk y col., 2012). Habiendo obtenido resultados positivos en los ensayos 

de complementación en levaduras deficientes en FAP7 quisimos profundizar el estudio 

del procesamiento del ribosoma en T. cruzi. Mediante análisis bioinformáticos 

encontramos una proteína homologa a Rps14 en el genoma de T. cruzi. El gen fue 

clonado en un vector de expresión para T. cruzi  (pTex) en el cual se lo fusionó a la 

proteína roja fluorescente (pTexRps14mcherry), con el fin de realizar ensayos de co-

localización con TcADKn. Luego de la transfección  y selección no obtuvimos señal de 

expresión de la proteína de fusión. Luego de varios intentos fallidos, extrajimos ADN 

genómico de los parásitos transgénicos y amplificamos por PCR la secuencia 

codificante para Rps14 fusionada a la proteína roja fluorescente. El producto de PCR 

fue clonado y enviado a secuenciar. No se detectaron mutaciones que justifiquen el 

resultado obtenido. Una hipótesis es que ocurra un fenómeno similar al observado en 
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levaduras donde la sobrexpresión de Rps14 tiene un efecto deletéreo sobre la 

viabilidad celular (Granneman y col., 2005). 

Por otra parte el gen de Rps14 fue clonado y la proteína recombinante fue expresada 

fusionada a GST y posteriormente purificada por afinidad.  Con la misma se realizaron 

ensayos de interacción proteína-proteína, entre TcADKn y TcRps14, utilizando un 

sistema de precipitación por afinidad de glutation sefarosa. Se utilizaron como 

controles el vector vacío y la proteína no relacionada la arginina quinasa de T. cruzi 

(TcAK). Los resultados fueron analizados por Western Blot, revelando con anticuerpos 

monoclonales anti-GST y anti-His. Como se puede observar en la figura R33, solo 

obtuvimos interacción entre TcRps14 y TcADKn, lo cual estaría sugiriendo que ambas 

proteínas interactúan in vitro y dicha interacción es específica. Estos resultados 

refuerzan el posible rol de TcADKn en el procesamiento de la subunidad menor del 

ribosoma y sugiere que el mismo es un proceso altamente conservado entre los 

eucariotas. 

 

Figura R33: Interacción GST-TcRps14-6xHis-TcADKn (TcADKn) in vitro. Las proteínas recombinantes fueron 
expresadas en bacterias y luego purificadas. El ensayo de interacción se llevó a cabo según Granneman et al 2005. 
Como controles se usaron el epitope GST y la proteína no relacionada de T. cruzi, la Arginina Quinasa (TcAK, 6xHis-
TcAK). El análisis de la interacción se llevó a cabo utilizando una matriz de sefarosa y analizando los resultados por 
Western Blot, en geles de poliacrilamida 12% , utilizando anticuerpos monoclonales generados en ratón anti-GST y 
anticuerpos anti-His. Se sembraron el Input del experimento (I) y el output (O).  Se detectó interacción únicamente 
entre  GST-TcRps14-6xHis-TcADKn (última calle de la derecha).  
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A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que TcADKn podría estar 

involucrada en el procesamiento del ribosoma específicamente en el último paso de 

procesamiento del 18S en el sitio D  y permanecería asociada a los pre-ribosomas y 

ribosomas maduros luego del clivaje, como ocurre con muchas proteínas que 

participan en la biogénesis ribosomal. Por otra parte este seria uno de los pocos casos 

en los cuales se comienza a estudiar la regulación tanto en la localización como en los 

niveles de expresión de una proteína de T. cruzi (ver discusión). 
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Identificación de la isoforma nuclear de adenilato quinasa en el genoma 

de Trypanosoma cruzi  
El estudio del metabolismo energético de Trypanosoma cruzi se originó a partir de la 

línea de investigación sobre la arginina quinasa en tripanosomas, línea que fue 

desarrollada por miembros de nuestro laboratorio. Posteriormente se estudiaron dos 

familias de proteínas dentro del parasito las adenilato quinasas (ADK) y las nucleósido 

difosfato quinasas (NDPK) que se encuentran relacionadas con la interconversión de 

nucleótidos.  

Mediante búsquedas en bases de datos fue posible identificar 6 posibles isoformas de 

adenilato quinasas en el genoma de Trypanosoma cruzi. A comienzos de mi doctorado 

colaboré con la caracterización de estas 6 isoformas, encontrándose isoformas con 

distinta localización subcelular y  algunas con expresión estadio especifica (Bouvier y 

col., 2006; Milagros Camara Mde y col., 2012). Habiendo estudiado estas isoformas, 

nos concentramos en la caracterización de una variante divergente de adenilato 

quinasa que correspondía a la posible isoforma nuclear. 

Las adenilato quinasas nucleares constituyen un grupo de proteínas que presentan 

motivos característicos de dos grupos de proteínas pertenecientes a la familia de las 

NTPasas (Leipe y col., 2003). Todas las isoformas caracterizadas presentan el dominio 

catalítico P-loop, imprescindible para la actividad de adenilato quinasa, y otros 

residuos  que interactúan con los fosfatos de los nucleótidos del sustrato (Frey y 

Hegeman, 2007). Sin embargo presentan bajos niveles de identidad con el resto de las 

adenilato quinasas  típicas. Además poseen un motivo DxD, característico de un grupo 

de quinasas al cual pertenece la shikimato quinasa, que es la responsable de fosforilar 

el shikimato en el quinto paso de la vía de  su síntesis  en plantas (Krell y col., 1998). Es 

importante resaltar que la presencia de un motivo en común no es suficiente para 

clasificar a las proteínas ya que proteínas funcionalmente no relacionadas pueden 

presentar motivos comunes. Por ejemplo el P-loop se encuentra en proteínas como la 

cadena pesada de la miosina (Karn y col., 1983) y la suďunidad β de la  ATP sintasa 

(Blum y col., 2012). En estos casos la única función que presentan en común es la de 

unir a ATP a través del motivo P-loop para luego cumplir funciones diversas. Han sido 
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descriptas proteínas involucradas en el inicio de la replicación del ADN que presentan 

un motivo P-loop modificado, en las mismas se plantea que el mismo estaría 

involucrado en la hidrolisis de ATP que otorgaría la energía necesaria para abrir las 

hebras del ADN (Skovgaard y col., 1998). 

Los análisis de alineamiento estructural revelaron que su  estructura tampoco se 

encuentra conservada con el resto de las adenilato quinasas,  mientras que las 

adenilato quinasas nucleares presentan una estructura de anillo el resto posee una 

estructura globular (Drakou y col., 2012; Mukhopadhyay y col., 2011; Ren y col., 2005; 

Schulz y col., 1973; Von Zabern y col., 1976) . Los datos obtenidos sugieren que las 

adenilato quinasas nucleares corresponderían a una familia nueva de proteínas con 

características propias.  Por otra parte presentan funciones únicas, inusuales y ajenas 

al mantenimiento de la  homeostasis energética celular. La mayoría de las isoformas ha 

sido relacionada con el metabolismo del ARN de distintas maneras. Se podría postular 

que las adenilato quinasas utilizan el P-loop para obtener la energía necesaria para su 

interacción con el ARN ya que mutaciones dentro del sitio catalítico alteran su 

capacidad de hacerlo (Drakou y col., 2012; Granneman y col., 2005; Juhnke y col., 

2000; Strunk y col., 2012). 

Habiendo identificado posibles isoformas de adenilato quinasas nucleares en los 

genomas de T. brucei, T.cruzi  y L. major  nos concentramos en la caracterización 

bioquímica de la isoforma de Trypanosoma cruzi. Las adenilato quinasas nucleares 

previamente reportadas presentaron actividad de adenilato quinasa adicionalmente la 

isoforma humana y la de levaduras presentaron actividad de ATPasa (Drakou y col., 

2012; Santama y col., 2005; Strunk y col., 2012). Por consiguiente el primer abordaje 

que llevamos a cabo fue evaluar ambas actividades en la proteína TcADKn. Habiendo 

determinado bioquímicamente ambas actividades pudimos establecer la esencialidad 

del P-loop para las mismas,  ya que al mutar la lisina catalítica por una arginina ambas 

se anulaban. La pérdida de actividad enzimática puede ser atribuida a la incapacidad 

de unirse al ATP que presentan las mutantes en las cuales se ha cambiado la lisina 

catalítica por una arginina como ha sido observado para otras quinasas (Peterson y 

col., 2011; Priya y col., 2011). Por otra parte mutaciones similares en el resto de las 



Discusión  

 

D4  

 

adenilato quinasas nucleares no solo anulan su actividad enzimática sino que también 

alteran sus funciones in vivo, llevando a la perdida de la viabilidad celular. Por ejemplo 

la mutación puntual en la His 79  (dentro del P-loop) de la isoforma humana hCINAP,  

anula su actividad enzimática como así también lleva a alteraciones en la formación y 

en el número de los Cuerpos de Cajal (Drakou y col., 2012). En el caso de FAP7 la 

isoforma de levaduras, una mutación puntual dentro del P-loop, específicamente en la 

Gly 19, se ve reflejada como una perdida en la capacidad de activar al factor de 

transcripción POS9  (Juhnke y col., 2000). Por otra parte mutaciones dentro de este 

dominio también afectan su capacidad de procesar el ARNr 18S en el citoplasma 

(Granneman y col., 2005; Juhnke y col., 2000),  lo que estaría indicando que el P-loop 

cumple funciones ajenas a simplemente el balance de los niveles intracelulares de ATP. 

En resumen, los datos bibliográficos sugieren que las adenilato quinasas nucleares se 

encuentran involucradas en distintos aspectos del metabolismo del ARN. En 

tripanosomatidos los procesos nucleares y el metabolismo del ARN son un gran 

misterio en muchos aspectos, por consiguiente la caracterización de una enzima 

involucrada en los mismos seria de gran utilidad para comprender mejor la biología de 

estos organismos. 

 

Estudios de la localización, función y regulación de TcADKn 

El segundo objetivo fue establecer el contexto  subcelular donde la adenilato quinasa 

nuclear ejerce su función, las posibles vías regulatorias y a su vez la abundancia 

relativa, que se encuentra gobernada por el entorno extracelular.  

Con el fin de estudiar la localización, función y regulación de TcADKn generamos 

anticuerpos en conejo y ratón contra la misma y generamos construcciones  genéticas 

para la expresión de variantes trazables mediante fusiones a la proteína verde 

fluorescente. 
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Localización  subcelular de TcADKn  

Utilizando los anticuerpos obtenidos pudimos localizar a TcADKn en el nucléolo y en 

pequeños gránulos citoplasmáticos en epimatigotes en fase exponencial de 

crecimiento, mientras que en parásitos en fase estacionaria su localización fue 

puramente citoplasmática. Estos resultados indican que la localización de TcADKn se 

encuentra finamente regulada, trascolándose dentro y fuera del núcleo. 

Con el fin de poder realizar estudios comparativos en otros tripanosomatidos, 

estudiamos la localización de TbADKn, tanto al expresarla fusionada a la proteína 

verde fluorescente en Trypanosoma cruzi como en tripomastigotes procíclicos de 

Trypanosoma brucei. En ambos casos la detectamos en el citoplasma de los parásitos. 

Lo que podría estar indicando que TbADKn reside en el núcleo de los parásitos en otro 

estadio o podría simplemente no tener una localización nuclear como ocurre  en P. 

falciparum, donde la posible isoforma de adenilato quinasa nuclear ha sido encontrada 

únicamente en el citosol (Ma y col., 2012). Es importante resaltar la fuerte marca 

observada en el flagelo  en las inmunofluorescencias indirectas, este podría ser un caso 

como los ya descriptos para otros eucariotas inferiores en los cuales proteínas 

nucleolares bajo determinados estímulos migran al flagelo (Trimbur y col., 1999). 

Resulta interesante entonces evaluar la expresión de TbADKn en los  otros estadios del 

parásito con el fin de poder realizar estudios comparativos con Trypanosoma cruzi.  

 

Estudios de los niveles de expresión de TcADKn  

Al estudiar los niveles de expresión a lo largo de la curva de crecimiento de 

epimastigotes en cultivo, estrategia que simula el pasaje de los epimastigotes a través 

del aparato digestivo del hospedador insecto hacia la ampolla rectal, observamos que 

los niveles de TcADKn disminuyen a lo largo de la curva de crecimiento, lo que estaría 

indicando que no sólo la localización si no que también los niveles de TcADKn se 

encuentran altamente regulados. Resultó llamativo que no solo detectamos la banda 

del peso molecular correspondiente sino que también pudimos detectar una banda de 

mayor peso molecular, lo que estaría indicando una posible modificación pos-

traduccional o la interacción  covalente de TcADKn con un ácido nucleico u otra 
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proteína. Es importante resaltar que dicha interacción debe ser lo suficientemente 

fuerte como para resistir tanto el tratamiento con calor como con agentes reductores 

;β-mercaptoetanol) como el que se realiza para el análisis de proteínas por SDS-PAGE. 

Por otra parte también se pudo detectar la expresión de TcADKn en los estadios 

infectivos del parásito, presentando una localización nuclear y en pequeños gránulos 

en el citoplasma. En el estadio de tripomastigote maduro su localización fue 

puramente citoplasmática, atribuible a la desintegración del nucléolo en este estadio 

no replicativo (Ramirez y col., 2000). Los niveles de expresión en los tres estadios 

fueron similares. Lo que  podría estar sugiriendo que TcADKn no presenta una 

regulación estadio especifica. 

 

Estudios de la localización nuclear de TcADKn 

 A diferencia de las otras adenilato quinasas nucleares TcADKn no presenta señales de 

localización nuclear típicas. Es de esperarse que los tripanosomatidos presenten 

características únicas a nivel del transporte a las distintas organelas debido a la 

divergencia temprana con el resto de los eucariotas.  Luego de realizar un mapeo de 

deleción pudimos determinar que la señal atípica de localización nuclear se 

encontraría hacia el N-terminal de la proteína siendo la lisina catalítica del P-loop 

esencial para dicha localización. Estos resultados resultan llamativos, ya que el 

modelado por homología reveló que el P-loop se encontraría en un surco dentro de la 

proteína no quedando expuesto al medio, con lo cual no se esperaría que la lisina 

catalítica del P-loop  se encuentre involucrada en la importación nuclear de TcADKn. 

Seria uno de los pocos casos descriptos en los cuales la actividad enzimática seria 

esencial para la localización. Como mencioné anteriormente mutaciones en el P-loop 

en otras quinasas  anulan su actividad enzimática ya que elimina la capacidad de unir 

ATP (Peterson y col., 2011; Priya y col., 2011). Podría ser que para que TcADKn sea 

reconocida por la maquinaria de importación nuclear deba hidrolizar ATP, o transferir 

un fosfato a otra proteína. Podría estar actuando como ATPasa hidrolizando ATP,  

liberando así la energía necesaria para otras reacciones imprescindibles para su 

movilización dentro del núcleo. En la mutante esto no estaría ocurriendo por 
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consiguiente no seria importada.  Por último existe la posibilidad de que la proteína 

unida a ATP sea la que es reconocida por la maquinaria de transporte, ya que la 

catálisis enzimática por parte de estas enzimas involucra grandes cambios 

conformacionales (Dreusicke y Schulz, 1986). 

Por otra parte al analizar las estructuras tanto de la proteína original como la de la 

mutante observamos que el cambio de una lisina por una arginina podría estar 

alterando la red de puentes de hidrogeno teniendo un efecto sobre la estructura de la 

proteína, afectando su flexibilidad como estructura tridimensional. Estas posibles 

modificaciones podrían estar alterando su interacción con  las proteínas 

transportadoras, podría  ser que la maquinaria de transporte deje de reconocerla 

impidiendo así su translocación al núcleo. Para abordar esta posibilidad se podrían 

utilizar técnicas de biología computacional, en donde llevaríamos a cabo corridas de 

dinámica molecular para poder tratar de visualizar si la presencia de una arginina en 

vez de una lisina dentro del sitio activo afecta la flexibilidad de la proteína afectando 

así su estructura.  

Existen proteínas que ingresan al núcleo estando desplegadas. Si este fuese el caso de 

TcADKn, la señal de localización nuclear podría estar dentro del sitio activo, y al estar la 

proteína desplegada quedaría expuesta para ser reconocida por la maquinaria de 

importación nuclear. Luego de ser importadas al núcleo adoptan su conformación 

nativa, quedando la señal de localización nuclear inmersa en el interior de la proteína. 

Por ultimo durante la escritura de esta tesis encontramos un predictor de señales 

nucleares bipartitas (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi) 

(Kosugi y col., 2009), el cual detectaba una posible señal de localización nuclear 

bipartita hacia  el amino-terminal de TcADKn (amino ácidos 17-41), comprendiendo la 

región del P-loop, apoyando los resultados obtenidos mediante el mapeo de deleción.  

La poca disponibilidad de datos acerca de la importación nuclear en tripanosomatidos 

dificulta mucho su estudio. La mayoría de los datos disponibles corresponden a 

estudios de proteómica; siendo escasas las caracterizaciones de los transportadores 

(Casanova y col., 2008; Degrasse y Devos, 2010; Hellman y col., 2007a; Serpeloni y col., 

2011). Por otra parte el estudio del transporte nuclear podría ser abordado de distintas 

http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi
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maneras que no son aplicables o son muy dificultosas en T.cruzi. Por ejemplo se 

podrían realizar ensayos de ARN de interferencia contra las distintas importinas y 

evaluar la localización de TcADKn, sin embargo la ausencia de la maquinaria de ARN de 

interferencia en T. cruzi dificulta este tipo de ensayos.  Otro tipo de abordaje consiste 

en la expresión regulada (mediante sistemas inducibles) de péptidos que se unen a las 

importinas de manera competitiva impidiendo que cumplan su función (Kosugi y col., 

2008). Generar sistemas inducibles en T. cruzi es laborioso y los ya existentes son 

complicados de poner a punto, con lo cual este abordaje resulta extremadamente 

complejo.  Una posibilidad es realizar todos estos ensayos en Trypanosoma brucei 

donde se pueden llevar a cabo con mayor facilidad, profundizando así el estudio de la 

isoforma nuclear de este organismo. 

 

Caracterización de la exportación nuclear de TcADKn 

Habiendo detectado una posible señal de exportación nuclear hacia el C- terminal de la 

proteína nos dedicamos al estudio de la misma. Al eliminar la posible señal de 

exportación de TcADKn pudimos observar un efecto deletéreo sobre la viabilidad de 

los parásitos, lo que  podría estar indicando que la retención de TcADKn en el núcleo 

afectaría la viabilidad celular, este efecto no fue detectado al realizar el mismo estudio 

pero utilizando la variante inactiva de TcADKn. Estos resultados estarían apoyando lo 

observado en las inmunofluorescencias y ensayos de Western Blot a lo largo de la 

curva de crecimiento. Los niveles de TcADKn y su localización se encuentran 

estrictamente regulados dentro de la célula, por consiguiente es de esperarse que  su 

función también lo este. 

Finalmente pudimos encontrar el posible  transportador responsable de la exportación 

nuclear de TcADKn, el mismo corresponde a CRM1, siendo entonces un transporte 

dependiente de energía,  que involucra al sistema Ran-GTP (Arnaoutov y Dasso, 2005; 

Engelsma y col., 2004; Kutay y Guttinger, 2005; Sorokin y col., 2007). Seria interesante 

evaluar como es el mecanismo de reconocimiento entre CRM1 y TcADKn, si es directo 

o depende de proteínas accesorias. Al ser una proteína involucrada en la biogénesis 

ribosomal, podría estar utilizando sistemas de transporte en común a los de las 
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subunidades ribosomales como es el caso de muchas proteínas que cumplen funciones 

similares (Hedges y col., 2006; Moy y Silver, 1999; West y col., 2007). Esto se podría 

evaluar mediante ensayos de doble hibrido en levaduras o in vitro utilizando ensayos 

de  ͞pull-doǁn͟. De esta ŵanera se podría coŵenzar con la caracterización del 

proceso de exportación nuclear que ha sido poco caracterizado en Trypanosoma cruzi.  

 

Regulación de la localización de TcADKn 

El nucléolo, es donde ocurre la transcripción de los genes ribosomales,  constituye un 

sensor del estado metabólico e integridad celular. El mismo responde a diversas 

fuentes de estrés, alterando la localización de las proteínas allí presentes como así 

también los procesos que ocurren en el mismo como es la biogénesis ribosomal. Al 

estudiar la localización de TcADKn frente a distintas condiciones de estrés pudimos 

detectar que su localización nucleolar es dependiente de la biogénesis ribosomal activa 

y el correcto ensamblado de los ribosomas. En primera instancia observamos que al 

inhibir la traducción con dos agentes químicos que actúan de manera distinta, la 

localización nucleolar se perdía únicamente con la droga que inhibe el correcto 

ensamblado de los ribosomas, la cicloheximida. Con los tratamientos con puromicina, 

que bloquea la traducción pero permite el re-ensamblado de los ribosomas no se vio 

afectada la localización nuclear. Estos resultados sugieren que la localización nucleolar 

de  TcADKn depende, al menos en parte del correcto ensamblado de los ribosomas. 

Al estudiar el efecto de la disrupción de la transcripción en la localización de TcADKn 

pudimos observar que al bloquear químicamente de manera generalizada la 

transcripción con actinomicina D se perdía la localización nuclear de TcADKn y se 

formaban gránulos citoplasmáticos. Con el fin de poder discriminar si el efecto era por 

el bloqueo de la ARNpol I o por el bloqueo de la ARNpol II. Pudimos observar que al 

bloquear específicamente la ARN pol II con la droga α- amanitina no se perdía la 

localización nuclear indicando que la pérdida de la misma luego del tratamiento con 

actinomicina D se debía a la disrupción de la biogénesis ribosomal.  Resultados 

similares han sido observados para la homologa de TcADKn en humanos, hCINAP, 

donde luego de los tratamientos tanto con actinomicina D como con α-amanitina se 



Discusión  

 

D10  

 

pierde la localización típica dentro de los Cuerpos de Cajal y la proteína migra a 

regiones perinucleares (Malekkou y col., 2010).  Estos resultados estarían indicando 

diferencias entre ambos organismos, siendo la localización de hCINAP dependiente de 

la transcripción generalizada mientras que la de TcADKn se encontraría relacionada 

exclusivamente con la transcripción del locus ribosomal.  A su vez la localización de 

ambas proteínas seria dependiente de los niveles de transcripción dentro de la célula.  

Al estudiar el destino de TcADKn en los gránulos citoplasmáticos, nos preguntamos si 

era degradada por el proteasoma dentro de estas estructuras.  Se sabe que bajo 

ciertas condiciones desfavorables, la célula arresta sus funciones, secuestrando tanto a 

proteínas como a ARN mensajeros a gránulos citoplasmáticos, donde si las condiciones 

desfavorables continúan serán degradados (Kedersha y  Anderson, 2009; Lam y col., 

2007; Papadopoulou y col., 2012; Thomas y col., 2011). Por consiguiente llevamos  a 

cabo ensayos con el inhibidor del proteasoma MG132 y con la combinación MG132 y 

actinocimicina D. Luego de ambos tratamientos observamos que TcADKn permanecía 

dentro del núcleo, lo que estaría indicando que al bloquear la transcripción, TcADKn se 

localiza en gránulos citoplasmáticos donde probablemente ocurra su degradación. Esto 

podría ser un mecanismo regulatorio de la célula en respuesta a las condiciones 

desfavorables lo que hablaría de procesos conservados entre tripanosomas y el resto 

de los eucariotas. 

Por otra parte  se sabe que el núcleo y nucléolo de Trypanosoma cruzi responden al 

daño en el ADN, mediante una maquinaria de reparación y una redistribución de las 

proteínas dentro de esta organela (Glover y Horn, 2012; Villanova y col., 2009). Al 

estudiar la localización de  TcADKn al exponer a las células a estrés oxidativo y al 

generar daño al ADN observamos que se concentraba en gránulos citoplasmáticos y 

regiones perinucleares. Lo que podría estar indicando que ante una situación 

desfavorable la célula recluta a las proteínas en gránulos con la finalidad de arrestar las 

funciones fisiológicas celulares. Seria interesante llevar a cabo inmunoprecipitaciones 

contra TcADKn bajo estas condiciones y analizar que otras proteínas la acompañan en 

los gránulos citoplasmáticos con el fin de entender con mayor precisión  la regulación 

de la localización de TcADKn.  
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Regulación de la localización de TcADKn y la vía TOR 

Como se observó anteriormente la localización nucleolar de TcADKn se pierde a lo 

largo de la curva de crecimiento de epimastigotes en cultivo, siendo puramente 

citoplasmática en parásitos en fase estacionaria. A lo largo de los días de cultivo 

ocurren diversos cambios, el más notorio es la disminución en la disponibilidad de 

nutrientes (Hernandez y col., 2012). Al suplementar el medio de parásitos en fase 

estacionaria con nuevas fuentes de nutrientes observamos una relocalización de 

TcADKn en el núcleo  ŵientras Ƌue los ensayos de ͞ayuno͟ en parásitos en fase 

exponencial de crecimiento llevaron a la perdida de la localización nuclear y la 

acumulación de TcADKn en gránulos citoplasmáticos sugiriendo que la localización de 

TcADKn se encuentra regulada por la disponibilidad de nutrientes. Todavía no hemos 

comprendido la esencia de este  mecanismo regulatorio, hasta la fecha sabemos que 

los gránulos observados co-localizan con marcadores de gránulos de estrés y no de P-

bodies previamente descriptos en Trypanosoma cruzi (Cassola, 2011; Cassola y col., 

2007). Como se mencionó en la introducción, ambos tipos de gránulos varían en su 

composición, siendo los gránulos de estrés los únicos que contienen subunidades 

ribosomales y proteínas involucradas en la biogénesis ribosomal, lo cual apoya 

nuestros resultados que relacionan a TcADKn con el procesamiento del ribosoma en T. 

cruzi.  

En muchos organismos se ha observado una relocalización de las proteínas nucleares y 

nucleolares bajo condiciones de baja disponibilidad de nutrientes como medida de 

ahorro de energía, ya que todos los procesos nucleares son energéticamente costosos.  

Por otra parte en levaduras y otros organismos se ha observado el proceso de 

͞riďofagia͟ ante situaciones de ďaja disponiďilidad de nutrientes Ƌue correspondería a 

un procesos similar a la autofagia que implica la degradación selectiva de los 

ribosomas y proteínas ribosomales para la obtención de energía (Cebollero y col., 

2012). 

Existen vías de señalización que detectan la disponibilidad de nutrientes, manteniendo 

la homeostasis celular. Durante situaciones de baja disponibilidad de nutrientes se ha 
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observado una disminución generalizada de la transcripción, traducción y un arresto 

de diversas funciones metabólicas (Conway y col., 2012; Huo y col., 2012; Iadevaia y 

col., 2012a; Iadevaia y col., 2012b). Recientemente ha sido caracterizada la vía TOR en 

eucariotas, una vía de señalización altamente compleja que se encuentra involucrada 

en la respuesta a diversos estímulos, dentro de los cuales se encuentra la respuesta a 

la disponibilidad de nutrientes. Esta vía ha sido caracterizada en tripanosomatidos  

(Barquilla y col., 2008; Diaz-Gonzalez y col., 2011; Digirolamo y col., 2012; Martins y 

col., 2011; Palmeri y col., 2011; van Dam y col., 2011). TcADKn relocaliza en el núcleo 

de epimastigotes en fase estacionaria luego de suplementar el medio de cultivo con 

nuevas fuentes de carbono, opuestamente se observa una perdida de la localización 

nuclear en epimastigotes en fase exponencial en situaciones de baja disponibilidad de 

nutrientes. Lo que estaría indicando que la localización de esta proteína se encuentra 

gobernada por la cantidad de nutrientes en el medio. Al estudiar la posible regulación 

de la vía TOR sobre TcADKn observamos que al inhibir la vía con la droga Rapamicina, 

TcADKn se concentraba en el núcleo de los parásitos indicando que la vía TOR podría 

estar regulando su localización o función. Efectos  similares han sido observados para 

otras proteínas involucradas en la biogénesis ribosomal. Por ejemplo en levaduras se 

ha observado que la proteína Dim2, que se encuentra involucrada en el procesamiento 

de la subunidad menor ribosomal y en la exportación de la misma desde el núcleo al 

citoplasma,  se concentra en el núcleo celular luego del tratamiento con Rapamicina 

(Vanrobays y col., 2008). 

Al ser una vía que involucra a tantas proteína, altamente compleja y que participa en 

una gran cantidad de procesos  es difícil analizar en donde estaría el efecto de la vía 

TOR sobre la adenilato quinasa nuclear. El efecto podría ser directo, indirecto o podría 

ser consecuencia de efectos pleiotrópicos que ocurren al inhibir esta vía.  Por otra 

parte las altas dosis de rapamicina que deben utilizarse para inhibir la vía TOR en T. 

cruzi podrían estar afectando otros procesos. Para poder vincular la vía TOR con la 

regulación de la respuesta de TcADKn a los niveles de nutrientes en el medio es 

necesario llevar a cabo nuevos ensayos, realizar estudios de expresión y de interacción 

que permitan profundizar y entender con claridad el fenotipo manifestado. 
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Estudios de la función de TcADKn  

Existe poca información acerca de la función de las adenilato quinasas nucleares. Se 

sabe que todas las isoformas caracterizadas son esenciales para el mantenimiento de  

viabilidad celular, resaltando su gran importancia dentro de la célula. Las isoformas 

mas caracterizadas han sido la humana y la de levaduras.  Tal como se mencionó 

anteriormente en humanos se ha demostrado que la adenilato quinasa nuclear se 

encuentra en los Cuerpos de Cajal (Santama y col., 2005). En los mismos ocurre la 

maduración de varias nucleo-riboproteinas involucradas en el splicing y en el 

procesamiento del ribosoma (Ogg y  Lamond, 2002). Por otra parte se ha demostrado 

una interacción física directa entre la adenilato quinasa nuclear hCINAP y la proteína 

estructural de los Cuerpos de Cajal,  la coilina (Santama y col., 2005). Mutaciones 

dentro del P-loop llevan a la desregulación del número de los Cuerpos de Cajal y 

alteraciones en la viabilidad celular (Zhang y col., 2010). 

La  mayoría de los avances se han llevado a cabo en S. cereviciae, donde se ha asociado 

a la adenilato quinasa nuclear (FAP7) con el procesamiento del ribosoma y con la 

respuesta celular a diversos estreses, siendo su localización nuclear y parcialmente 

citoplasmática (Granneman y col., 2005; Juhnke y col., 2000; Takahashi y col., 2010). 

FAP7 seria la responsable de llevar a cabo el último paso de maduración de la 

subunidad menor del ribosoma en el citoplasma clivando el 20S en el sitio D 

convirtiéndolo en el 18S maduro vía interacción directa con la proteína ribosomal 

Rps14 (Granneman y col., 2005; Strunk y col., 2012). Por otra parte se la ha definido 

como  una proteína accesoria del ribosoma, ya que no se la ha podido detectar en 

fracciones ribosomales (Granneman y col., 2005; Strunk y col., 2012). Mutaciones en 

FAP7 dentro del P-loop afectan su capacidad de procesar el ribosoma y se ve reflejado  

en la  acumulación de los precursores ribosomales y una perdida de la viabilidad 

celular. Por otro lado, mutaciones puntuales dentro del sitio activo también 

disminuyen su capacidad de interactuar con un factor de transcripción nuclear, lo que 

se manifiesta como una marcada sensibilidad al estrés oxidativo (Junkhey col, 2000). 

Además  la sobreexpresión de FAP7 genera una alta resistencia  al arsenito (Takahashi 
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y col, 2010) lo que estaría indicando que esta proteína cumple más de una función 

dentro de la célula.  

Con el fin de analizar la función de TcADKn realizamos ensayos de complementación 

en levaduras, que presentaban el gen de FAP7 bajo un promotor inducible por 

galactosa (Granneman y col., 2005).  Tanto TcADKn como la isoforma nuclear de 

Trypanosoma brucei fueron capaces de rescatar el fenotipo letal observado al anular la 

expresión de FAP7. Proponiendo así que TcADKn se encontraría involucrada en el 

procesamiento del ribosoma de T. cruzi. Mutaciones en la lisina catalítica del P-loop 

eliminaron la capacidad de TcADKn de rescatar el fenotipo mutante de FAP7.  El 

mecanismo de reacción del procesamiento del ARNr 18S es aun un misterio, se postula 

que es un corte del tipo endonucleolítico. En levaduras mutantes en FAP7 se ha 

observado la acumulación del precursor ribosomal 20S. Recientemente se ha 

postulado que FAP7 y otras quinasas involucradas en el procesamiento del ribosoma 

serian las responsables de fosforilar o de otorgar la energía necesaria a Nob1  la 

proteína ribosomal involucrada en clivar el ARNr 18S (Karbstein, 2011; Lamanna y 

Karbstein, 2011). Para el caso de TcADKn los ensayos con RNAsaI sugirieron que 

TcADKn podría  ser la proteína involucrada directamente en el corte endonucleolítico 

en el sitio D. Todavía no tenemos datos acerca de como es el procesamiento y si es el 

P-loop el que interactúa con el ARN  o si es otra región de la proteína la involucrada en 

la interacción con el mismo en este caso el P-loop tendría funciones asociadas a la  

generación de la energía necesaria para llevar a cabo el procesamiento (Granneman y 

col., 2005; Strunk y col., 2012). Al estudiar la localización de TcADKn en perfiles de 

sacarosa se ha observado que no se encuentra asociada a ribosomas maduros, se la ha 

identificado asociada de forma transitoria a la fracción 43S (Granneman y col., 2005; 

Strunk y col., 2012). Seria interesante realizar perfiles de ribosomas de Trypanosoma 

cruzi con el fin de encontrar en que fracción se une TcADKn a los mismos. Una posible 

hipótesis es que acompañe a los precursores ribosomales desde el nucléolo al 

citoplasma donde lleva a cabo el clivaje en el sitio D.  

Seria interesante estudiar el fenotipo de los parásitos deficientes en la adenilato 

quinasa nuclear, la ausencia de la maquinaria de ARN de interferencia (ARNi) y la gran 
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dificultad de generar deleciones dirigidas de genes (knock out) dificulta este tipo de 

estudio en Trypanosoma cruzi. Habiendo observado que la posible isoforma nuclear de 

Trypanosoma brucei también logra complementar el fenotipo letal de FAP7 

planteamos en un futuro realizar por un lado ensayos de ARNi y de remplazo de los 

genes por variantes trazables en estos organismos, con el fin de evaluar la esencialidad 

de TbADKn en los parásitos como así también su localización subcelular al generar 

variantes trazables mediante proteínas de fusión a distintos epitopes posicionados 

tanto al amino como al carboxilo de la proteína. Como se mencionó anteriormente no 

pudimos detectar a TbADKn en el núcleo de los parásitos, siendo su localización 

citoplasmática, con una marcada predominancia en el flagelo. Podría ser que TbADKn 

cumpla la función de procesar el 18S pero el mecanismo sea distinto, podria ser que 

TbADKn no ingrese nunca al núcleo y lleve a cabo el procesamiento directamente en el 

citoplasma. Otra posibilidad es que se encuentre en el núcleo en otro estadio del 

parasito o bajo distintas condiciones celulares. Recordemos que el ciclo de división de 

Trypanosoma brucei es mucho mas rápido que el de T. cruzi llegando a altas 

densidades celulares en poco tiempo, por consiguiente el agotamiento del medio es 

más rápido. Si TbADKn sufre una regulación similar por los niveles de nutrientes en el 

medio como ocurre con TcADKn entonces habría que analizar si TbADKn se localiza en 

el núcleo de tripomastigotes procíclicos de Trypanosoma brucei recién repicados en 

medio fresco.  
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TcADKn y el procesamiento del 18S 

El procesamiento  del ribosoma ha sido estudiado en eucariotas superiores, 

especialmente en levaduras y en humanos. En ambos organismos se conocen los sitios 

de procesamiento, las proteínas involucradas y los mecanismos regulatorios. Si bien el 

procesamiento del ribosoma es un proceso altamente conservado existen diferencias 

entre humanos y levaduras a nivel de las proteínas involucradas y sitios de 

procesamiento. Por ejemplo el procesamiento del 18S involucra dos precursores en 

humanos mientras que en levaduras implica solo uno  (Rouquette y col., 2005; Udem y 

Warner, 1973).  En todos los organismos en los que se ha estudiado el procesamiento 

del ribosoma es un proceso jerárquico basado principalmente en el reconocimiento de 

estructuras que quedan determinadas luego de cada paso de procesamiento y que 

sirven para enmascarar o dejar visibles los próximos sitios a ser procesados (Strunk y 

col., 2011).  

En tripanosomatidos existe muy poca información acerca del procesamiento del 

ribosoma. Estudios de proteómica y la secuenciación del genoma han revelado que en 

Trypanosoma cruzi existen proteínas homologas a muchas proteínas ribosomales de 

otros organismos (Ayub y col., 2009; El-Sayed y col., 2005). Por otra parte se sabe que 

los tripanosomas exhiben características únicas a nivel del procesamiento del 

ribosoma, como es el caso de las proteínas p34 y p37 de Trypanosoma brucei que se 

encuentran involucradas en el procesamiento del 5S y el ensamblado de la subunidad 

mayor ribosomal 60S (Ciganda y Williams, 2012; Hellman y col., 2007a; Hellman y col., 

2007b; Le Lay-Rogues y col., 1990; Pitula y col., 2002). Por otra parte la presencia de un 

28S fragmentado en 6 o 7 ARNr, la diferencia en tamaño y estructura de ambas 

subunidades ribosomales con respecto a las de levaduras y humanos hace posible que 

los tripanosomas presenten características únicas, tanto en los sitios de procesamiento 

como así también en las proteínas involucradas en el mismo (Gao y col., 2005). 

Debido a la falta de conocimientos acerca del procesamiento del locus ribosomal en 

tripanosomatidos decidimos estudiar el procesamiento del 18S en el sitio D en 

Trypanosoma cruzi.  Mediante una técnica  utilizada para el aislado de microARNs 
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pudimos aislar los precursores del 18S tanto en ARN de parásitos totales como en el 

ARN aislado a partir de las inmunoprecipitados contra TcADKn.  Pudimos detectar dos 

precursores para el 18S lo que estaría indicando que el procesamiento del 18S en 

Trypanosoma cruzi seria mas parecido al de humanos que al de levaduras.  Al analizar 

los sitios de procesamiento en el sitio D, pudimos detectar que  se encuentran 

altamente conservados entre levaduras y T. cruzi lo cual era de esperarse ya que 

TcADKn puede complementar el fenotipo letal de FAP7 y por los datos obtenidos 

probablemente lo haga mediante interacción directa con Rps14 (Granneman y col., 

2005). Estos resultados sugieren que el procesamiento del ribosoma de Trypanosoma 

cruzi, es una combinación entre el procesamiento del ribosoma en humanos, el de 

levaduras y características únicas de estos organismos.  

Por otra parte este seria el primer caso en el cual se han identificado precursores 

ribosomales en Trypanosoma cruzi.  Actualmente estamos determinando los sitios de 

procesamiento del resto de los ARNr con el fin de comenzar a comprender el 

procesamiento del ribosoma en tripanosomatidos. 

 

Regulación de la expresión de TcADKn  

 Al analizar los resultados de la secuenciación del genoma de Trypanosoma cruzi 

resulta muy peculiar la ausencia de promotores típicos para la ARN polimerasa II y la 

reducida cantidad de genes codificantes para proteínas de unión a ADN en sus 

genomas (El-Sayed y col, 2005; Ivens y col, 2005; Campbell y col, 2003). Se postula que 

existen pocos sitios de inicio de la transcripción por cromosoma, a partir de las cuales 

se originan largas unidades transcripcionales denominadas policistrones. Estas 

unidades transcripcionales pueden ser tan extensas como un cromosoma entero y 

transcribirse bidireccionalmente hacia ambos telómeros (Martinez-Calvillo y col., 2003; 

Clayton y col., 2004). Estos policistrones no incluyen necesariamente genes con 

funciones relacionadas (Palenchar y col, 2006; Vazquez, 2007) y deben ser procesados 

antes de ser traducidos (Liang y col., 2003). La cotranscripción de varios marcos 

abiertos de lectura resulta en la dependencia de mecanismos post-transcripcionales 

para la regulación de la expresión génica. En la mayoría de los casos, los elementos 
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regulatorios se encuentran en la región 3’ UTR no codificante ;Clayton, Ϯ00ϮͿ. Análisis 

de secuencias revelaron Ƌue los 3’ UTR son generalmente ricos en secuencias 

repetitivas sugiriendo que contienen regiones regulatorias. Han sido descriptas 

proteínas que reconocen estas secuencias, regulando así los niveles de expresión 

génica  de un grupo de proteínas que presentan estas secuencias (De Gaudenzi y col., 

2011; Noe y col., 2008).  En el caso de TcADKn no hemos detectado secuencias 

regulatorias previaŵente descriptas en su secuencia 3’UTR. 

TcADKn presenta una regulación en sus niveles de expresión a lo largo de la curva de 

crecimiento de epimastigotes en cultivo. Con el fin de conocer más sobre su regulación 

decidimos estudiar la naturaleza de los mensajeros de TcADKn. Mediante RT-PCR 

pudiŵos detectar dos ŵensajeros Ƌue diferían en su 3’UTR, variaďan en 74 pares de 

bases de longitud. Al estudiar los niveles de los mismos a lo largo de la curva de 

crecimiento de epimastigotes en cultivo pudimos detectar que ambos disminuyen a lo 

largo del tiempo, siendo predominante el mensajero corto, indicando una regulación 

diferencial de ambos mensajeros. Seguramente el mensajero largo posea en su 

secuencia regiones que regulan sus niveles negativamente.  Por otra parte ambos 

mensajeros disminuyen a lo largo del tiempo, con lo cual debe existir un mecanismo 

regulatorio que regula el splicing de TcADKn generando dos transcriptos con distinta 

estabilidad y además debe existir otro mecanismo regulatorio para ambos mensajeros 

que genera que disminuyan a lo largo de la curva de crecimiento. Han sido descriptos 

casos de splicing alternativo en tripanosomas, en los cuales se han observado 

variaciones en la abundancia y estabilidad de los distintos mensajeros (Maranon y col., 

1998; Maranon y col., 2000; Revelard y col., 1993). 

Para evaluar si el 3’ UTR era el responsable de la regulación de TcADKn, estudiamos si 

esta región era capaz de regular los niveles de una proteína reportera. Luego de los 

ensayos pudimos corroďorar Ƌue al clonar el 3’ UTR de TcADKn rio debajo de la GFP, la 

misma presentaba un patrón de expresión similar a TcADKn. Con lo cual se podría decir 

Ƌue el 3’ UTR de TcADKn seria el responsaďle de la regulación de su expresión. Hasta la 

fecha no tenemos información acerca de como seria el mecanismo regulatorio ni los 

complejos involucrados en el mismo. 
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La biogénesis ribosomal, es un proceso de alta complejidad y regulación. Debe existir 

una coordinación entre la localización y los niveles de expresión de las proteínas 

ribosomales y accesorias con el fin de orquestar el procesamiento. Al ser un proceso 

de alta demanda energética se encuentra altamente regulado para no generar gastos 

energéticos innecesarios y preservar así la homeostasis energética celular (Sormani y 

col., 2011; Warner, 1999). En diversos organismos han sido caracterizadas proteínas 

ribosomales que regulan sus propios niveles de expresión. Por ejemplo en levaduras se 

han descripto 3 casos; la proteina ribosomal L32 regula su propio splicing y niveles de 

expresión; la proteína L2 estimula la degradación de sus propios transcriptos y 

finalmente la proteina Rps14 reprime de manera post-transcripcional la expresión de 

Rps14B (Fewell y Woolford, 1999; Li y col., 1996; Vilardell y Warner, 1997).  En 

Xenopus laevis también  han sido descriptos diversos casos de autorregulación, por 

ejemplo la homologa de la proteína ribosomal L4 autorregula sus niveles de expresión 

regulando su splicing; la expresión de Rps14 se reprime por la propia proteína mal 

plegada (Dabeva y Warner, 1993; Fewell y Woolford, 1999; Mazumder y col., 2003; 

Pellizzoni y col., 1998).  Sugiriendo que los mecanismos de autorregulación de la 

expresión de las proteínas ribosomales es una característica común en muchos 

organismos e implica características y mecanismos diversos para las distintas 

proteínas.  Si bien existe mucha evidencia acerca de los mecanismos de 

autorregulación la unión directa de una proteína ribosomal a su propio mensajero ha 

sido demostrado únicamente en dos casos, en levaduras la proteína RpL32 se une 

directamente a su pre-ARNm y a su ARNm; por otra parte la proteína Rps14 de 

mamíferos se une a su mensajero y microARNs involucrados en su regulación (Fewell y 

Woolford, 1999; Pellizzoni y col., 1998). 

Al haber observado una regulación de la expresión de TcADKn decidimos estudiar si la 

misma proteína se encontraba regulando sus propios niveles de expresión. Mediante 

la estrategia utilizada para el aislado de los precursores del ARNr 18S, pudimos 

identificar utilizando un oligonucleótido específico para el gen de TcADKn, el ARN 

mensajero largo únicamente en el inmunoprecipitado. No se obtuvieron bandas de 

amplificación para el suero pre-inmune, indicando que TcADKn se encontraría 
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autorregulando directamente o indirectamente sus niveles de expresión. Con los 

resultados obtenidos no tenemos evidencia directa si es TcADKn la responsable de 

unirse a su propio mensajero o estaría interactuando con  otras proteínas que se unen 

al mismo. Esto podría ser evaluado por técnicas de EMSA, que permitirán distinguir si 

TcADKn se une directamente a su mensajero y de esta manera si este fuese el caso se 

podrían determinar los sitios de unión de TcADKn al ARNm. 

Como se observó en la figura R24 los niveles del mensajero largo de TcADKn se 

encuentran en muy bajas cantidades revelando que la unión de  TcADKn u otras 

proteínas al mismo lo esté regulando de manera negativa, desestabilizándolo y 

llevándolo a su degradación.  Por otra parte modelados moleculares utilizando el 

programa RNAfold (Hofacker, 2003) revelaron que los mensajeros difieren en 

estructura secundaria, por consiguiente podrían tener regiones de reconocimiento 

para distintos complejos proteicos, lo que generaría que presenten distinta estabilidad.  

Los resultados obtenidos sugieren que TcADKn presenta un mecanismo de 

autorregulación de sus niveles de expresión como ocurre con varias proteínas 

ribosomales de otros organismos, sugiriendo que posiblemente la regulación de los 

niveles de biogénesis ribosomal se encuentre conservada  entre los eucariotas. 

En el futuro nos dedicaremos a estudiar la regulación de los niveles de TcADKn en 

ŵayor detalle, seria interesante por un lado evaluar si el 5’ UTR juega algún rol en su 

regulación, si bien son pocos los elementos y secuencias regulatorias descriptas en 

estas regiones de los mensajeros (Barberof y col, 1995). Se podrían realizar fusiones a 

un gen reportero y estudiar sus niveles de transcripción ŵediante ensayos de ͞nuclear 

run on͟ al ir realizando un ŵapeo de deleción soďre el 3’ UTR. Por otra parte 

analizaremos la estabilidad del mensajero de TcADKn mediante ensayos con 

actinomicina D y con cicloheximida y analizando la presencia de los mensajeros de 

TcADKn por Northern Blot y RT-PCR cuantitativa en tiempo real. 

 

Modelo propuesto 

A lo largo de este trabajo comenzamos con la caracterización de una proteína de 

Trypanosoma cruzi perteneciente al grupo de las adenilato quinasas nucleares, 
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proteínas descriptas en los últimos años, que presentan características únicas que las 

diferencian del resto de las isoformas de adenilato quinasas.  Hemos descripto su 

localización subcelular y estudiado los factores que afectan la misma, siendo la 

localización nuclear dependiente de los niveles de nutrientes en el medio, la 

transcripción activa por parte de la ARNpol I, el correcto ensamblado de los ribosomas 

y la integridad del ADN.  Ante los distintos estreses mencionados TcADKn seria 

reclutada a gránulos citoplasmáticos donde probablemente sea degradada por el 

proteasoma, como ocurre con muchas proteínas nucleares y nucleolares ante 

disrupciones de la homeostasis celular. Por otra parte proponemos que el monitoreo 

de los niveles de nutrientes en el medio podría estar involucrando a la vía TOR.  

TcADKn participaría en el procesamiento de la subunidad menor ribosomal, 

específicamente en el último paso de procesamiento del 18S en el sitio D en el 

citoplasma vía interacción directa con Rps14. Seria exportada del núcleo vía el 

transportador CRM1, probablemente acompañando al complejo del pre-ribosoma 

desde el núcleo al citoplasma. Por otra parte proponemos que el procesamiento del 

18S tendría dos sitios de procesamiento, similar al procesamiento en humanos. En la 

figura D1 se esquematiza el modelo propuesto. 

 

Figura D1: Modelo postulado para la función y regulación intracelular de TcADKn en epimastigotes de Trypanosoma 

cruzi.  TcADKn se encontraría involucrada en el último paso de procesamiento del 18S en el citoplasma vía 
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interacción directa con Rps14. Su localización nuclear se encontraría bajo el control de la traducción, transcripción, 

biogénesis ribosomal, estrés oxidativo, integridad del ADN, los niveles de nutrientes en el medio y la vía TOR. 

Alteraciones en estos procesos llevan a la perdida de la localización nuclear y la concentración de TcADKn en 

gránulos citoplasmáticos. TcADKn podría ser exportada del núcleo a través del transportador CRM1. 

 

El locus ribosomal de Trypanosoma cruzi  

Ensamblado del locus ribosomal 

En la etapa del ensamblado de los proyectos genoma, resulta particularmente muy 

difícil el ensamblado de las de regiones repetitivas y que se encuentran en múltiples 

copias, un claro ejemplo de esta problemática es el locus ribosomal. En el caso de 

Trypanosoma cruzi  el locus ribosomal no se encuentra ensamblado. Por consiguiente 

al comenzar con el  estudio del procesamiento del 18S realizamos búsquedas en las 

ďases de datos del genoŵa y encontraŵos ͞contigs͟ Ƌue contenían los distintos 

fragmentos del locus ribosomal.  Mediante análisis de homología con Trypanosoma 

brucei pudimos armar un  posible locus ribosomal, pero ante la necesidad de diseñar 

oligonucleótidos para el mapeo de los sitios de procesamiento decidimos clonar el 

locus ribosomal completo para poder conocer su secuencia y longitud en detalle para 

las cepas que disponíamos en el laboratorio. Diseñamos oligonucleótidos sobre las 

regiones conservadas con Trypanosoma brucei que correspondían a las regiones 

codificantes para los ARNr, en total dividimos al locus ribosomal en 9 fragmentos, 

muchas veces debido al alto numero de secuencias repetitivas nos vimos obligados a 

tener fragmentos de PCR de gran tamaño (5kb). La secuenciación reveló que el locus 

ribosomal de Trypanosoma cruzi tendría alrededor de 16,4Kb.  Pudimos identificar la 

presencia de los ADNr 18S, del 5,8S y de los 7 ADNr que formarían parte de la 

subunidad mayor, por otra parte identificamos las regiones  transcriptas espaciadoras 

y las regiones correspondientes al promotor y al terminador ribosomal tentativo.  

Secuenciamos el locus ribosomal de la cepa Y y CL Brener, encontrando diferencias 

entre las mismas, mayormente en las regiones espaciadoras. Por ejemplo encontramos 

variaciones en el número de las regiones repetitivas como así también inserciones y 

deleciones, indicando divergencia entre cepas. Estas regiones podrían ser capitalizadas 

para el diseño de marcadores moleculares que permitan distinguir entre las mismas. 
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Análisis del promotor ribosomal 

Pudimos identificar el promotor ribosomal y las secuencias repetitivas rio debajo del 

mismo, en la región del ETS1 (external transcribed spacer, región externa trascripta) las 

cuales tendrían funciones regulatorias como ocurre en otros organismos (Windle y 

Sollner-Webb 1986). Análisis de Dot-Plot entre el promotor ribosomal de la cepa Y  

(linaje 1) y el promotor ribosomal del vector de expresión en Trypanosoma cruzi, 

pTREX, que fue clonado a partir de la cepa Tulahuen II (linaje 2) revelaron que 

presentan una gran similitud.  Seria interesante evaluar mediante un mapeo de 

deleción las regiones regulatorias presentes en el promotor ribosomal con el fin de 

poder explotarlas para el desarrollo de herramientas de manipulación genética para 

Trypanosoma cruzi. 
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Análisis del terminador ribosomal 

Se sabe que hacia el final del locus ribosomal existe una región denominada 

terminador ribosomal que contiene secuencias regulatorias de la transcripción del 

locus ribosomal.  Las mismas corresponden a sitios de reclutamiento de proteínas que 

serian las responsables  de detener a la ARNpol I (Kuhn y  Grummt, 1989; Pfleiderer y 

col., 1990). En muchos organismos se han identificado a las proteínas involucradas 

como así también se ha encontrado una alta homología en las secuencias de 

reconociŵiento, denoŵinadas ͞“al Boǆ͟ Ƌue se presentan en tándeŵ al final del locus 

ribosomal (Bartsch y col., 1988; Kermekchiev y Grummt, 1987; Kuhn y col., 1988). En 

tripanosomatidos no se han identificado secuencias similares a las Sal Box, ni tampoco 

las proteínas involucradas en la terminación de la transcripción del locus ribosomal. Al 

secuenciar la región del terminador ribosomal pudimos identificar la presencia de 

secuencias repetitivas en tándem, las cuales podrían ser las involucradas en la 

regulación de la transcripción del locus ribosomal. 

Para caracterizar con mayor detalle estas regiones regulatorias nos proponemos 

realizar un mapeo de deleción  y cuantificación de los niveles de transcripción de un 

gen reportero, con el fin de determinar con mayor exactitud las regiones regulatorias. 

Al igual que con el promotor el terminador podría ser incorporado a herramientas de 

ingeniería genética para Trypanosoma cruzi. Por ejemplo podrían ser utilizadas como 

moduladores de la transcripción en plásmidos de expresión.  
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Figuras y Tablas Suplementarias:  

  Tb Tc Sc Hs Lm Ce 

  s i s i s i s i s i s i 

Dm 51,1 37,4 49,2 36,1 46,5 34 57,9 43,8 53,3 39,3 59,3 45,6 

Tb     83,3 72,2 47,2 31,1 53,3 39,4 79,4 70,1 51,9 40 

Tc         49,5 37,2 54,1 40,3 82,9 73,5 54,8 38,7 

Sc             48,5 34,3 46,5 30,7 49,5 36,6 

Hs                 53,9 38,7 59,9 45,1 

Lm                     57,7 41,9 

Ce                         

Tabla MS1: Se indican los valores de identidad (i) y similitud (s) presentes en las adenilato quinasa nuclear de 

Trypanosoma cruzi con respecto a las adenilato quinasas descriptas en otros organismos. El alineamiento se realizo con 

el algoritmo de Needleman-Wunsch, matriz de sustitución BLOSUM62, valor 10 de penalización por inicio de brecha y  

0,5 por su extensión. 

 

  TcADK2 TcADK3 TcADK4 TcADK5 TcADK6 TcADKn 

  i s i s i s i s i s i s 

TcADK1 34,2 21,9 43,3 28,8 44,8 27,7 30,2 21,3 40,5 27,8 24,1 13,4 

TcADK2     43,3 27,6 30,4 19 29 15,9 50,2 32,5 25,3 11,8 

TcADK3         38,2 24 38,9 22,1 48,8 28 31,3 16,1 

TcADK4             24,8 15,6 34,1 22,3 19,9 11,9 

TcADK5                 39,2 23,7 30,2 16,8 

TcADK6                     22,8 12,5 

TcADKn                         

Tabla MS2: A. Se indican los valores de identidad (i) y similitud  (s) de las adenilato quinasa nuclear de Trypanosoma 

cruzi con respecto al resto de las isoformas presentes,  (TcADK1, TcADK1, TcADK3, TcADK4, TcADK5, TcADK6). El 

alineamiento se realizó con el algoritmo de Needleman-Wunsch, matriz de sustitución BLOSUM62, valor 10 de 

penalización por inicio de brecha y  0,5 por su extensión. 
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Figura MS1: Identificación de TcADKn en  extractos de inmunoprecipitados. Una fracción del inmunoprecipitado fue 

tratada con buffer de siembra para SDS-PAGE y analizado mediante técnicas de Western Blot para confirmar la presencia 

de TcADKn en el inmunoprecipitado y su ausencia en el suero pre-inmune. Se utilizó un anticuerpo contra TcADKn 

generado en ratón. Como se puede observar se detectaron ambas bandas en el inmunoprecipitado. 

 

 

Figura MS2: Control y selección de las levaduras transformadas  luego de la transformación las levaduras fueron 

sembradas en medio YPG para el control de viabilidad (B) y  en medio YNB glucosa para llevar a cabo la selección de las 

levaduras transformadas  con los plásmidos p416, Tc (p416-TcADKn), Tb (p416-TbADkn), FAP7 (p416-FAP7), E (p416 

ADKE), F (p416TbADKF),6 ( p416TcADK6), K20R (p416-TcADknK20R). 
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Figura MS3: Curva de crecimiento de levaduras transformadas en medio YNB glucosa. Las levaduras transformadas por 

el método de acetato de litio fueron crecidas en medio YNB galactosa a 30C por 20 h, luego se transfirieron 0,5 OD a 

medio YNB glucosa a 30 C y se monitoreó el crecimiento midiendo su OD a 600 nm. Para el ensayo se escogieron las 

levaduras transformadas, con p416 FAP7, p416TcADKn, p416TcK20RADKn y el vector vacío p416. 

 

Figura MS4: Análisis de la presencia de mensajeros  no relacionados en los inmunoprecipitados contra TcADKn. A. 

Control de DNA contaminante, PCR contra el  ITS1 sobre ARN extraído de los inmunoprecipitados contra TcADKn, con (+) 

y sin (-) retrotranscriptasa. B. PCR con oligonucleótidos  específicos para la histona H2B (TcH2B) y para la nucleosido 

difosfato quinasa 3 de Trypanosoma cruzi (TcNDPK3) utilizando como molde el ADNc generado a partir del ARN aislado 

de los inmunoprecipitados contra TcADKn.  No se detectaron bandas de amplificación en el inmunoprecipitado contra 

TcADKn, como control positivo se utilizó ARN total (CL). 
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Figura MS5: Análisis de homología estructural. Se graficaron los valores de Qres en función del residuo para el 

alineamiento estructural entre TcADKn y la adenilato quinasa de E. coli. El valor de Q permite medir la conservación de 

estructuras. Como se puede observar los valores máximos de Qres corresponden a la región del P-loop y las otras 

regiones involucradas en la catálisis enzimática siendo nulos en la región del dominio LID (residuos 120-170). 
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Figura MS6: Análisis de homología estructural. Se graficaron los valores de Qres en función del residuo para el 

alineamiento estructural entre TcADKn y hCINAP. El valor de Q permite medir la conservación de estructuras. Como se 

puede observar los valores de Qres son cercanos a uno en completamente todo el alineamiento exceptuando un 

pequeña región entre los amino ácidos 50 a 60 que corresponde a una región de baja similitud de secuencia. 
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Figura MS7: Dot Plot comparando las secuencias del promotor ribosomal de la cepa Y y el promotor del vector pTREX, clonado a partir 

de la cepa Tul II. El alineamiento se realizó utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch, matriz de sustitución BLOSUM62, valor 10 de 

penalización por inicio de brecha y   0,5 por su extensión. 

 

 

Figura MS8: Dot Plot comparando las secuencias del terminador consigo misma. Se pudieron identificar secuencias repetitivas hacia el 

final las cuales corresponderían a las regiones regulatorias. El alineamiento se realizó con el algoritmo de Needleman-Wunsch, matriz 

de sustitución BLOSUM62, valor 10 de penalización por inicio de brecha y  0,5 por su extensión. 
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Nombre ID Number 

TcADKn Tc00.1047053507023.280 

TbADKn Tb927.6.3210 

LmADKn LmjF30.1890 

TcADK1 AY169824 

Tc00.1047053506855.180 

TcADK2 Tc00.1047053506195.90 
AY169825 

TcADK3 AY526733 

Tc00.1047053509733.180 

TcADK4 AY526734 

Tc00.1047053507057.20 

TcADK5 AY526735  

Tc00.1047053510575.180 

TcADK6 AY526736 

Tc00.1047053506195.80 

TcAK Tc00.1047053507241.30 

TcH2B Tc00.1047053511635.20 

TcNdPK3 Tc00.1047053510879.210,  

FAP7 GI 851388 

ADK E. coli GI 945097 

http://old.genedb.org/genedb2/blast/getblast?id=eb2M72BY84MWx8597d0#Tc00.1047053510879.210
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TbADKF Tb.10.70.5150 

TcRps14 Tc00.1047053506945.230 

hCINAP, 

HsADKn 

GI 64061 

CeADKn GI 174511 

DmADKn GI 36379 

 

Tabla MS3: ID numbers  de las proteínas utilizadas durante este trabajo obtenidos del http://old.genedb.org/ para el 

caso de las proteínas de tripanosomatidos y en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene para  el resto de los genes. Para las 

adenilato quinasas de Trypanosoma cruzi se incluye el ID del Genbank. 

 

El Ciclo de Trypansoma cruzi in vitro 

Ciclado de Tripanosomas: 

Con el fin de estudiar la localización de TcADKn en los estadios infectivos de Trypanosoma 

cruzi pusimos a punto un método de cultivo que nos permitía obtener altos niveles de 

diferenciación, infección y posterior ciclado de los parásitos in vitro. A continuación se 

detalla el protocolo empleado.  Se puso a punto para la cepa Y y CL-Brener. En la figura 

MS9  se esquematiza el protocolo utilizado.  

Diferenciación in vitro:   

Epimastigotes de las cepas Y  y CL-Brener de   T. cruzi en fase estacionaria de crecimiento 

(20 días) fueron cosechados y pasados a medio BHT a pH 4 por 5 días. La morfología fue 

controlada utilizando un microscopio óptico invertido.  A partir del día dos de cultivo se 

observó un incremento de la movilidad de los parásitos y comenzaron a aparecer 

tripomastigotes metacíclicos. 

 

http://old.genedb.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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Infección de células VERO: 

Al cabo de cinco días los mismos fueron transferidos a una monocopa de células VERO en 

70%  de confluencia en medio α-MEM suplementado con 3%  de suero fetal bovino. La 

incubación se realizó a 37 C por 24 h en estufa con intercambio de dióxido de carbono. 

Pasado el tiempo de incubación las células fueron lavadas y mantenidas con ŵedio α-

MEM suplementado con 3%  de suero fetal bovino, el medio fue cambiado 

periódicamente. Al cabo de 15-20 días comenzaron a detectarse en el medio 

tripomastigotes.  Cuando la cantidad de tripomastigotes fue adecuada los mismos fueron 

recolectados y utilizados para inmunofluorescencias o muestras de proteínas. Este 

procedimiento se realizó por varios días consecutivos. Luego se lo dejó en la estufa por 4 

días a 37 C y se recolectaron los amastigotes.  

Ciclado in vitro: 

Cuando la cantidad de tripomastigotes y amastigotes en el sobrenadante fue apreciable, 

se transfirieron 3 ml a medio BHT a pH 7,4 y se los incubó en estufa a 28 C. Luego de un 

mes de cultivo se comenzaron a observar epimastigotes nadando en el cultivo. A los 3 

meses el cultivo estaba compuesto 100%  por epimastigotes. Las posteriores infecciones se 

realizaron partiendo de este cultivo, se observó un incremento en la diferenciación e 

infección en comparación con los parásitos no ciclados (Figura MS10). El ciclado se realizó 

una vez para la cepa Y y dos para la cepa CL Brener. Por otra parte realizamos ensayos de 

infección con parásitos ciclados que luego fueron electroporados y sobreexpresaban la 

proteína verde fluorescente para el caso de la cepa Y  y la histona H2B fusionada a la GFP 

para la cepa CL Brener. Se registraron los porcentajes de metalociclogénesis, células 

infectadas y los días pos infección en los cuales se comenzaban a detectar los primeros 

triposmastigotes (Figura MS10).  
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Figura MS9: Esquema del ciclado de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. Epimastigotes en fase estacionario de 

crecimiento fueron, pasados a un medio BHT a pH 4 por 5 días. Luego fueron transferidos a una monocapa de células 

VERO en 70%  de confluencia. Entre 20-30 días pos infección se comenzaron a recolectar los tripomastigotes y 

amastigotes que fueron pasados nuevamente  a medio BHT a pH 7,4. Luego de un mes en medio BHT a pH 7,4 a 28 C se 

obtuvieron los primeros epimastigotes.  Los epimastigotes obtenidos fueron nuevamente sometidos a una nueva ronda 

de diferenciación para realizar nuevas infecciones. Con cada pasaje se incrementaron los porcentajes de diferenciación y 

de infección.  

A fines comparativos realizamos ensayos de diferenciación en medio a pH 5,8 y en medio 

TAU-P (Contreras, Salles et al. 1985) observamos un porcentaje de diferenciación mayor a 

pH 4. Como se puede observar en la figura MS10, luego de cada ciclo los porcentajes de 

diferenciación se veían aumentados. Los parásitos transgénicos no presentaron 

diferencias con los parásitos no transfectados.  

Por otra parte observamos mayores porcentajes de células infectadas como así también 

una disminución en los días en los cuales comenzaban a aparecer los primeros 

tripomastigotes al ciclar los parásitos, lo que podría estar indicando un posible proceso de 

selección de los parásitos mas infectivos en cada ciclo. 
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Figura MS10: Análisis del ciclado in vitro de Trypanosoma cruzi. A. Porcentajes de diferenciación bajo distintos métodos, 

pH 4, pH 5,8 y TAU-P B porcentajes de diferenciación y C Numero de días pos infección en los cuales se visualizaban los 

primeros tripomastigotes para los parásitos no ciclados Y , CL Brener, para los ciclados una vez Y2 CLBrener 1, YeGFP, 

CLBrener H2B y para los parásitos ciclados dos veces CL Brener 2.  
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Soluciones generales: 

Tris-glicina-SDS 10X (1lt): 30.3 gr Tris Base, 144 g glicina, 1%  (v/v) SDS 

Tris-glicina 10X (1lt) 30.3 g Tris Base, 144 g glicina 

Solución de siembra para muestras de proteínas (CB5x): 50%  (v/v) glicerol, 7,7%  (p/v) 

DTT, 10%  (p/v) SDS, 04M Tris-HCl pH 6,8, 0.002%  (p/v) azul de bromofenol. 

Azul de Coomassie: 0.25%  (v/v) Coomassie R250. 30%  metanol, 10%  ácido acético. 

Solución de transferencia: Tris-glicina 1X, 20%  metanol 

Solución de Rojo Ponceau: 0.1%  Rojo Ponceau, 5%  ácido acético 

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10mM Na2HPO4; 2 mM KH2PO4, pH7 

T-PBS: PBS, 0. 05 %  Tween 20 

PI: 25 mM Tris-HCl (pH8), 10mM EDTA (pH8), 50mM glucosa 

PII: 0.2N NaOH, 1% SDS 

PIII: 3M acetato de potasio pH 4,8 o 3M acetato de sodio pH 5,2 

TE: 10mM Tris-HCl pH8, 1mM EDTA 

TAE 50X: 242 g Tris Base, 57,7 ml de ácido acético glacial, 100 ml 0.5M EDTA pH8. 

Solución de siembra para muestras de ADN (LB6x) 0.025%  (p/v) azul de bromofenol; 

0.25%  (p/v) Xylen cyanol; 30 %  glicerol. 

Solución de electroporación: PBS 1X, 0.5mM MgCl2, 0.1mM CaCl2 

Solución de lisis para ADN: Tris-HCl, 10mM pH 7,5; EDTA, 100 mM, SDS 0.1%  

PIC: fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, 25:24:1 equilibrado con Tris 

Solución Inoue (1lt), 10.88 g MnCl2-4H2O, 2,2g CaCl2; 18,65 g KCl, 10 ml PIPES (0.5M pH 

6,7) a un litro. Esterilizar por filtrado. 

TEAcLi: TE 1X suplementado con Acetato de Litio (AcLi)  100 mM 

TEAcLiPEG40% : TE1X, suplementado con Acetato de Litio (AcLi) 100 mM y 40%  de PEG 

8000 

Solución de resuspensión (Inmunoprecipitaciones): Tris-HCl pH 7,6 20mM, MgCl2 2 

mM, glicerol 10% , NP40 0.5% , EDTA 1 mM, DTT 1 mM, Sacarosa 0.25 M, KCl 50 mM. 



Materiales y Métodos 

 

MM3  

 

Solución de ruptura (interacción proteína - proteína) KCl 150 mM, Tris-HCl pH 7.4  

ŵM, ϭ0% sacarosa, EDTA 0.5 ŵM, β-mercaptoethanol 1 mM, inhibidor de proteasas 

PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride).   

Medios de cultivo: 

 

Medios de cultivos para tripanosomas:  

Medio LIT (Yeager, 1962, Camargo, 1964) (epimastigotes de Trypanosoma cruzi): Se 

disuelven: Triptosa 5 g, extracto de hígado 5 g, NaCl 3,97g, KCl 0.395 g, Na2HPO4 3,12g 

y glucosa 2 g por litro. Se autoclava a 121 °C por 20 minutos. Antes de utilizar se 

suplementa con 10%  suero fetal bovino, hemina a 20 μg/ŵl, estreptoŵicina a ϭ00 
μg/ŵl y penicilina ϭ00 U/ml. 

Medio BHT (Franke de Cazzulo et al., 1994) (epimastigotes de Trypanosoma cruzi): Se 

disuelven: extracto de Cerebro Corazón (BHI) 33 g, triptosa 5 g, hemina equina (Sigma) 

0.02 g, KCl 0.4 g, Na2HPO4 4 g por litro. Se autoclava a 121 °C por 20 minutos. Después 

de autoclavar se agregan SFB 10% , estreptomicina a 100 g/ml y penicilina 100 U/ml y 

0.3 g de glucosa. El pH del medio debe ser 7,4. 

Para los ensayos de diferenciación in vitro el  pH del medio LIT y BHT fue llevado a pH 

4.  

 

Medios de cultivo para células de mamíferos: 

Medio α-MEM (mínimum essential medium) (Sigma), contiene 19 aminoácidos, 

esenciales y no esenciales, contiene L-glutamina y las Sales de Earle. El pH es ajustado 

por la adición de ďicarďonato de sodio. “e coŵpleta con estreptoŵicina a ϭ00 μg/ŵl y 

penicilina 100 U/ml y con suero Fetal Bovino, 10%  o 3%  según su uso. 
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Medios de cultivos para bacterias: 

LB (Escherichia coli DH5αͿ, se disuelven: triptona de caseína ϭ0 g, extracto de levadura 

5 g y NaCl 5 g en 1 litro de agua. Se autoclava a 121 °C por 20 minutos. 

LB-soya-glucosa (Escherichia coli BL21): se disuelven: triptona de soya 10 g, extracto de 

levadura 5 g y NaCl 5 g en e1 litro de agua, Se autoclava a 121 °C por 20 minutos. 

En los casos requeridos se utilizaron los siguientes antibióticos en las concentraciones 

especificadas: Aŵpicilina ;ϭ00 μg/ŵlͿ, Cloranfenicol ;ϭ0 μg/ŵlͿ. 

SOB (para obtener bacterias competentes): se disuelve  triptona de caseína 20g, 

extracto de levadura 5g, NaCl 0.5 g, KCl 0.186 g  en  950 ml de agua. Se ajusta el pH a 7 

con una solución de NaOH 5N.  Se lleva a 1lt. Se autoclava a 121 °C por 20 minutos. 

Antes de utilizar se adicionan 5 ml de una solución MgCl2 2 M estéril. 

LB-agar, LB-soya-glucosa-agar: se prepara LB, LB-soya-glucosa  y se adiciona agar 20 

g/lt antes de autoclavar. Posteriormente se deja enfriar y se adicionan los antibióticos 

(opcional). Se deja solidificar. 

Aditivos para el rastreo de colonias con pGEM-T-easy (Promega)  recombinantes: a 

cada placa de Petri se le  adiciono X-gal e IPTG a una concentración final de 0.2%  y 

0.4mM respectivamente. Esto se realizó al menos media hora antes de agregar las 

bacterias. 

 

Medios de cultivos para levaduras: 

YPG (Extracto de levadura, Peptona y Galactosa): para 1 lt se disuelven 10 g de 

extracto de levadura, 20 g de peptona y 20 g de galactosa, llevar a un litro con agua y 

autoclavar a 121 °C por 20 minutos. 

YPG-Agar: YPG con el agregado de 40 g/lt de agar antes de autoclavar 

YNB-glucosa-Agar: YNB  se utiliza para el medio mínimo para la selección de las 

levaduras, contiene sales, vitaminas y elementos (fosfato de potasio (1000 mg/lt), 

Inositol (2 mg/lt), sulfato de cobre (0.04 mg/lt), sulfato de magnesio (500 mg/lt), 

Niacina (0.4 mg/lt), ioduro de potasio (0.1 mg/lt), cloruro de sodio (100 mg/lt), PABA 

(0.2 mg/lt), cloruro férrico (0.2 mg/lt), cloruro de calcio (100 mg/lt), Pirridoxina (0.4 

mg/lt), sulfato de manganeso(0.4 mg/lt), Biotina (0.002 mg/lt), Riboflavina (0.2 mg/lt), 
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molibdato de sodio (0.2 mg/lt), Pantonato de, calcio (0.4 mg/lt), Tiamina (0.4 mg/lt), 

sulfato de Zinc (0.4 mg/lt), acido fólico (0.002 mg/lt),  ácido bórico (0.5 mg/lt)) . Se 

utiliza 1,7 g/lt, con 20g/lt de glucosa y la mezcla de aminoácidos correspondiente 

(DROP OUT) y 40 g/lt de agar. 

DROP-OUT: Para 600 ml, 2.0 mg  Adenina hemisulfato, 2.0 mg Arginina HCl, 2.0 

mg Histidina HCl,  2.0 mg Leucina, 2.0 mg Lisina HCl 2.0 mg y Triptofano 2.0 mg.  

YNB-galactosa-Agar: idem YNB-glucosa-agar pero se remplazó la glucosa por 

galactosa. 

 

Organismos: 

Células VERO, gentilmente provistas por el Dr. Luis Scolaro del área de Virología de la 

Facultad de Ciencias exactas y Naturales, UBA. 

 

Cepas de Trypanosoma cruzi: 

 Epimastigotes: Cepa Y, cepa MJ Levin, CL Brener 

 

Cepas de Escherichia coli: 

DH5 α: F- φϴ0lac)ΔMϭ5 Δ;lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA 

supE44 thi-1 gyrA96 relAϭ ʄ- . Cepa de bacterias utilizada en la manipulación de ácidos 

nucleicos. 

BL21 (DE3): F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3). Cepa de bacterias empleada para la 

expresión de proteínas recombinantes. Es nula para proteasas y lisógena para el 

derivado del bacteriófago lambda DE3. Este último codifica para la ARN polimerasa del 

bacteriófago T7, cuya transcripción es regulada por el represor lac. Se emplearon 

variantes transformadas  con el plásmido pLysE, que confiere resistencia a 

cloranfenicol y contiene el origen p15a compatible con el equivalente presente en 

vectores de expresión. Expresan la lisozima del bacteriófago T7. Esta enzima inhibe a la 

T7 RNA polimerasa disminuyendo los niveles basales de expresión. A su vez asiste en la 

lisis de las bacterias. 
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Cepas de levaduras: 

 YPH499 (α ura3-52, lys2-80. ade2-101, trp1Δ63, his3-Δ200. leu2-Δ1). Sobre esta cepa 

se generó la mutante condicional para FAP7 (GAL4-HA-FAP7) (Granneman y col., 

2005).En este sistema el gen de FAP7 se encuentra bajo un promotor inducible por 

galactosa, reprimible por dextrosa.  

 

Obtención de bacterias competentes  

Se inoculan tres erlenmeyers conteniendo 250 ml de medio SOB respectivamente con 

10 ml, 4 ml y 2 ml de un cultivo de Escherichia coli saturado. Se incuban a 18-22 C con 

agitación moderada. La densidad óptica debe ser monitoreada a 600 nm y al primer 

cultivo en alcanzar una absorbancia de 0.55 se lo transfiere al hielo e incuba por 10 

minutos. Se cosechan las células por centrifugación a 2500 x g durante 10 minutos a 4 

°C. Luego se resuspenden las bacterias suavemente en 80 ml de solución Inoue helada. 

Nuevamente se centrifugan la suspensión a 2500 x g durante 10 minutos a 4 °C y se 

resuspende a las bacterias suavemente en 20 ml de solución Inoue helada. Se agrega 

1,5 ml de DMSO, se divide la suspensión en alícuotas en tubos estériles y se congela 

mediante un baño de nitrógeno líquido. Los tubos se almacenan a -70 °C hasta su 

utilización (Inoue y col., 1990). 

 

Transformación de bacterias: 

Las bacterias fueron transformadas por el ŵétodo de ͞“hock térŵico͟: las ďacterias 

competentes fueron incubadas con el ADN durante 15 minutos en hielo y sometidas a 

un golpe térmico a 42 °C durante 90 segundos. Rápidamente fueron recuperadas con 

el agregado de 1 ml de medio LB, incubando a 37 °C por 15 minutos. Finalmente 

fueron centrifugadas a baja velocidad y sembradas en placas con LB agar, conteniendo 

el antibiótico correspondiente. 
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Transformación de levaduras 

Los plásmidos fueron introducidos en las levaduras utilizando el método de 

litio/polietilenglicol (Gietz y col., 1995). El mismo consiste en crecer las levaduras en 10 

ml de YPG en falcón de 50 ml  por 18 h a 30 °C. Al día siguiente se mide la OD a 600 nm 

y se transfieren, 0.3 OD a  50 ml de YPG y se las creció por 3 h a 30 C. Las levaduras 

fueron cosechadas a 3000 rpm y concentradas 25 veces en TE 1X. Las mismas fueron 

lavadas en TE 1X y resuspendidas en 1 ml de TE 0.5x y AcLi 1X donde se las incubó 10 

minutos. Luego fueron alicuotadas de a 100 μl donde se le adicionaron 50 μl del 

plásmido correspondiente (resuspendido en TE 1X y 2 mg/ml de esperma de salmón). 

Luego se agregaron 700 μl de TE 0.5x, AcLi 1X PEG 40%  y se las incubó 30 minutos a 30 

°C. Transcurrido este tiempo se les agregó ϴϴ μl de DMSO y se las incubó a 42 °C por 10 

minutos. Las levaduras fueron cosechadas a 4000 rpm, lavadas con TE 1X, 

resuspendidas en TE 1X y plaqueadas. Se plaquearon en medio YPG para el control de 

viabilidad y en medio YNB galactosa. Una vez seleccionadas se llevó a cabo el ensayo 

donde se sembraron distintas diluciones de las levaduras en medio YNB glucosa y se 

las incubó a 30 °C por 48 h.  

Para las curvas de crecimiento las levaduras crecidas en medio liquido YNB galactosa 

fueron inoculadas (0.5 OD) en medio liquido YNB glucosa y su crecimiento fue 

monitoreado a 600 nm.  

 

Manipulación de tripanosomas: 

Cultivo de epimastigotes de Trypanosoma cruzi: 

Los epimastigotes de las diferentes cepas fueron cultivados en 5 ml de medio de 

cultivo LIT o BHT a 28 °C  en botellas de 25 ml. En los casos en donde se necesitará una 

cantidad mayor de parásitos, estos fueron cultivados en erlenmeyers de mayor 

volumen de acuerdo a las necesidades. Los repiques de mantenimiento se llevaron a 

cabo cada 7 a 10 días inoculando medio fresco con epimastigotes según un factor de 

1:100 respecto del cultivo parental para la cepa MJ Levin , 1:5 para las cepas Y y CL 

Brener. 
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Determinación de densidades celulares:  

Las densidades celulares fueron determinadas en todas las oportunidades contando 

los parásitos en un hemocitómetro  (Cámara de Neubauer).  

 

Obtención de Trypanosoma cruzi transgénicos: 

Aproximadamente 5 x 108 parásitos fueron precipitados por centrifugación a 800 x g 

durante 10 minutos, lavados con solución de electroporación y resuspendidos en un 

voluŵen de ϰ00 μl. Las células se depositaron en una cuďeta de electroporación de 0.2 

cm (Biorad) junto con 10-50 μg de ADN y fueron soŵetidas a un pulso de decaiŵiento 

eǆponencial de ϰ00 V y 500 μF. El tieŵpo para Ƌue la descarga disŵinuya a 1/e fue de 

aproximadamente 5 ms. Posteriormente las células se diluyeron en 5 ml de medio 

LIT/BHT y se cultivaron a 28 °C  a las 24 h posteriores a la transfección se adicionó el 

respectivo agente de selección  y a las 48 h se repicó el cultivo con una factor de 

dilución 1:10 manteniendo la presión de selección. Estos cultivos se monitorearon 

periódicamente y cuando las células recuperaron la tasa de replicación y la morfología 

normal se repitieron los repiques. Esto se continúo hasta que finalizó el periodo de 

selección. 

 

Obtención de células Vero Transgénicas:   

Para la infección con parásitos transgénicos se generó una línea estable de células Vero 

resistente a G418.  

En primera instancia se realizó una curva de viabilidad para determinar con que  

concentración se debía realizar la selección. Para ello células VERO fueron incubadas 

con distintas concentraciones de G418, 0. 50. 100. 150. 250. 300. 350. 500 μg/ml. Se 

realizó un repique manteniendo la concentración de antibiótico, 48 h después del 

repique se contaron el número de células y se determinó el IC50  ;ϭ50 μg/ŵlͿ. Dicha 

concentración fue utilizada para realizar la selección luego de la transfección.   

Células VERO en 70%  de confluencia, fueron lavadas con PBS y se les agregó ŵedio α-

MEM sin suero ni antiďiótico. Luego se agregó una ŵezcla de Ϯ μl de  Lipofectamine 
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Reagent (Sigma) con ϭ,5 μg de plásŵido ;pcDNA3.0Ϳ. “e realizó una incuďación de ϲ h. 

Posteriormente se las lavó y se las dejó recuperar por 24 h en ŵedio α-MEM sin suero 

ni antibióticos. Cumplido el tiempo de recuperación se agregó la G418 en una 

concentración final de ϭ50 μg/ŵl. Luego de un par de repiƋues se oďtuvo una línea 

estable de células VERO resistente que se mantuvo con una concentración de 500 

μg/ŵl de G418. 

 

Tratamientos utilizados para estudiar la localización de TcADKn 

Luego de cada uno de los ensayos detallados a continuación se analizaron los 

resultados por inmunofluorescencias indirectas.  

 

 Ensayos de hambreado: 1X 108 epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y en día 2 

de cultivo fueron cosechados, y lavados 3 veces con PBS 1X estéril. Luego 

fueron resuspendidos en PBS 1X estéril e incubados en estufa a 28 °C por 24 h. 

 

 Tratamiento con glucosa y prolina: a 1X 108 epimastigotes de T. cruzi de la cepa 

Y en día 10 de cultivo se les suplementó el medio de cultivo con 0.2%  de 

glucosa o 0.2%  de prolina respectivamente y fueron incubados en estufa a 28 

°C  por 24 h. 

 

 Ensayos de inhibición del proteasoma: Tratamientos con el inhibidor del 

proteasoma MG132 (Z-Leu-Leu-Leu-al). (Calbiochem): Epimastigotes de T. cruzi 

de la cepa Y en día 2 de cultivo fueron incubados con 50 µM por 3 h.  
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Ensayos de inhibición de la transcripción:  

 Los ensayos de inhibición de la transcripción fueron realizados con dos drogas 

independientemente. La actinomicina D que bloquea la transcripción de forma 

generalizada y la α-amanitina que bloquea específicamente la actividad de la RNA pol 

II. 

 Tratamientos con actinomicina D (Sigma): epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y 

en día 2 de cultivo fueron incubados con actinomicina D 10 µg/ml por 4 h. 

 

 Tratamiento con actinomicina D y MG132: epimastigotes de T. cruzi de la cepa 

Y en día 2 de cultivo fueron incubados con MG132 50 µM por 3 horas luego se 

adicionó actinomicina D 10 µg/ml por 4 h. 

 Trataŵiento con α-amanitina (Sigma): epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y en 

día 2 de cultivo fueron lavados, y permeabilizados con saponina 0.02%  por 5 

ŵinutos, luego fueron incuďados con α-amanitina  500 µg/ml  por 30 min. 

 

Ensayos de inhibición de la traducción: 

Los ensayos de inhibición de la traducción fueron llevados cabo con dos drogas que 

poseen mecanismos de acción distintos. Se utilizaron cicloheximida  (Sigma) y 

puromicina (CalbioChem). 

 Tratamiento con cicloheximida: epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y en día 2 

de cultivo fueron incubados con  50 µg/ml por 4 h. 

 Tratamiento con puromicina: epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y en día 2 de 

cultivo fueron incubados con de puromicina 200 µg/ml  por 4 h. 

 

Ensayos de daño al ADN: 

 Tratamiento con peróxido de hidrogeno: epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y 

en día 2 de cultivo fueron incubados con peróxido de hidrogeno 100 µM 1 h.   

 Tratamiento con fleomicina (INVIVOGEN): epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y 

en día 2 de cultivo fueron incubados con fleomicina  150 µg/ml por 4 h. 
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Ensayos de transporte nuclear:  

 Tratamiento con leptomicina B (Sigma): epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y 

en día 2 de cultivo fueron incubados con  leptomicina B (LMB) 0.1 µg/ml por 5 

h. 

 

Ensayos de inhibición de la vía TOR: 

Para inhibir la vía TOR se llevaron a cabo tratamientos rapamicina,  que inhibe la vía 

del mTOR (del inglés mammalian target of rapamycin) por la unión al complejo mTOR 

(mTORC1). 

 Tratamiento con rapamicina: Epimastigotes de T. cruzi de la cepa Y en día 2 de 

cultivo fueron incubados con rapamicina (Sigma) 100 µM por 24 h. 

 

Tratamientos con RNAsaI 

2x108 epimastigotes en fase exponencial de crecimiento fueron cosechados, lavados 

con PBS dos veces y resuspendidos en solución Tris-HCl pH 7,4 100 mM. Fueron 

sometidos a 3 ciclos de congelado y descongelado con nitrógeno liquido, el extracto 

fue clarificado y el sobrenadante fue incubado 2 horas a  37 °C con y sin  RNAasaI 

(Promega) 10 µg/ml. Los resultados fueron monitoreados por  técnicas de Western 

Blot en geles nativos como en SDS-PAGE utilizando anticuerpos contra TcADKn. 

 

Técnicas analíticas para proteínas: 

Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) las 

muestras a ser analizadas se prepararon agregándoles los volúmenes correspondientes 

de solución de siembra 5X calentándolas por 5 minutos a 100 C. Luego se sembraron 

en geles desnaturalizantes discontinuos (0.1%  SDS, 12-15%  acrilamida) y se corrieron 

en solución de Tris-Glicina-SDS (Laemmli, 1970). Los marcadores de peso molecular 

utilizados cubrían los rangos de 14,3 a 200 KDa. Se utilizó el equipo de Mini-PROTEAN 

3 BIORAD. Los geles fueron teñidos con azul de Coomassie. 

Para el caso de los geles nativos no se utilizó SDS para el armado de los geles, las 

muestras fueron preparadas por métodos de congelado y descongelado con nitrógeno 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=MTOR&action=edit&redlink=1
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liquido, se les adicionó azul de bromofenol para darle color y sacarosa para darle 

densidad a la muestra. 

 

Obtención de proteínas recombinantes:  

Para la obtención de las proteínas recombinantes se transformaron con cada uno de 

los vectores de expresión para Escherichia coli, bacterias BL21 (DE3) previamente 

transformadas con los diferentes plásmidos accesorios o DH5α en el caso de los 

plásmido con origen de replicación T5. A estas se las indujo de acuerdo al siguiente 

protocolo: un cultivo de 10 ml en fase estacionara crecido durante la noche fue diluido 

en 250 ml de LB (con ampicilina y cloranfenicol) y mantenido en agitación a 37 °C hasta 

alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0.5-1. Luego se indujo la expresión de la 

proteína con el agregado de ITPG en una concentración de 1 mM por 3 h en agitación a 

37 °C.  Posteriormente las bacterias fueron recolectadas por centrifugación a 3000 rpm 

durante 10 minutos, lavadas con PBS y lisadas con un disruptor sónico. El homogenato 

fue centrifugado a 4 °C a máxima velocidad. En el caso de que el sobrenadante 

contuviese las proteínas recombinantes nativas, se procedió a purificarlas mediante 

una cromatografía de afinidad por metales inmovilizados gracias al hexapéptido de 6 

histidinas fusionado a su extremo N-terminal. De esta manera, el extracto fue aplicado 

a 1 ml de resina de Ni-NTA agarosa (Qiagen) según las instrucciones del fabricante. Las 

proteínas fueron eluidas con cantidades crecientes  de imidazol en PBS (0. 50. 100. 

150. 250. 500 mM) y las diferentes alícuotas obtenidas fueron analizadas por SDS-

PAGE. Las proteínas recombinantes así obtenidas fueron alicuotadas y conservadas a -

80 ˚C para su posterior utilización. 

En el caso de que las proteínas se incorporaran a cuerpos de inclusión, se procedió con 

la purificación de los mismos. Los precipitados de la centrifugación fueron 

resuspendidos en solución PBS con 1%  Tritón x-100, lavados y centrifugados a 16000 x 

g. El precipitado fue resuspendido en PBS al cual se le adicionó 0.2%  desoxicolato de 

sodio y se disgregó con ultrasonido. El material insoluble se recuperó por 

centrifugación. Los cuerpos de inclusión fueron lavados con agua. Estos se 

solubilizaron en Tris-HCl 100mM, NaCl 400mM pH 7,2 suplementado con 8M urea. 
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Posteriormente se repitió la purificación de la proteína recombinante mediante la 

cromatografía de afinidad por metales inmovilizados en condiciones desnaturalizantes. 

Las fracciones colectadas se analizaron por SDS-PAGE y fueron empleadas como 

antígenos. Para las mediciones de actividad las fracciones fueron dializadas a 4 °C 

contra PBS para eliminar el imidazol y restos de urea. Siendo una proteína pequeña 

con estos tratamientos se dieron las condiciones necesarias para la renaturalización de 

TcADKn, obteniéndose la proteína nativa para la medición de actividad.  

 

Determinación de actividades enzimáticas: 

 

Medición de actividad de adenilato quinasa: 

 

Reacción directa ;NTP + AMP → NDP + ADPͿ 

La actividad de adenilato quinasa directa se midió utilizando un ensayo de enzimas 

acopladas (Berhauser, 1975). Diferentes volúmenes de extractos enzimáticos fueron 

incorporados a una mezcla de reacción conteniendo 100 mM de Tris-HCl pH 7,5; 0.8 

mM fosfoenolpiruvato; 1,4 mM MgCl2, 80 mM KCl, 3 mM AMP, 0.2 mM NADH, 5 U/ml 

piruvato quinasa, 5 U/ml lactato deshidrogenasa. Luego de una incubación de 5 

minutos a 35 C se inició la reacción con el agregado del nucleótido trifosfato a una 

concentración final de 1 mM y un volumen total de 500 μl. La actividad fue ŵedida 

durante 10 minutos, registrando cada 15 segundos el descenso de absorbancia a 340 

nm correspondiente a la oxidación del NADH. 
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Medición de actividad de ATPasa: 

Reacción ATP → ADP + P  

La actividad de ATPasa se midió utilizando un ensayo de enzimas acopladas. Diferentes 

volúmenes de extractos enzimáticos fueron incorporados a una mezcla de reacción 

conteniendo 100mM de Tris-HCl pH 7,5, 0.8 mM de fosfoenolpiruvato, 1,4 mM de 

MgCl2, 80mM de KCl, 0.2mM de NAD, 5U/ml de piruvato quinasa, 5U/ml de lactato 

deshidrogenasa. Luego dela incubación de 5 minutos a 35C se inició la reacción con el 

agregado del nucleótido trifosfato a una concentración final de 1mM y un volumen 

total de 500 ul. La actividad fue medida durante 10 minutos, registrando cada 15 

segundos el descenso de absorbancia a 340nm correspondiente a la reducción del 

NAD. 

Utilizando el coeficiente de extinción del NAD y del NADH (6,22 para ambos) los 

valores de absorbancia fueron convertidos a valores de actividad (µmol/mg) y fueron 

graficados en función del tiempo. A partir del ajuste lineal de la curva se calculó la 

actividad específica. 

 

Técnicas inmunológicas:  

 

Obtención de anticuerpos policlonales de ratón: 

Los anticuerpos policlonales de ratón fueron obtenidos utilizando las diferentes 

proteínas recombinantes como antígeno en un esquema quincenal de inmunizaciones. 

Las proteínas purificadas fueron  homogeneizadas con adyuvante de Freund 

incompleto (Sigma). Los homogenatos se inyectaron de forma intraperitoneal en 

ratones hembra de 45 días de la cepa BALB/cJ. La proteína inoculada en cada 

oportunidad fue de aproximadamente 10 µg. Este procedimiento se repitió en tres 

oportunidades espaciadas por un intervalo de 15 días. Al cabo del periodo de 

inmunización, los ratones fueron pesados y anestesiados mediante inyección 

intraperitoneal de ketamina 5 µg y xilacina 10 µg por gramo de peso corporal. 

Posteriormente fueron sangrados a blanco a través del seno orbital. Se permitió la 
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coagulación de la sangre colectada mediante 30 minutos de incubación a 37 °C por 

centrifugación se derivo el suero, cuya reactividad se verificó en ensayos de Western 

Blot. 

 

Obtención de anticuerpos policlonales de conejo: 

Los anticuerpos policlonales de conejo fueron obtenidos mediante el empleado de las 

diferentes proteínas recombinantes como antígeno en un esquema quincenal de 

inmunizaciones. Las proteínas purificadas fueron homogeneizadas con adyuvante de 

Freund incompleto (Sigma). Los homogenatos se inyectaron de forma intraperitoneal 

en un conejo. La proteína inoculada en cada oportunidad fue de aproximadamente 

300 µg. Este procedimiento se repitió en tres oportunidades espaciadas por un 

intervalo de 20 días. Al cabo del periodo de inmunización, el conejo fue sangrado por 

las orejas y verificó la reactividad en ensayos de Western Blot.  

 

Anticuerpos primarios empleados: 

 Anti TcADKn: policlonales de ratón o conejo obtenidos en nuestro laboratorio 

por inmunización con la proteína recombinante. Para ensayos de Western Blot 

se utilizaron el de conejo  en una dilución 1:5000 y el de ratón en una dilución  

1:2000. Para inmunofluorescencias se utilizó el de ratón 1:200. 

 Anti-GFP: policlonales de ratón  y de conejo obtenidos en nuestro laboratorio 

por inmunización con la proteína recombinante. Para ensayos de Western Blot 

se utilizaron en una dilución  1:2000. En inmunofluorescencias se utilizó en una 

dilución 1:500. 

 Anti Rps14: policlonales de conejo generados contra la proteína Rps14 de S. 

cereviciae, generados en el laboratorio de John Woolford Carnegie Mellon 

University, USA.  Para ensayos de Western Blot se utilizaron en una dilución  

1:500 y para inmunofluorescencia  en una dilución   1:50. 

 Anti  L5: policlonales de conejo contra la proteína L5 de S. cereviciae,  

generados en el laboratorio de John Woolford,Carnegie Mellon University, 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CDIQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.cmu.edu%2Fbio%2Ffaculty%2Fwoolford.html&ei=0U6lUP6BGIjn0gHF7oCoDQ&usg=AFQjCNHsIK94487l6y8hjE8zCFmv9-elUQ&sig2=u8mEAukXXNcUS92-hfEGBw
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CDIQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.cmu.edu%2Fbio%2Ffaculty%2Fwoolford.html&ei=0U6lUP6BGIjn0gHF7oCoDQ&usg=AFQjCNHsIK94487l6y8hjE8zCFmv9-elUQ&sig2=u8mEAukXXNcUS92-hfEGBw
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CDIQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.cmu.edu%2Fbio%2Ffaculty%2Fwoolford.html&ei=0U6lUP6BGIjn0gHF7oCoDQ&usg=AFQjCNHsIK94487l6y8hjE8zCFmv9-elUQ&sig2=u8mEAukXXNcUS92-hfEGBw
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USA.Para ensayos de Western Blot se utilizaron  en una dilución  1:5000 y para 

inmunofluorescencia en una dilución  1:50. 

 Anti HA 3F10 (Roche): monoclonales de rata reactivos contra el epitope ͞HA͟. 

Para ensayos de Western Blot se lo utilizó  en una dilución 1:4000. 

 Anti-FLAG (Sigma): monoclonales de ratón reactivos contra el epitope ͞FLAG͟. 

Para ensayos  de Western Blot se lo utilizó en una dilución 1:4000. 

 Anti-tubulina (Milipore): monoclonal de rata contra la forma tirosinada de la 

cadena alfa de la tubulina. Para ensayos de ensayos de Western Blot se lo 

utilizó en una dilución  1:3000. 

 Anti-His peroxidasa (Sigma): monoclonal de ratón contra el epitope de  poli 

histidinas. Para ensayos de Western Blot se lo utilizó en una dilución  1:3000. Se 

encuentra acoplado directamente a peroxidasa. 

 

Anticuerpos secundarios empleados: 

Conjugados a la peroxidasa del rabano picante: 

 Anti-ratón (Vector Labs): policlonal de cabra reactivo contra inmunoglobulinas 

de ratón. Se lo diluyó 1:5000. 

 Anti conejo: (Vector Labs): policlonal de cabra reactivo contra 

inmunoglobulinas de conejo. Se lo diluyó 1:5000. 

 Anti rata: (Jackson InmunoResearch): policlonal de cabra reactivo contra 

inmunoglobulinas de rata. Se lo diluyó 1:4000. 

 

Conjugados a fluoroforos:  

 Anti ratón 488 (Jackson InmunoResearch): policlonal de cabra reactivas contra 

inmunoglobulinas de rato. Se lo diluyó 1:500. 

 Anti conejo 594 (Jackson InmunoResearch): policlonal de cabra reactivas contra 

inmunoglobulinas de conejo. Se lo diluyó 1:500. 

 

Purificación de anticuerpos por el método de precipitación con sulfato de amonio 
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El anticuerpo contra TcADKn generado en conejo fue purificado por el método de 

sulfato de amonio para luego ser utilizado en las inmunoprecipitaciones. 

El suero fue centrifugado a 2500 rpm por 30 minutos. El sobrenadante fue transferido 

a un tubo nuevo, donde se le agregó un volumen de sulfato de amonio (4,1M). Luego 

se incubó en frio por 24 h a 4 °C para permitir la precipitación del anticuerpo. Luego se 

centrifugó a 3000 x g por 30 minutos a 4 °C. Se descartó el sobrenadante y se agregó 

PBS hasta un volumen aproximado del 50%  del volumen inicial. Luego se dializó a 4 ˚C 

contra PBS. El anticuerpo purificado fue probado por Western Blot, comparándolo con 

el no purificado. 

 

Ensayos de Western Blot:  

Los extractos fueron resueltos mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes (12-15% ).Posteriormente se transfirieron las proteínas a membranas 

de PVDF (Pierce) durante 2 horas a 100 V en solución de transferencia. La correcta 

transferencia se verificó mediante la tinción de las proteínas con rojo Ponceau-S. Las 

membranas fueron bloqueadas en solución de T-PBS con 5%  de leche en polvo 

descremada durante una hora a temperatura ambiente en agitación e incubadas con el 

anticuerpo primario diluido en solución de bloqueo por doce horas a 4 °C.  

Posteriormente las membranas fueron lavadas tres veces con T-PBS durante diez 

minutos en agitación. Posteriormente se las incubó con el anticuerpo secundario 

conjugado a peroxidasa diluido en solución de bloqueo durante una hora a 

temperatura ambiente con agitación. Las membranas fueron lavadas tres veces con T-

PBS. El revelado se llevó a cabo con el reactivo para quimioluminiscencia Supersignal 

TM West Pico (Pierce) por exposición de placas radiográficas (Agfa).  
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Extractos totales de tripanosomas para ensayos de Western-Blot:  

Para los ensayos de Western Blot los parásitos fueron contados, lavados dos veces con 

PBS y resuspendidos directamente en solución de siembra 1X a una densidad de 2 x 

ϭ0⁸/ŵl. Para el lavado de tripoŵastigotes sanguíneos el PB“ se supleŵentó con ϭ% de 

glucosa. 

Precipitaciones mediadas por glutatión S-transferasa (GST): 

Las proteínas de fusión a GST fueron inmovilizadas en una matriz de glutatión agarosa 

en la matriz de glutatión agarosa e incubadas con 6 x His-TcADKn y 6 x His-TcAK 

recombinantes a temperatura ambiente durante 1 hora en agitación. Posteriormente 

fueron lavadas 6 veces con PBS y 4 con buffer de ruptura frio. Las proteínas se 

eluyeron retenidas por agregado de buffer de carga de geles de poliacrilamida para su 

posterior análisis por  Western Blot y tinción con azul de Coomassie. El protocolo fue 

tomado y adaptado de Granneman y col., 2005. 

 

Inmunofluorescencias y técnicas microscópicas: 

 Aproximadamente 5x107 parásitos en fase exponencial fueron recolectados, lavados 

con PBS  y resuspendidos en 500 µl del mismo buffer. De la suspensión, 200 µl fueron 

depositados en portaobjetos pre-tratados con polilisina durante 20 minutos. Los 

parásitos adheridos se fijaron con paraformaldehido al 2%  por 20 minutos y se 

permeabilizaron con metanol a -20 °C por 5 minutos. Luego se rehidrataron con tres 

lavados en PBS. Se bloquearon los preparados durante 10 minutos con 1%  BSA en PBS. 

Posteriormente, en una cámara húmeda, se los incubó de 45 a 60 minutos con el 

anticuerpo primario diluido en solución de bloqueo, se lavó tres veces con PBS 1X y se 

incubó por otros 30 minutos más con el anticuerpo secundario en la misma solución. 

Los parásitos fueron lavados tres veces con PBS 1X y montados con líquido de montaje 

VECTASHIELD (Vector Labs) conteniendo DAPI. 

 

Cámaras y microscopios 
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Las fotografías fueron tomadas con una cámara Olympus XM10 acoplada a un 

microscopio de fluorescencia Bx51. 

 

Análisis de fotografías e imágenes: 

ImageJ (http://rsbweb.nih.gov.ij/): programa con el cual se analizaron todas las 

fotografías. 

 

Cuantificación de los niveles de fluorescencia: 

Luego de los tratamientos con Leptomicina B  (LMB) y Rapamicina (RAPA) se 

cuantificaron los niveles de fluorescencia de 40 parásitos tratados y no tratados. Para 

cada parasito la fluorescencia del canal verde (daylight 488) fue cuantificada en el área 

seleccionada de acuerdo a la señal observado para el DAPI (canal azul) utilizando el 

RGB plugin del paquete ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij). La fluorescencia del 

citoplasma fue cuantificada de la misma manera seleccionando el área perinuclear más 

brillante. Se utilizo el mismo criterio de selección para todos los parásitos, y los niveles 

de fluorescencia siempre fueron menores a los niveles de saturación.  

 

Bioinformática:  

Las secuencias genómicas de las adenilato quinasas de referencia fueron obtenidas de 

la base de datos de GenBank (hhtp://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/). La búsqueda 

de BLAST en los genomas de T. brucei, T. cruzi y L. major se realizo en la base de datos 

GeneDB (http://www.genedb.org/)  

La predicción de señales de localización nuclear y de exportación nuclear fueron 

realizadas con los siguientes predictores http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-

bin/NLS_Mapper y http://www.psort.org/ respectivamente. 

BLAST (Altschul y col., 1990): Herramienta de búsqueda por alineamientos locales 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Se la empleo para los rastreos de las bases de datos 

con las secuencias carnadas de adenilato quinasas y para buscar los pdb de las 

adenilato quinasas. 

http://rsbweb.nih.gov.ij/
http://rsb.info.nih.gov/ij
http://www.genedb.org/
http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper
http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper
http://www.psort.org/
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ClustalW (Thompson y col., 1994): Algoritmo de alineamiento global múltiple. Se lo 

empleo para el alineamiento de secuencias amino acídicas de las adenilato quinasas. A 

su vez se desprendió de este el fenograma del método de distancias NJ. Se lo puede 

obtener de www.clustal.org. 

Vector NTI v.10 (Invitrogen): El análisis de las secuencias de ADN, el diseño de 

oligonucleótidos y vectores en general fue llevado a cabo mediante el programa Vector 

NTI v 10 (Invitrogen). Se lo empleo para el ensamblado y alineamiento de 

cromatogramas a secuencias de referencia. 

TreeView (Page, 1996): Programa empleado para visualizar los fenogramas. Se lo 

puede obtener de http:// taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview  

RNA fold (Hofacker, 2003) http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi: Programa 

empleado para el análisis de estructuras secundarias de los mensajeros de TcADKn  

FoldxFoldX 3.0 Beta3,http://foldx.crg.es/: Programa empleado para realizar las 

mutaciones puntuales en TcADKn 

VMD, http://www.ks.uiuc.edu: Programa utilizado para visualizar la estructura de las 

proteínas. 

Modeller salilab.org/modeller/: Programa utilizado para realizar el modelado por 

homología de TcADKn 

PerlPrimer (Marshall, 2004) http://perlprimer.sourceforge.net/ : Programa utilizado 

para el diseño de los oligonucleótidos para RT-PCR en tiempo real. 

 

Preparación, análisis y manipulación de ácidos nucleicos: 

Extracción de DNA genómico de levaduras: 

Las levaduras fueron crecidas ON a 30 ˚C en medio YPD. Se midió la OD a 600 nm y se 

tomo una OD. Fueron lavadas con PBS y resuspendidas en 200µl de TE. Se les realizó 3 

ciclos de ruptura con el sonicador y se hirvió la muestra por 20 minutos. Se tomaron 2 

ul para realizar la PCR. 

 

Minipreparaciones estándar de plásmidos:  

http://www.clustal.org/
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi
http://foldx.crg.es/
http://www.ks.uiuc.edu/
http://perlprimer.sourceforge.net/
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El ADN plasmídico fue purificado mediante un protocolo adaptado del método de lisis 

alcalina (Birnboim y Doly, 1979). El ADN así purificado fue utilizado en digestiones 

analíticas y preparativas durante la construcción de los diferentes vectores de este 

trabajo. A partir de 3 ml de cultivo saturado de Escherichia coli, se cosechan las 

bacterias por centrifugación a 15000 x g durante 5 minutos. Se descarta el 

sobrenadante y se resuspende el precipitado bacteriano en 100 µl de solución de 

resuspensión P1 con vigorosa agitación. Se adicionan 200 µl de solución PII y se 

homogeniza cuidadosamente, provocando la ruptura celular con la consiguiente 

liberación y desnaturalización de ADN genómico y plasmídico. Se re naturaliza el ADN 

por el agregado de la solución PIII, se homogeniza cuidadosamente y se centrifuga a 

16000 x g durante 10 minutos, provocando la precipitación del ADN genómico. Se 

recupera el sobrenadante y se adicionan 500 µl de cloroformo: alcohol isoamilico 

(24:1), se emulsionan las fases mediante fuerte agitación y se centrifuga a 16000 x g 

durante 1 minuto.  Se recupera la fase acuosa y se repite la extracción orgánica. 

Finalmente se precipita el ADN plasmídico por el agregado de 500 µl de isopropanol, 

homogenización y centrifugación 15 minutos a 16000 x g por 15 minutos.   Se descarta 

el sobrenadante y el precipitado obtenido es lavado, agregando 500 µl de etanol 70%  y 

centrifugando a 16000 x g a lo largo de 5 minutos. Se descarta el sobrenadante y se 

deja secar el precipitado a temperatura ambiente sobre la mesada. Finalmente, el ADN 

se resuspende en 33 µl de agua. 

 

Mini-preparación de plásmidos por precipitación con  polietilenglicol 

Similar al método estándar, este protocolo incluye pasas que permiten la obtención de 

ADN plasmídico de la pureza necesaria para reacciones de secuenciación. Se cosechan 

bacterias derivadas de 5 ml de cultivo saturado por centrifugación a 1500 x g durante 5 

minutos. Las bacterias se resuspenden en 200 µl de solución PI y se lisan por el 

agregado de 300 µl de solución PII. Luego de homogeneizar suavemente se añaden 

300 µl de solución de re naturalización PII y se mezcla por inversión. Una vez 

homogéneo se procede a centrifugar a 16000 x g durante 10 minutos para recuperar el 

sobrenadante libre del ADN genómico precipitado. Se añade 1 µl de solución madre 10 
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mg/ml de RNAsa A (QIAGEN, GmnH, Hilden, Alemania), se mezcla y se incuba a 37 °C 

durante 60 minutos. Posteriormente se realizan dos extracciones orgánicas sucesivas 

con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) recuperando la fase acuosa. Se precipita el 

plásmido por el agregado de 700 ul de isopropanol, agitación y centrifugación a 16000 

x g durante 15 minutos. El precipitado obtenido se lava con 500 µl de etanol 70%  y se 

deja secar a temperatura ambiente. Una vez seco  se resuspende en 32 µl de agua, se 

adicionan 8 µl de una solución de NaCl 4M y posteriormente 40 µl de una solución de 

polietilenglicol-8000 13%  previamente auto clavada. Se homogeniza y se incuba a -20 

°C durante 20 minutos. Pasado este tiempo se centrifuga a 16100 x g por 20 minutos a 

4 °C.  El precipitado obtenido se lava con 500 µl de etanol 70%  y una vez removido el 

sobrenadante se deja secar a temperatura ambiente. Finalmente se resuspende el 

ADN en 20 µl de agua. 

 

Mini-preparaciones de plásmidos empleando un Kit (Sigma) 

Para la obtención de ADN plasmídico de alta pureza a baja escala se utilizó el kit 

(Sigma). Este método permite preparar ADN de pureza suficiente para la transfección 

de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. Si bien las etapas iniciales son adaptaciones 

del método tradicional de lisis alcalina, los pasos de concentración del ADN plasmídico 

por precipitación fueron remplazados aprovechando la afinidad que muestra el ADN 

por la silica o el vidrio, material del que esta compuesta la matriz de las columnas, 

cuando se encuentra eléctricamente neutro. De esta manera, una vez unido a la matriz 

se realizan lavados y finalmente se eluye el plásmido en una solución levemente 

alcalina que confiere cargas negativas al ADN. En la mayoría de los casos se siguió el 

protocolo según las instrucciones del fabricante, sin embargo en el caso de 

preparaciones para la transfección de parásitos se eluyó directamente en solución TE 

1X. 

 

Preparación de ADN genómico de tripanosomas: 

Aproximadamente 107 parásitos en fase logarítmica tardía se centrifugan a 3000 rpm 

durante 5 minutos. Al precipitado se lo lava con PBS y se resuspenden los parásitos en 
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1 ml de solución de lisis para ADN  y se les agrega 0.5 ml se solución de PIC. Se mezcla 

por inversión y se centrifuga a 16000 x g por 1 minuto. Luego se extrae con 0.5 ml de 

cloroformo:alcohol isoamílico (24:1)  y se precipita el ADN con el agregado de un 

volumen de isopropanol centrifugando durante 20 minutos a 16000 x g. El precipitado 

se lava con etanol 70%  y se resuspende en 100-200 µl de solución TE 1X. 

 

Preparación de ARN total de epimastigotes de Trypanosoma cruzi: 

Se siguieron las especificaciones del fabricante del TriReagent (Sigma Aldrich) que se 

basa en el método de isoticianato de guanidina y fenol/cloroformo. Se utilizó 1 ml de 

TriReagent por cada 2x108 parásitos. El ARN fue precipitado con 700 µl de isopropanol 

y centrifugación a 12000 rpm por 15 minutos a 4 °C seguido por un lavado de 5 

minutos con Etanol 75% . El ARN fue secado bajo lámpara y resuspendido en 30 µl de 

agua. Para efectuar la cuantificación por espectrofotometría directa se utilizó la 

absorbancia a 260 nm considerando que bajo condiciones estándares de medición 1 

unidad de A260 representan 40 µg/ml. La pureza se analizó gracias a la relación de 

A260/A280 que idealmente debe ser entre 1,6-1,8 y la integridad fue comprobada 

mediante geles desnaturalizantes de agarosa. 

Cuando el ARN fue utilizado para RT-PCR se adiciono un paso de tratamiento con 1U 

de DNAasa (Sigma) durante 20 minutos a temperatura ambiente para evitar la 

contaminación con ADN genómico. 
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Reacciones en cadena de la ADN polimerasa (PCR):  

Las diferentes amplificaciones por PCR con Taq ADN polimerasa (Promega) fueron 

llevadas a cabo en las soluciones provistas por los fabricantes con 1000 - 10 ng de ADN 

como molde, 2 mM de MgCl2, Ϯ00 μM de dNTPs y ϭ0 pŵol de cada oligonucleótido en 

un voluŵen final de 50 μl. Las aŵplificaciones se realizaron de acuerdo al siguiente 

programa: 

 

Desnaturalización inicial: 5 minutos a 95 °C; 
35 ciclos:  
Desnaturalización: 30 segundos a 95 °C;  
Hibridación de oligonucleótidos: 1 minuto a la temperatura indicada para cada 
oligonucleótido; 
Extensión: 1 minuto por cada Kpb a copiar a 72 °C;  
Extensión final: 10 minutos a 72 °C;  
 

Para las amplificaciones con Pfu se utilizó la solución provista por el fabricante con 2 

mM de MgSO4. Los tiempos de extensión fueron mayores según la procesividad de la 

enzima (1 Kpb/2 min) a una temperatura de 68 C.  

 

Reacciones en cadena de la ͞Accutaq La͟ polimerasa (Long PCR): 

Para las amplificaciones de más de 2,5Kb se utilizó la técnica de Long PCR con la taq 

Accutaq La polimerasa (Sigma) que presenta actividad de proofreading y es altamente 

procesiva.  

Las diferentes amplificaciones fueron llevadas a cabo en las soluciones provistas por 

los fabricantes con 1000 - 40 ng de ADN como molde, DMSO 2% , 500 μM de dNTPs, y 

ϰ00nM de cada oligonucleótido en un voluŵen final de 50 μl. Las aŵplificaciones se 

realizaron de acuerdo al siguiente programa: 
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Desnaturalización inicial: 5 minutos a 95 °C  
35 ciclos:  
Desnaturalización: 1 minuto a 95 °C;  
Hibridación de oligonucleótidos: 1 minuto a la temperatura indicada para cada 
oligonucleótido; Extensión: 1 minuto por cada Kpb a copiar a 68 °C;  
Extensión final: 10 minutos a 68 °C  
 

Todos los oligonucleótidos fueron suministrados por Sigma o IDT (Promega). 

 

Transcripción reversa: síntesis de ADN copia:  

La síntesis de ADNc se realizó por transcripción reversa utilizando como molde entre 

10 - 700 ng de ARN total de epimastigotes de Trypanosoma cruzi. La enzima 

transcriptasa reversa MMLV (Promega) se utilizó en todas las reacciones en la solución 

indicada por el fabricante, con 5 mM de MgCl2, 4 mM de dNTPs, un inhibidor de 

ARNasas (RNAsin, PromegaͿ y 5 μM del oligonucleótido adecuado, en un voluŵen final 

de Ϯ0 μl. La reacción se incuďó por 30 ŵin a 37 °C y luego la enzima se inactivó por 

calentamiento durante 15 min a 95 °C.  

 

ADN polimerasas:  

Las ADN polimerasa empleadas en este trabajo fueron Pfu (Fermentas), Taq (Sigma), 

Klenow (New England Biolabs) y transcriptasa reversa MMLV (Promega), Accutaq La 

polimerasa (Sigma). 

 

Enzimas modificadoras de ácidos nucleicos:  

En este trabajo se empleó polinucleótido quinasa (PNK, New England Biolabs) para 

fosforilar extremos de ADN, a su vez para desfosforilar se hizo uso de fosfatasa alcalina 

de camarón (SAP, Promega). 
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PCR en tiempo Real 

Las mediciones se realizaron con el equipo Real-Time PCR System (Bio-Rad) y 

utilizando SYBR Green (Applied Byosistems), se utilizaron programas estándar.  En 

todos los casos se llevaron a cabo controles para eliminar la posibilidad de posibles 

contaminaciones con ADN genómico. Por otra parte se realizaron curvas de calibración 

con distintas cantidades de molde para poner a punto el sistema de detección.  

 

Determinación de los niveles de expresión de los mensajeros de TcADKn 

Para las real time PCR se utilizaron los ADNc obtenidos de las curvas de crecimiento. 

Los mensajeros de TcADKn fueron amplificados utilizando oligonucleótidos específicos 

(tabla MM1). Como control de carga se utilizó el 18S. El valor obtenido fue 

normalizado con el valor de la abundancia del ARN 18S. Cada medición se realizó 3 

veces en experimentos independientes y fue referida siempre a una curva estándar.  El 

valor obtenido para epimastigotes en día 1 fue considerado como 1, los valores 

obtenidos para el resto de los días fueron ajustados considerando los del primer día. 

 

Abundancia de GFP  

Se realizo de la misma manera que lo explicado en el punto anterior utilizando en vez 

oligonucleótidos específicos para la GFP (tabla MM1). Los niveles de GFP fueron 

normalizados con los niveles de NEO (gen cuya proteína confiere resistencia a G418) 

para estudiar solo parásitos transfectantes. 
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primer secuencia Tm (C)  

UTR1F GTTCTCTTTGAGCGTCTCAC 60.2 

UTR1R CGCAGACGTATCAAATCCAC  60.5 

UTR2R TTAATGTTGCCTTTGGAGGT  61,2 

uTR2F GACTGTGGATTTGATACGTCTG 61,5 

18SF ATACCTTCCTCAATCAAGAACC 60.6 

18SR AAATAATCAAACCCGACCAC  60.1 

GFPF ACCATCTTCTTCAAGGACGA 62,3 

GFPR GGCTGTTGTAGTTGTACTCC 62,9 

NEOF CTATCAGGACATAGCGTTGG 61,9 

NEOR CAGAAGAACTCGTCAAGAAGG 61,6 

Tabla MM1: oligonucleótidos utilizados para las RT-PCR en tiempo real. Se detallan el nombre del primer, su 

secuencia y la Tm. 

 

Cuantificación de ácidos nucleicos: 

Las soluciones de ácidos nucleicos fueron diluidas adecuadamente en agua y se 

determinó la absorbancia de las diluciones en un espectrofotómetro a 260 nm. Las 

concentraciones en las soluciones madres se calcularon según C = (Abs260muestra-

Abs260blanco)C0xFd, donde C0=concentración de ácidos nucleicos en la solución madre; 

Abs260muestra= lectura de la absorbancia de la muestra a 260 nm; Abs260 blanco= lectura de 

la absorbancia del agua empleada para realizar las diluciones a 260nm, C0= 

concentración de una solución estándar de ácidos nucleicos. Este valor se considera de 

50 µg/ml para ADN doble cadena, 40 µg/ml para ARN y 33 µg/ml para ADN simple 

cadena y Fd= factor de dilución de la muestra respecto a la solución madre. 

 

Electroforesis de ADN en geles de agarosa nativos:  

Los geles de agarosa utilizados se prepararon en solución TAE 1X al 1%  con 0.5 μg/ŵl 

de bromuro de etidio. Las corridas electroforéticas se realizaron a 5-10 V/cm. Antes de 

la siembra las muestras se resuspendieron con el correspondiente volumen de 

solución de siembra LB-6X. Los geles fueron visualizados en un transiluminador UVP y 

fotografiados. 
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Secuenciación de ADN:  

Los plásmidos a analizar fueron debidamente amplificados en cultivos  de Escherichia 

coli, purificados, cuantificados, diluidos a 200 ng/µl y enviados a Macrogen Inc (Seul, 

Korea) donde fueron secuenciados. 

 

Obtención de precursores ribosomales: 

Para la obtención de los precursores del 18S utilizamos un protocolo de ligación de 

RNAs pequeños, en el cual utilizamos un adaptador (oligonucleótido) adenilado en su 

eǆtreŵo 5’ y protegido en el eǆtreŵo 3’ por un grupo ddC. Para la secuencia del 

adaptador nos basamos en los oligonucleótidos utilizados en el kit  miRCat (Promega).   

La adenilación se llevó a caďo utilizando el kit de adenilación 5’ ;NEBͿ siguiendo las 

especificaciones del fabricante. Se tomaron 100 pmol del oligonucleótido fosforilado y 

se lo incubó en presencia de ATP, buffer de reacción y la enzima Mth RNAligasa (NEB) a 

65 °C por una hora. La enzima se inactivó a 85 °C 5 minutos. 

Paralelamente se extrajo ARN  utilizando el método detallado anteriormente. Se 

tomaron 200 ng de ARN y fueron ligados al adaptador utilizando la T4RNA ligase2 

truncated (NEB) siguiendo las especificaciones del fabricante. Para maximizar la 

eficiencia de la  ligación se  la llevó a cabo a 16 °C por 18 h. 

Se generó el  ADNc correspondiente con un oligonucleótido complementario al 

adaptador utilizando la metodología explicada previamente. Se obtuvo el ADNc de 

aquellas moléculas de ARN ligadas al adaptador. Se realizaron reacciones de PCR 

utilizando oligonucleótidos específicos para la subunidad ribosomal 18S y para el 

comienzo del ITS1. Las bandas de amplificación fueron ligadas al pGEM-T-easy 

(Promega) y enviadas a secuenciar. 

En la figura MM1 se esquematiza el protocolo de obtención de los precursores del 18S 

y en la tabla MM2 se detallan los oligonucleótidos utilizados para aislar los precursores 

del 18S. 
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Figura MM1: Esquema del protocolo utilizado para la obtención de los precursores del 18S. El oligonucleótido 
ŵodificado 3’ protegido ;adaptadorͿ es adenilado utilizando el kit de adenilación ;NEBͿ siguiendo las 
especificaciones del fabricante y es ligado al ARN extraído utilizando la T4 ARNligasa (NEB) siguiendo las 
especificaciones del fabricante. Posteriormente se llevó a cabo la síntesis del ADNc utilizando un oligonucleótido 
complementario al adaptador. Finalmente se llevó a cabo la PCR específica para el gen de interés.  
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primer secuencia Tm (C)  

LF Phosphorylation-CTGTAGGCACCATCAATC-ddC  47,8 

LR GATTGATGGTGCCTACAG 49,8 

18S ITSF  GGCGGTATTCGCTTGTATCCT 49,2 

ITSF GGAATCACGTAGACCCAC 50.2 

 

Tabla MM2: oligonucleótidos utilizados para aislar los precursores del ARNr 18S. Se detallan nombre del primer, 

secuencia y Tm. 

 

Inmunoprecipitaciones:  

Se obtuvieron preparaciones de extractos proteicos totales de epimastigotes. Los 

parásitos fueron resuspendidos en buffer de resuspensión suplementado con los 

inhibidores de proteasas 1mM PMSF y 10 μM E-64. Los extractos se prepararon a 

concentraciones finales de 1-2x106 células/ul. El lisado se dejó 30 minutos en hielo y se 

centrifugó a 10000 x g durante 15 minutos. 

Los extractos fueron clarificados durante 30 minutos a 4C con un suero pre-inmune y 

40 mg de la proteína G agarosa (Sigma) en agitación por dos horas. El sobrenadante 

fue recuperado e incubado 2 horas a 4 °C en agitación con diluciones 1/40 de los 

sueros Anti-TcADKn de conejo. Posteriormente se agregaron 50 μl de Proteína G 

agarosa y se incubó dos horas a 4 °C en rotación. La resina se centrifugó a 3000 rpm 

por un minuto para precipitar los inmunocomplejos y fue lavada 4-6 veces con T-PBS. 

Un 10%  de la muestra fue utilizado para Western Blot y el resto fue resuspendido en 

ϴ00 μl de TriReagent (Sigma)  para la extracción de ARN. 

Preparado de la Proteína G  

Proteína G: usar 20mg/400 ul de extracto (4x108 epismatigotes) 

Preparación: 20 mg de proteína G (Sigma) fueron resuspendido en T-PBS e incubada a 

temperatura ambiente 30 minutos. Luego se le realizaron 3 lavados con T-PBS y dos 

lavados con solución  de resuspensión (3000 rpm, 1 min). 

 

Clarificación del extracto: 
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1.25 x109 de epimastigotes de T. cruzi fueron cosechados y el pellet fue resuspendido 

en buffer de resuspensión suplementado con inhibidor de proteasas e inhibidor de 

ARNasas. Se lo incubo 30 minutos en hielo. Luego se centrifugo a 1000 rpm a 4 °C por 

ϭ0 ŵinutos. “e toŵo el soďrenadante y se lo incuďo con Ϯ0 ŵg de la proteína G y ϭ0 μl 

de suero control, 1 hora en agitación a 4 °C. Luego se centrifuga a 3000 rpm por 1 

minuto y se recupera el sobrenadante que corresponde al extracto clarificado. 

 

Obtención  ARN  a partir de inmunoprecipitados 

El ARN extraído de las inmunoprecipitaciones fue purificado y ligado al adaptador 

utilizando el mismo protocolo que para el aislado de los precursores del  ARNr 18S. 

Para las PCR se utilizaron oligonucleótidos específicos para TcADKn y para el ITS1 

(Tabla MM2). Las bandas de amplificación fueron clonadas en el vector pGEM-T-easy 

(Promega) y  enviada a secuenciar.  

En todos los casos se realizaron controles sin retrotranscriptasa para descartar posibles 

contaminaciones con ADN genómico. También se realizaron controles evaluando la 

presencia de mensajeros no relacionados para evaluar la especificidad del método. 



Materiales y Métodos 

 

MM32  

 

Manipulación de ácidos nucleicos  

Digestión de ADN con enzimas de restricción:  

Se utilizaron 5 U de enziŵa por μg de ADN a digerir incuďando en las soluciones y 

temperaturas sugeridos por el fabricante durante un mínimo de 3 horas.  

 

Preparación de vectores y fragmentos de ADN:  

Los vectores utilizados fueron digeridos con las enzimas de restricción indicadas y 

purificados mediante electroforesis en geles de agarosa. Las bandas correspondientes 

fueron aisladas y extraídas con el kit de extracción Ilustra GFXM -PCR DNA and GEL 

BAND PURIFICATION KIT (GE). En el caso de plásmidos linealizados con una sola enzima 

de restricción se los desfosforiló incubando con 1 U de SAP durante 1 h a 37 °C en la 

misma solución de la reacción de restricción y luego se los purificó como se indica 

arriba. Para la purificación de productos de PCR se utilizaron las mismas columnas 

comerciales indicadas anteriormente. 

 

Ligación de fragmentos de ADN:  

Las ligaciones se realizaron con una relación molar inserto:vector de 3:1 utilizando 50 

ng de vector en un voluŵen final de Ϯ0 μl con ϭ00 U de Tϰ ADN ligasa ;Neǁ England 

Biolabs). Las incubaciones fueron a 4 °C durante toda la noche o alternativamente 

durante 4 horas a temperatura ambiente.  

Para la ligación de productos de PCR al vector pGEM-T-easy (Promega) se prosiguió de 

acuerdo a las recomendaciones del fabricante. En el caso de amplificaciones realizadas 

con polimerasa Pfu los fragmentos amplificados fueron purificados mediante el kit 

Ilustra GFXM (GE) e incubados con Taq polimerasa para el agregado de dA y ligados al 

vector pGEM-T-easy (Promega). 
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Vectores empleados: 

pGEM-T-easy (Promega): para el clonado de todos los productos de amplificación por 

PCR de este trabajo se empleo el vector pGEM- T easy. Este sistema de clonado se basa 

en la actividad nucleótido transferasa propiedad de la Taq ADN polimerasa. Esta 

enzima es capaz de transferir nucleótidos a los eǆtreŵos 3’ de ŵoléculas de ADN doďle 

cadena lineales. Muestra elevada preferencia por la incorporación de un nucleótido de 

desoxiadenosina. El vector se encuentra previamente linealizado con EcoRV y presenta 

un nucleótido de desoǆitiŵidina en cada eǆtreŵo 3’. Por coŵpleŵentariedad de ďases, 

la ligación de los fragmentos de PCR ocurre con elevada eficiencia. Este sistema resulta 

de utilidad para el clonado de fragmentos con enzimas que liberan extremos romos o 

5’ protruyentes. Estos deben ser tratados previamente con Taq ADN polimerasa. A su  

vez la inserción del fragŵento interruŵpe el fragŵento α de la ďeta galactosidasa, 

permitiendo la identificación de colonias recombinantes por permanecer estas de 

color blanco en placas con el colorante ͞X-Gal͟  ;Figura MMϮͿ. 

 

Figura MM2: Vector de clonado pGEM-T Easy. Se indica el origen de replicación en Escherichia coli (pUC ori), el 
promotor (P Bla) y secuencia codificante de la beta lactamasa (AmpR), el origen de replicación del bacteriófago 
filamentoso F1 (F1 ori), la secuencia regulatoria del operon lactosa (P lac), la secuencia codificante del fragŵento α 
de la β galactosidasa (lacZa), los promotores de las ARN polimerasas de los bacteriofagos T7 y SP6 y los sitios de 
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hibridación de los oligonucleótidos para secuenciar M13F y M13R. Con T-T se señal el sitio para EcoRV donde el 
fabricante adiciona los nucleótidos de desoxitimidina. 
 

pRSET A (Invitrogen):  vector de expresión heteróloga en Escherichia coli de alto 

número de copias. La transcripción de la secuencia codificante de interés es por cuenta 

de la ARN polimerasa del bacteriófago T7, a partir del promotor incluido en el vector. 

Contiene la secuencia codificante de seis histidinas, que pueden fusionarse al amino-

terminal de la proteína expresada con el fin de facilitar la purificación por 

cromatografía de afinidad por metales inmovilizados. Rio abajo se encuentra la 

secuencia codificante para el sitio de corte de la entero quinasa que permite eliminar 

el fragmento fusionado en al  extremo amino terminal. La terminación de la 

transcripción ocurre gracias a la presencia del terminador para la ARN polimerasa T7 

(Figura MM3). 

 

Figura MM3: Vector de expresión en Escherichia coli pRSET A. Se indica el origen de replicación en Escherichia coli 

(pUC ori), el promotor (P Bla) y secuencia codificante de la beta lactamasa (AmpR), el promotor de las ARN 
polimerasa del bacteriófago T7 (T7P), su terminador (T7T), las secuencias codificantes para el hexapéptido de 
histidinas (6 X His) y el sitio de corte de la entero quinasa (EK). 
 

pTex (Kelly y col. 1992): primer vector de expresión obtenido para Trypanosoma cruzi. 

Este vector se mantiene como un elemento de replicación extra cromosómico, que 

puede aumentar considerablemente su tamaño formando concatémeros. Esto se 
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puede exacerbar incrementando la concentración de antibiótico y por lo tanto los 

niveles de expresión del gen de interés también se verán aumentados. La transcripción 

es por la ARN polII y la maduración a mensajeros de los transcriptos primarios ocurre 

gracias a las secuencias intergénicas de los genes GAPDH. Se lo empleó en este trabajo 

para expresar las fusiones a la proteína verde fluorescente (Figura MM4). 

 

Figura MM4: Vector de expresión para Trypanosoma cruzi pTex. Se indica el origen de replicación en Escherichia coli 
(pUC ori min), el promotor (P Bla) y secuencia codificante de la beta lactamasa (AmpR), la secuencia intergénica río 
arriba del gen GAPDH I (gapdh I), la relativa a los genes GAPDH I y II (gapdh I-II), la que se encuentra río abajo del 
gen GAPDH II (gapdh II) el sitio múltiple de clonado (MCS) y el gen cuya proteína confiere resistencia a G418 (Neo). 
 

pTREX (Vazquez y Levin 1999): vector de expresión para Trypanosoma cruzi derivado 

del pTex por incorporación del promotor ribosomal (pRIBOTEX) y la secuencia HX1 del 

locus de los genes TcPϮβ. Este plásŵido se integra en el locus riďosoŵal y la 

transcripción ocurre por la ARN polimerasa I desde su promotor. La presencia de la 

secuencia HX1 aumenta considerablemente los niveles de expresión del gen de interés 

(Figura MM5) 
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Figura MM5: Vector de expresión para Trypanosoma cruzi pTREX. Se indica el origen de replicación en Escherichia 

coli (pUC ori min), el promotor (P Bla) y secuencia codificante de la beta lactamasa (AmpR), el promotor ribosomal 
(Prom. Rib.) la secuencia HX1 derivada del locus de los genes TcP2β, la secuencia intergénica relativa a los genes 
GAPDH I y II (gapdh I-II), la que se encuentra rio abajo del gen GAPDH II (gapdh II) el sitio múltiple de clonado (MCS) 
y el gen cuya proteína confiere resistencia a G418 (Neo). 
 

p416 (Mumberg y col., 1995): vector de expresión para levaduras. Posee el promotor 

de expresión en levaduras, CEN6_ARS4 y el gen de selección por auxotrofia URA3 

(Figura MM6). 
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Figura MM6: Vector de expresión en levaduras p416. Se indica el origen de replicación en Escherichia coli (pBR322 
ori min), el promotor (P Bla) y secuencia codificante de la beta lactamasa (AmpR), el promotor de expresión en 
levaduras CEN6 ARS4, el promotor y el gen de selección por auxotrofia URA3. 
 

pGEX4.T.3: (GE Health care) vector de expresión  para bacterias, vector de expresión 

heteróloga en Escherichia coli de alto número de copias. La transcripción de la 

secuencia codificante de interés es por cuenta de la ARN polimerasa del bacteriófago 

T5. Contiene la secuencia codificante de GST, que pueden fusionarse al amino-terminal 

de la proteína expresada (Figura MM7) 
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Figura MM7: Vector de expresión  para bacterias.  Se indica el origen de replicación en bacterias, pUCori, el represor 
lacI con su promotor y sitio de unión (Protein Bind1 lacO), las secuencias codificantes para el epitope de glutatión-S-
transferasa  
 

pTREX-OMNI (pTREX-triFLAG-MCS-eGFP-TEV-HA-áT): vector de expresión para 

Trypanosoma cruzi, derivado del pTREX . Posee los epitopes Tri-Flag, eGFP, HA y αT 

(Figura MM8). 
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Figura MM 8: pTREX-Omni PDIY eG GB: vector de expresión para Trypanosoma cruzi, derivado del pTREX. Este 
plásmido se integra en el locus ribosomal y la transcripción ocurre por la ARN polimerasa I desde su promotor. Se 
detallan los epitopes Tri-Flag, eGFP, HA y αT, el sitio de corte para la enteroquinasa TEV, el origen mínimo de 
replicación pUC ori, el gen de resistencia a ampilicina AmpR para la selección en bacterias y su promotor 
correspondiente P Bla, el promotor ribosomal Rib. Prom y la secuencia intergénica relativa a los genes GAPDH I y II 
(gapdh I-II), la que se encuentra rio abajo del gen GAPDH II (gapdh II) .También se detallan los sitios de corte de las 
principales enzimas de restricción utilizadas en este trabajo 
 

 T-easy-Omni (Plásmido intermediario ampliamente utilizado en este trabajo): la 

secuencia codificante para la variante eGFP de la proteína verde fluorescente, los 

elementos TEV, HA y EEF junto a un fragmento de la secuencia intergénica gapdh I-II. 

(Figura MM9) 

 

Figura MM9: T-easy OMNI vector intermediario, utilizado para generar las fusiones a los distintos epitopes. Se 
detallan los principales sitios de restricción utilizados, el origen de replicación en bacterias F1 ori, el gen de 
resistencia a ampicilina,  la proteína verde fluorescente, el sitio de corta para la enteroquinasa, TEV y el epitope HA. 
 

-pDIY-eGFP: plásmido mínimo derivado del pTREX-OMNI, contiene los epitopes pTREX-

triFLAG-MCS-eGFP-TEV-HA-áT (Figura MM10). 
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Figura MM10: pDIY-eG vector mínimo utilizado para generar las proteínas de fusión a los distintos epitopes. Donde 
se detallan el promotor de bacterias, pUCmin, el promotor PBla, el gen de resistencia a ampicilina (AmpR), y los 
epitopes Tri-Flag, eGFP, el sitio de corte para la enteroquinasa TEV, el epitope HA y el epitope EEF. 
 

pCDNA3.0 (Invitrogen): vector de expresión en células de mamíferos. Posee un 

promotor CMV y confiere resistencia a neomicina. Este vector fue utilizado para  

generar la línea de células VERO resistente a G418 (Figura MM11). 

 

 

Figura MM11: pcDNA 3,1 vector de expresión en células de mamífero.  Donde se detallan el promotor de bacterias, 
pUCmin, el promotor CMV, el gen de resistencia a ampicilina para la selección en bacterias (AmpR), y el gen de 
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resistencia a neomicina (Neo), el sitio múltiple de clonado MCS, el promotor T7 y el primer correspondiente T7 
primer. 
 

Construcciones genéticas: 

-pTex-eGFP(Ct): El vector pTex (Kelly y col. 1992) fue digerido con SalI, tratado con 

Klenow ADN polimerasa y religado con el objetivo de eliminar el sitio para esta enzima. 

El vector resultante se denominó pTex-dSalI. La secuencia codificante de la variante de 

proteína fluorescente ͞eGFP͟ fue aŵplificado por PCR con los oligonucleótidos 

͞eGFPF͟ ;“alIͿ y ͞eGFPR͟ ;HindIIIͿ utilizando el vector pTREX-eGFP como molde. La 

temperatura de hibridación empleada fue de 60 ˚C y el tiempo de extensión de un 

minuto. El producto se clonó en el vector pGEM-T-easy y se conservó un clon donde la 

orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia del inserto fue verificada por secuenciación y el vector se 

denominó T-easy-eGFP. El inserto derivado por digestión con EcoRI y HindIII se ligó al 

vector pTex-dSalI previamente digerido con las mismas enzimas obteniéndose el pTex-

eGFP-dSalI. Con el objetivo de generar un codón de terminación de la traducción río 

abajo del gen para eGFP se digirió a este ultimo plásmido con HindIII, se lo trató con 

Klenow ADN polimerasa y se lo religó. Se verifico la correcta ligación por digestión 

analítica con NheI. El vector resultante se denoŵinó ͞pTex-eGFP;CtͿ͟. 

 

-pTex-eGFP(Nt): El gen para la la variante eGFP de la proteína verde fluorescente fue 

aŵplificado por PCR con los oligonucleótidos ͞XATG“-eGFPF͟ ;XďaIͿ y ͞eGFPR͟ ;HindIIIͿ 

a partir del plásŵido ͞pTex-eGFP;CtͿ͟ coŵo ŵolde. La temperatura de hibridación 

empleada fue de 60.2 C y el tiempo de extensión de un minuto. El producto de 

amplificación fue ligado al vector pGEM-T-easy y se conservó un clon donde la 

orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia del inserto fue verificada por secuenciación y el vector se 

denominó T-easy-XATGS-eGFP. Por digestión con XbaI y HindIII de este plásmido se 

derivó un inserto el cual se ligó al vector pTex tratado con las mismas enzimas. La 

ŵolécula resultante fue llaŵada ͞pTex-eGFP;NtͿ͟. 
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Clonado del  gen de TcADKn: 

A partir de ADN genómico de Trypanosoma cruzi se amplificaron por PCR con Taq ADN 

polimerasa las regiones codificantes para TcADKn. Esto se realizó según los 

oligonucleótidos Ƌue se descriďen en la Taďla MM3, ͞ADKNF͟ y ͞ADKNR͟, 

temperaturas de hibridación de 56 ˚C y tiempos de extensión de 1 minuto, por 35 

ciclos. 

El producto de PCR de 540 pb se ligó al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon 

donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia en cada caso fue verificada por secuenciación. El plásmido 

fue denoŵinado ͞T-easy TcADKn͟. 

 

-pRSETA-TcADKn: El plásmido T-easy-TcADKn  fue digerido con BamHI y XhoI. De la  

digestión se derivó un fragmento correspondiente a la secuencia codificante de la 

adenilato quinasa. Este fragmentos fueron ligados al vector pRSET A previamente 

digerido con las correspondientes enzimas. El plásmido resultante fue nombrado 

͞pR“ET-TcADKn͟. 

 

-T-easy-5’ADKn ;Construcción oďtenida para identificar el sitio aceptor del “L para el 

gen TcADKn): El ADN copia obtenido de ARN de epimastigotes con el oligonucleótido 

͞polyT͟ fue aŵplificado por PCR con el oligonucleótido ͞“L͟ y ͞ADKnNtR͟. La 

temperatura de hibridación fue de 55,5 ˚C y el tiempo de extensión un minuto. El 

producto fue reaŵplificado en una reacción eƋuivalente con los oligonucleótidos ͞“L͟ 

y ͞AdKNtNtR͟. En este caso la teŵperatura de hiďridación fue de 53,3 ˚C  y el tiempo 

de extensión se mantuvo en un minuto. El fragmento amplificado de 169 pb fue ligado 

al vector pGEM-T- easy. Se verificó la incorporación del respectivo fragmento 

amplificado mediante digestiones analíticas. Los plásmidos derivados de dos clones 

fueron secuenciados. A estos se los denoŵinó ͞T-easy5’ADKn͟. 

 

-T-easy-3’ADKn ;Construcción oďtenida para identificar el 3’UTR para el gen TcADKnͿ: 

El ADN copia obtenido a partir del ARN de epiŵastigotes con el oligonucleótido ͞poly 
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T͟ fue aŵplificado por PCR con el oligonucleótido ͞Poly T͟ y ͞AdKnctF͟. La 

temperatura de hibridación fue de 55,5 ˚C y el tiempo de extensión un minuto. El 

producto fue reaŵplificado en una reacción eƋuivalente con los oligonucleótidos ͞Poly 

T͟ y ͞L3ANFX͟. En este caso la teŵperatura de hiďridación fue de 5ϴ ˚C y el tiempo de 

extensión se mantuvo en un minuto. El fragmento amplificado de 400 pb fue ligado al 

vector pGEM-T-easy. Se verificó la incorporación del respectivo fragmento amplificado 

mediante digestiones analíticas. Los plásmidos derivados de dos clones fueron 

secuenciados. A estos se los denoŵinó ͞T-easy3’ADKn͟. 

 

-T-easy-LAN3’ ;Construcción oďtenida para estudiar los posiďles ŵecanisŵos en el 

3’UTR de TcADKnͿ: A partir de ADN genóŵico se levantó la región 3’ UTR TcADKn con 

los oligonucleótidos  ͞L3ANFX͟ y ͞LANR͟. La temperatura de hibridación fue de 55,5 ˚C 

y el tiempo de extensión un minuto. El fragmento amplificado de 579 pb fue ligado al 

vector pGEM-T-easy. Se verificó la incorporación del respectivo fragmento amplificado 

mediante digestiones analíticas. Los plásmidos derivados de dos clones fueron 

secuenciados. A estos se los denoŵinó ͞T-easyLAN3͟. 

 

-Ne: La secuencia codificante de TcADKn se amplificó por PCR con los oligonucleótidos 

͞ADKNF͟ ;HindIIIͿ y ͞ADKnNFR͟ ;“alIͿ y el plásŵido PR“ET ADKn se eŵpleó coŵo 

molde. La temperatura de hibridación fue de 57,2 ˚C y el tiempo de extensión de un 

minuto. El producto de 540 pb fue ligado al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon 

donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a este vector se lo 

denominó T-easy-ADKnF. El plásmido T-easy ADKnF fue digerido HindIII, SalI y fue 

ligado el vector PTEX digerido con las mismas enzimas. La molécula resultante se llamo 

͞Ne͟.  

 

-eN: El vector T-easyADKnF fue digerido HindIII, SpeI y ligado al vector pTex-eGFP(Nt) 

digerido con las ŵisŵas enziŵas. La ŵolécula resultante se llaŵo ͞eN͟. 
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-TF-Ne: La secuencia codificante de TcADKn se amplificó por PCR con los 

oligonucleótidos ͞ADKNFFus͟ ;EcoRIͿ y ͞ADKnNFRB͟ ;BaŵHIͿ y el plásŵido Ne se 

empleó como molde. La temperatura de hibridación fue de 59 ˚C y el tiempo de 

extensión fue de un minuto. El producto de 540 pb fue ligado al vector pGEM-T-easy. 

Se conservó un clon donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de 

transcripción desde el promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a 

este vector se lo denominó T-easy-ADKnFFus. El plásmido T-easy ADKnFFus fue 

digerido EcoRI, BamHI y fue ligado el vector pDIY-egfp digerido con las mismas 

enzimas. La molécula resultante se llaŵo ͞pDIYFusNe͟. Este  plásŵido fue digerido 

EcoRI-XhoI y fue ligado al vector pTex digerido con las mismas enzimas. El plásmido 

resultante fue llaŵado ͞TriFlagNe͟. 

 

-Nte: La secuencia codificante de TcADKn se amplificó por PCR con los oligonucleótidos 

͞ADKnF͟ ;HindIIIͿ y ͞ADKnNtR͟ ;BaŵHIͿ y el plásŵido Ne se eŵpleó coŵo ŵolde. La 

temperatura de hibridación fue de 57,2 ˚C y el tiempo de extensión de un minuto. El 

producto de 340 pb fue ligado al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon donde la 

orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a este vector se lo 

denominó T-easy-Nt. El plásmido T-easy-Omni fue digerido con BamHI y NsiI y el 

fragmento derivado conteniendo el gen de la eGFP fue ligado al T-easy-Nt previamente 

digerido con las mismas enzimas. Este vector se denominó T-easy-Nt-eGFP y fue 

digerido con EcoRI y XhoI y el fragmento correspondiente al gen TcADKn fusionado al 

eGFP fue ligado al vector pTex previamente tratado con las mismas enzimas. La 

ŵolécula resultante se llaŵó ͞Nte͟. 

 

-Cte: La secuencia codificante de TcADKn se amplificó por PCR con los oligonucleótidos 

͞ADKnctF͟ ;EcoRIͿ y ͞ADKnFRB͟ ;BaŵHIͿ y el plásŵido Ne se eŵpleó coŵo ŵolde. La 

temperatura de hibridación fue de 57,2 ˚C y el tiempo de extensión de un minuto. El 

producto de 250 pb fue ligado al vector pGEM-T Easy. Se conservó un clon donde la 

orientación del inserto correspondía a la del sentido de  la transcripción desde el 
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promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a este vector se lo 

denominó T-easy-Nt. El plásmido T-easy-Omni fue digerido con BamHI y NsiI y el 

fragmento derivado conteniendo el gen de la eGFP fue ligado al T-easy-Nt previamente 

digerido con las mismas enzimas. Este vector se denominó T-easy-Ct-eGFP y fue 

digerido con EcoRI y XhoI y el fragmento correspondiente al fragmento Ct del gen 

TcADKn fusionado a la eGFP fue ligado al vector pTex previamente tratado con las 

ŵisŵas enziŵas. La ŵolécula resultante se llaŵó ͞Cte͟. 

-TF-Nt-e: La secuencia codificante de TcADKn se amplificó por PCR con los 

oligonucleótidos ͞ADKnFFus͟ ;EcoRIͿ y ͞ADKnNtR͟ ;BaŵHIͿ y el plásŵido Ne se eŵpleó 

como molde. La temperatura de hibridación fue de 57,6 ˚C y el tiempo de extensión de 

un minuto. El producto de 146 pb fue ligado al vector pGEM-T-easy. Se conservó un 

clon donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción 

desde el promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a este vector se 

lo denominó T-easy-Nt. El plásmido T-easy-Omni fue digerido con BamHI y NsiI y el 

fragmento derivado conteniendo el gen de la eGFP fue ligado al T-easy-Nt previamente 

digerido con las mismas enzimas. Este vector se denominó T-easy-Nt-eGFP y fue 

digerido con EcoRI y XhoI y el fragmento correspondiente al gen de TcADKn fusionado 

al eGFP fue ligado al vector pDIY previamente tratado con las mismas enzimas. La 

molécula resultante se llamó pDIY Nte. Luego este plásmido fue digerido XbaI-XhoI y 

ligado al pTex digerido previamente con las mismas enzimas, la molécula resultante se 

denoŵinó ͞TF-Nt-e͟. 

 

-NtNte  El fragmento de la secuencia codificante de TcADKn se amplificó por PCR con 

los oligonucleótidos ͞ADKnF ͟ ;HindIIIͿ y ͞ADKnNtNtR͟ ;BaŵHIͿ y el plásŵido Ne se 

empleó como molde. La temperatura de hibridación fue de 57,2 ˚C y el tiempo de 

extensión de un minuto. El producto de 146 pb fue ligado al vector pGEM-T Easy. Se 

conservó un clon donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de 

transcripción desde el promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a 

este vector se lo denominó T-easy-NtNt. El plásmido T-easy-Omni fue digerido con 

BamHI y NsiI y el fragmento derivado conteniendo el gen eGFP fue ligado al T-easy-Nt 
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previamente digerido con las mismas enzimas. Este vector se denominó T-easy-NtNt-

eGFP y fue digerido con EcoRI y XhoI y el fragmento correspondiente al fragmento del 

gen de TcADKn fusionado al eGFP fue ligado al vector pTex previamente tratado con 

las ŵisŵas enziŵas. La ŵolécula resultante se llaŵó ͞NtNte͟. 

 

-CtNte: El fragmento de la secuencia codificante de TcADKn se amplificó por PCR con 

los oligonucleótidos ͞ADKnCtNt͟ ;EcoRIͿ y ͞ADKnNTR͟ (BamHI), el plásmido Ne se 

empleó como molde. La temperatura de hibridación fue de 57,2 ˚C y el tiempo de 

extensión de un minuto. El producto de 340 pb fue ligado al vector pGEM-T- easy. Se 

conservó un clon donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de la 

transcripción desde el promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a 

este vector se lo denominó T-easy-Nt. El plásmido T-easy-Omni fue digerido con BamHI 

y NsiI y el fragmento derivado conteniendo el gen eGFP fue ligado al T-easy-Nt 

previamente digerido con las mismas enzimas. Este vector se denominó T-easy-CtNt-

eGFP y fue digerido con EcoRI y XhoI y el fragmento correspondiente al gen TcADKn 

fusionado al eGFP fue ligado al vector pTex previamente tratado con las mismas 

enziŵas. La ŵolécula resultante se llaŵó ͞CtNte͟. 

 

-Deltaploope: El fragmento de la secuencia codificante de TcADKn se amplificó por PCR 

con los oligonucleótidos ͞ADKndeltaploopF͟ ;EcoRIͿ y ͞ADKnNtR͟ ;BaŵHIͿ y el 

plásmido Ne se empleó como molde. La temperatura de hibridación fue de 57,2 ˚C y el 

tiempo de extensión de un minuto. El producto de 140pb fue ligado al vector pGEM-T-

easy. Se conservó un clon donde la orientación del inserto correspondía a la del 

sentido de transcripción desde el promotor T7. La secuencia fue verificada por 

secuenciación y a este vector se lo denominó T-easy-deltaploop. El plásmido T-easy-

Omni fue digerido con BamHI y NsiI y el fragmento derivado conteniendo el gen eGFP 

fue ligado al T-easy-deltaploop previamente digerido con las mismas enzimas. Este 

vector se denominó T-easy-deltaploop-eGFP y fue digerido con EcoRI y XhoI y el 

fragmento correspondiente al gen TcADKn fusionado a la eGFP fue ligado al vector 

pDIY previamente tratado con las mismas enzimas. La molécula resultante se llamó 
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pDIY Nte. Luego este plásmido fue digerido XbaI-XhoI y ligado al pTex digerido 

previamente con las mismas enzimas. La molécula resultante se denomino 

͞deltaploope͟. 

 

-ADKnK20R: La secuencia codificante de TcADKn fue reconstituida en una reacción de 

extensión de secuencias superpuestas (SOEing) combinando ambos productos de 

amplificación en una única reacción de PCR con los oligonucleótidos. La temperatura 

de hibridación fue nuevamente de 58,9 ˚C y el tiempo de extensión de un minuto. El 

producto de 340 pb fue ligado al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon donde la 

orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. El plásmido T-easy-Omni fue digerido con BamHI y NsiI y el fragmento 

derivado conteniendo el gen eGFP fue ligado al T-easy-NtK20R previamente digerido 

con las mismas enzimas. Este vector se denominó T-easy-NtK20R-eGFP y fue digerido 

con EcoRI y XhoI y el fragmento correspondiente al gen TcADKn fusionado a la eGFP 

fue ligado al vector pTex previamente tratado con las mismas enzimas. La molécula 

resultante se llaŵó ͞NtKϮ0Re͟. 

 

-pRSETK20R: El plásmido T-easy-TcADKnK20R  fue digerido con BamHI y XhoI. De la  

digestión se derivó un fragmento correspondiente a la secuencia codificante de la 

adenilato quinasa. Este fragmento fue ligado al vector pRSET A previamente digerido 

con las correspondientes enzimas. El plásmido resultante fue nombrado pRSET-

TcADKnK20R. 

 

-pTREXLANegfp: El vector  T-easy 3’ADKn fue digerido NotI y XhoI, y fue ligado digerido 

al vector T-easy-OMNI con las mismas enzimas. La molécula resultante fue 

denominada pDIY3’ADKnOMNI. Esta ultiŵa fue digerida NotI y “alI y ligada al vector 

pTREXOMNI digerido con las mismas enzimas. La molécula obtenida se llamó 

pTREXOMNILAN. 
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Clonado del gen de TcRps14 

A partir de ADN genómico de Trypanosoma cruzi se amplificaron por PCR con Taq ADN 

polimerasa las regiones codificantes para TcRps14. Esto se realizó según los 

oligonucleótidos ͞RpsϭϰF͟ y ͞RpsϭϰR͟, teŵperaturas de hiďridación y tieŵpos de 

extensión que se describen en la Tabla MM3. 

El producto de PCR se lo ligó al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon donde la 

orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia en cada caso fue verificada por secuenciación. El plásmido 

fue denoŵinado ͞T-easy-Rpsϭϰ͟.  

 

-pTexRps14: La secuencia codificante de TcRps14 se amplificó por PCR con los 

oligonucleótidos ͞RpsϭϰF͟ ;EcoRIͿ y ͞RpsϭϰR͟ ;BaŵHIͿ, utilizando genómico como 

molde. La temperatura de hibridación fue de 57,2 ˚C y el tiempo de extensión de un 

minuto. El producto de 441 pb fue ligado al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon 

donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a este vector se lo 

denominó T-easy-Rps14. El plásmido T-easy-Omni fue digerido con BamHI y NsiI y el 

fragmento derivado conteniendo el gen de la eGFP fue ligado al T-easy-Rps14 

previamente digerido con las mismas enzimas. Este vector se denominó T-easy-Rps14-

eGFP y fue digerido con EcoRI y XhoI y el fragmento correspondiente al gen TcRps14 

fusionado a la eGFP fue ligado al vector pTex previamente tratado con las mismas 

enziŵas. La ŵolécula resultante se llaŵó ͞pTexRpsϭϰegfp͟  

 

-pGEXRps14: La secuencia codificante de TcRps14 se amplificó por PCR con los 

oligonucleótidos ͞RpsϭϰFF͟ ;BaŵHIͿ y ͞RpsϭϰGR͟ ;XhoIͿ, utilizando el vector 

PTexRps14egfp como molde. La temperatura de hibridación fue de 57,2 ˚C y el tiempo 

de extensión de un minuto. El producto de 441 pb fue ligado al vector pGEM-T-easy. Se 

conservó un clon donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de 

transcripción desde el promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a 

este vector se lo denominó T-easy-Rps14stop. El plásmido T-easy-Rps14stop fue 
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digerido BamHI y XhoI y ligado al vector pGEX4T3 previamente digerido con las mismas 

enziŵas. Este vector se denoŵinó ͞pGEXRpsϭϰ͟. 

 

Clonado del gen de TbADKn 

A partir de ADN genómico de Trypanosoma brucei se amplificaron por PCR con Taq 

ADN polimerasa las regiones codificantes para TcRps14. Esto se realizó según los 

oligonucleótidos que se describen en la Tabla MM3, a temperatura de hibridación de 

57,3 ˚C y tiempo de extensión de 1 minuto, por 35 ciclos. 

El producto de PCR se lo ligó al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon donde la 

orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia en cada caso fue verificada por secuenciación. El plásmido 

fue denoŵinado ͞T-easy-TďADKn͟.  

 

-pTexTbADKne: La secuencia codificante de TbADKn  se amplificó por PCR con los 

oligonucleótidos ͞ADKnF͟ ;MfeIͿ y ͞TďADKnR͟ ;BaŵHIͿ y  se eŵpleó genóŵico coŵo 

molde. La temperatura de hibridación fue de 58,3 ˚C y el tiempo de extensión de un 

minuto. El producto de 352 pb fue ligado al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon 

donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia fue verificada por secuenciación y a este vector se lo 

denominó T-easy-TbADKn. El plásmido T-easy-Omni fue digerido con BamHI y NsiI y el 

fragmento derivado conteniendo el gen eGFP fue ligado al T-easy-Nt previamente 

digerido con las mismas enzimas. Este vector se denominó T-easy-TbADKn-eGFP y fue 

digerido conMfeI y XhoI y el fragmento correspondiente al gen TcADKn fusionado a la 

eGFP fue ligado al vector pTex previamente tratado con las mismas enzimas, EcoRI y 

XhoI. Cabe aclarar que MfeI y EcoRI liberan extremos compatibles. La molécula 

resultante se llaŵó ͞pTexTďADKne͟   

Vectores para levaduras: 

-p416 TbADKn: La secuencia codificante de TbADKn  se amplificó por PCR con los 

oligonucleótidos ͞ADKnF͟ ;MfeIͿ y ͞TďADKnpR͟ ;XhoIͿ y  se eŵpleó genóŵico coŵo 

molde. La temperatura de hibridación fue de 57,2 ˚C y el tiempo de extensión de un 
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minuto. El producto de 352 pb fue ligado al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon 

donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

proŵotor T7. La ŵolécula resultante se llaŵo ͞T-easy-TďADKnX͟. Este vector fue 

digerido MfeI y XhoI y ligado al vector p416 digerido con EcoRI y XhoI Cabe aclarar que 

MfeI y EcoRI liberan extremos compatibles. La molécula resultante se llamo 

͞p416TďADKn͟.  

 

-p416TcADKn: El plásmido PRSET-TcADKn  fue digerido con BamHI y XhoI. De la  

digestión se derivó un fragmento correspondiente a la secuencia codificante de la 

adenilato quinasa. Este fragmentos fueron ligados al vector pRSET A previamente 

digerido con las correspondientes enzimas. El plásmido resultante fue nombrado 

͞p416-TcADKn͟. 

 

-p416TcADKnK20R: El plásmido pRSET TcADKnK20R  fue digerido con BamHI y XhoI. De 

la  digestión se derivó un fragmento correspondiente a la secuencia codificante de la 

adenilato quinasa. Este fragmentos fueron ligados al vector pRSET A previamente 

digerido con las correspondientes enzimas. El plásmido resultante fue nombrado 

͞p416-TcADKnKϮ0R͟. 

 

-p416TbADKF: el gen de la ADKF fue obtenido del plásmido p2T7-177-ADKF (Tesis 

Doctoral Dr. León Alberto Bouvier). Este plásmido fue digerido BamHI y HindIII y el gen 

de la ADKF fue ligado al vector p416 digerido con las mismas enzimas. La molécula 

resultante fue denoŵinada   ͞p416ADKF͟. 

 

p416TcADK6: el gen de la ADK6 fue obtenido del plásmido T-easy-ADK6 (Tesis doctoral 

Dr. Leon Alberto Bouvier), fue digerido BamHI y SalI y ligado al vector p416 

previamente digerido con las mismas enzimas. La molecula resultante se llamó 

͞p416ADKϲ͟. 

 

Clonado del gen de EcADK 
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A partir de ADN genómico de E. coli DH5α se aŵplificaron por PCR con TaƋ ADN 

polimerasa las regiones codificantes para EcADK. Esto se realizó según los 

oligonucleótidos que se describen en la Tabla MM3, a  temperatura de hibridación de 

55 ˚C y tiempo de extensión de 1 minuto. 

El producto de PCR de 645 pb se lo ligó al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon 

donde la orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia en cada caso fue verificada por secuenciación. El plásmido 

fue denominado ͞T-easy-ADKEc͟.  

 

-p416EcADK: el vector T-easyADKEc fue digerido  BamHI y  HindIII y ligado al vector 

p416 digerido con las ŵisŵas enziŵas. La ŵolécula resultante se llaŵo ͞p416ADKEc͟. 

 

Clonado del gen de FAP7 

A partir de ADN genómico de levaduras, S. cereviciae se amplificaron por PCR con Taq 

ADN polimerasa las regiones codificantes para FAP7. Esto se realizó según los 

oligonucleótidos que se describen en la Tabla MM3  ͞FAP7F͟y ͞FAP7R͟,  a teŵperatura 

de hibridación de 55 ˚C y tiempo de extensión de 1 minuto por 35 ciclos. 

El producto de PCR se ligó al vector pGEM-T-easy. Se conservó un clon donde la 

orientación del inserto correspondía a la del sentido de transcripción desde el 

promotor T7. La secuencia en cada caso fue verificada por secuenciación. El plásmido 

fue denoŵinado ͞T-easy-FAP7͟.  

 

-p416FAP7: el plásmido T-easy FAP7 fue digerido EcoRI y XhoI y ligado al vector p416 

digerido con las ŵisŵas enziŵas. La ŵolécula resultante se noŵďro ͞p416FAP7͟. 
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primer secuencia sitio de Restricción Tm (˚CͿ 

ADKNF AAGCTTGATGTTGCAGAGTCCG HindIII 55,2 

ADKNFus GAATTCATGTTGCAGAGTCCG EcoRI 56,2 

ADKNR CTCGAGGTCACGACGCTGCATTACCCCTC XhoI 55,6 

ADKnNFRB GGATCCCGACGCTGCATTACCCCTCA BamHI 53,4 

L3ANFX CTCGAGGGAAAACAACACTCTTGAAGAAA XhoI 56,7 

LANR TATAACGGAGCAAAGGGCG - 55,4 

tbADKNpF CTAGAATGCAACAGCCG XbaI 58,9 

tbADKNpR AAGCTTCGGGCCATGAATTTCAGCC HindIII 57,8 

FAP7F GAATTC ATGGAAGCAAGACGGTATGG  EcoRI 59,4 

FAP7R CTCGAG CTACTCACTGTCTTCATCGT  XhoI 58,9 

ECF GGATCCATGCGTATCATTCTGCTTG BamHI 55,4 

ECR AAGCTTAAGCTTAGCCGAGAATTTT HindIII 54,3 

ADK6F GGATCCATGAAGTTTGTTTTGATGGGAG BamHI 56,7 

ADK6R AAGCTTCCAGAGCACTATTTGAGCCC HindIII 57,8 

ADKFF CCGAAGCTTATGAAGGTAATTTTTCTTGGACCTCC BamHI 58,8 

ADKFR TAAGGTACCTTAATTCCCATGTATCTTTGCACCG HindIII 54,5 

R14pGF GGATCCATGTCGAAGAAGCAGGAAGTGAA BamHI 56,7 

R14pGR CTCGAGCTACAACGACGACCACGGC XhoI 56,9 

Rps14F GGAATTCATGTCGAAGAAGCAGGAA G EcoRI 55,9 

Rps14R GGATCCCTACAGACGACGACCACGGC  BamHI 55,2 

tbADKNF CAATTGATGCAACAGCCGAAAGGAAT MfeI 57,4 

tbADKNR GGATCTACTTGCCTGAATGGAACCGAC BamHI 57,8 

ADKNFR GTCGACCGACGCTGCATTACCCCTCA SalI 57,6 

ADKNNTR GGATCCAATTTTCCCCACCT BamHI 58,6 

ADKNCTF GAATTC GTGAAGGAGAATCACTTCTACAGCGAGTA EcoRI 54,3 

EGFR AAGCTTTTGTACAGCTCGTCCATGCC HindIII 55,4 

ADKNNTNTR GGATCCAATTTTCCCCACCT BamHI 56,9 

ADKNCtNtF GAATTC GTGAAGGAGAATCACTTCTACAGCGAGTA EcoRI 56,3 
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sploopF GAATTCATGACATCTCTCGCTGAGCTTCTTAC EcoRI 53,6 

ANK2RF GGA ACA GGC AGG ACC TCT CTT GCT G - 52,3 

ANK2RR CAG CAA GAG AGG TCC TGC CTG TTC C - 51,6 

ADKNDNES GGARCCTTCAAGAGTGTTGTTTTCCG BamHI 58,9 

SL AACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTATATTG - 63,2 

oligodT GGGACAGGGTTTTTTTTTTTTTTTV - 59,2 

H2BF TCCATGGCCACCCCCAAAAGCTCGT NcoI 64 

NdPK3F GCTAGCATGGCGCTATCGAGGAGG NheI 56,2 

 

Tabla MM3: oligonucleótidos utilizados para realizar las construcciones mencionadas previamente. Se indican el 

nombre del oligonucleótido, su secuencia, el sitio de restricción y su Tm. 

 

Clonado del Locus Ribosomal 

Mediante búsqueda bioinformáticas en el genedb no pudimos encontrar el locus 

ribosomal completo. Encontramos únicamente contigs que contenían los distintos 

fragmentos del locus ribosomal. Por homología con el locus ribosomal de 

Trypanosoma brucei armamos un locus tentativo ribosomal para T. cruzi. Sobre el 

mismo diseñamos oligonucleótidos para clonar los distintos fragmentos y poder 

reconstruir el locus correctamente (tabla MM4). Los oligonucleótidos fueron diseñados 

sobre los ARNr que corresponden a las secuencias mas conservadas.  Fragmentamos el 

locus ribosomal en 9 fragmentos, que iban desde las 1000pb a las 5000pb. Los 

fragmentos mayores a 2,5kb fueron clonados utilizando la técnica de long PCR, con 

LAAcuTaq Sigma, siguiendo el protocolo indicado por el despachante. Los fragmentos 

de PCR fueron clonados en el vector pGEM-T-easy (Promega) y enviados a secuenciar.  

Se utilizaron ADN genómicos de las cepas Y y CL-Brener con el fin de identificar 

diferencias entre cepas. 

Las diferencias entre cepas fueron analizadas alineando las secuencias y por Dot-Plot. 
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Figura MM12: Esquema del locus ribosomal de T. cruzi donde se detallan el promotor, el ETS1 y 2 y los ITS1 y 2. 

Ademas se detallan los juegos de oligonucleotidos utilizados para la secuenciacion del locus ribosomal. El Locus 

ribosomal fue fragmentado en 9 fragmentos.  

 

Frag primer F secuencia Primer R secuencia2 

1 rDNA1F CGTGTCCTTGTGTGATTC rDNA1R CACGGAATGAATTGAATC 

2 rDNA2F GATTCAATTCATTCCGTG rDNA2R TGCAGGTTCACCTACAG 

3 rDNA3F CTGTAGGTGAACCTGCAGCT rDNA3R CTTGTTCGCTATCGGTCTTC 

4 rDNA4F CTGGCAGGTATGTGTCTGCC rDNA4R TCTCTGTTGCCCCTTTTCAG 

5 rDNA5F CTGAAAAGGGGCAACAGAGA rDNA5R ATCCCAAACCTAGACGGTGC 

6 rDNA6F GCACCGTCTAGGTTTGGGAT rDNA6R GAGCACTTGCCGTTCGACAA 

7 rDNA7F TTGTCGAACGGCAAGTGCTC rDNA7R GTCTTGTGATCATGGAGATA 

8 rDNA8F TATCTCCATGATCACAAGACATT rDNA8R TTTAGTCCCTGAGCATGAAA 

9 rDNA9F ACACGTCCCTCTCCAAACGA rDNA9R CAATTTATTAAAAACCTCAATGAC 

Tabla MM4: oligonucleótidos utilizados para clonar los distintos fragmentos del locus ribosomal. Se indican el 

nombre del oligonucleótido, su secuencia, el sitio de restricción y su Tm. 
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