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O Algunos aspectos de la organizacion y regulacion
geneética en Trypanosoma cruzi. El agente etiologico
de la enfermedad de Chagas

Alberto Gémez Gutiérrez,* Victor M. Monteén Padilla**

RESUMEN. Lainfeccion por Trypanosoma cruzi causa la enferme-
dad de Chagas que es endémica en algunas zonas de México. Su
agente etioldgico que es un parasito obligado presenta un compor-
tamiento clonal y por lo tanto hay diversas cepas del parasito con
caracteristicas genéticas diferenciales. En el presente trabajo se revi-
san algunos aspectos relevantes de la organizacion gendémica, los
mecanismos de transcripcion y postranscripcion de T. cruzi, que es
un organismo eucarionte con un genoma rico en secuencias de re-
peticién, genes arreglados en paquetes con espacios intergénicos y
pocas secuencias promotoras identificadas. Asi como un RNA pri-
mario policistronico y generalmente sin intrones que se madura a
través de trans-splicing y cuya regulacién ocurre primordialmente
anivel postranscripcional.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, regulacién genética, enferme-
dad de Chagas.

ASPECTOSGENERALESDE LA INFECCION EN
MEXICO

L os primeros casos de enfermedad de Chagas en Méxi-
co fueron reconocidos en el estado de Oaxaca en 1940
(Mazotti 1940). A partir de esa fecha se han venido reali-
zando diversos estudios epidemioldgicos, que identifican
las Costas y la parte Sur-Sureste como zonas endémicas de
nuestro pais (Tay et al 1981; Velasco-Castrejon et a 1986;
Salazar-Schetino et al 1988; Velasco-Castrejon et al 1992;
Monteon et al 1996). En un estudio llevado a cabo en el
estado de Chiapas, se encontraron seroprevalencias dife-
renciales en humanos de tres regiones estudiadas. en la
zona de la selva 'y la montafia se observé una seropreva-
lencia alta de anticuerpos anti- Trypanosoma cruz de hasta
32%, mientras en la costa del mismo estado se reconocio
sblo el 1% (Mazariego-Arana et al 2001). En el altiplano
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ABSTRACT. Trypanosoma cruzi infection and Chagas disease have
been recognized as endemic problem in some areas of México, its
etiologic agent, the T. cruzi parasite shows a clonal behavior with
particular genetic characteristics within populations. In the present
work we review some significant aspects of T. cruz such asits ge-
nomic organization, transcription and post-transcriptional mecha-
nisms. T. cruz is an eukaryotic micro-organism with highly repeat-
ed sequences in its genome, their genes are tandem accommodated
and interrupted by short intergenic spaces, and only few promoter
sequences have been identified at the moment. A primary polycis-
tronic RNA without introns that maturate by a trans-splicing mech-
anism with differential gene expression regulated basically at the
post-transcriptional level.

Key words: Trypanosoma cruz, genetic regulation, Chagas disease.

mexicano como Puebla y Morelos se ha informado tam-
bién seroprevalencias variables, que oscilan desde 4 hasta
el 17% (Rangel-Flores et a 2001; Sosa-Jurado et a 2003).
Estos datos sugieren que la distribucion de la infeccién es
heterogénea dentro del pais.

Asi mismo, se ha reconocido que el vector transmisor
de lainfeccion esta précticamente en toda la republicay
existen alrededor de 31 especies, muchas de ellas infecta-
das (Vidal-Acosta et al 2000).

Desde que se informo en un estudio pionero en el esta-
do de Oaxaca, €l papel de la transfusién sanguinea como
otro mecanismo de transmision de lainfeccién (Goldsmith
et al 1978), se han venido realizando diversos estudios y
en afos recientes se ha profundizado sobre la importancia
de este mecanismo, encontrando donadores positivos en
diversos estados del pais. Por ejemplo en los estados de
Puebla, Morelos, Jalisco y en la ciudad de México se ha
visto que la seroprevalencia oscilaentre el 17 al 0.3% (Ra-
mos-Echevarria et al 1993; Trujillo-Contreras et al 1993;
Guzman-Bracho et al 1998; Guzman-Bracho et al 1998;
Montedn-Padilla et al 1999; Sanchez-Guillén et al 2002).
En un estudio mas amplio que incluyé a 18 bancos de san-
gre de 18 estados del pais, se encontrd una seroprevalencia
promedio del 1.5% (Guzman-Bracho et al 1998).

Todos estos datos apoyan fuertemente que la infeccién
por T. cruzi en nuestro pais puede ser endémica para algu-
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nas zonas y con riesgo a nivel nacional, esto Ultimo debi-
do ala migracion que se viene dando de poblaciones de
zonas rurales endémicas hacia las ciudades, de tal forma
gue la infeccién tiende a urbanizarse, ya que puede adqui-
rirse por transfusion sanguinea de estos donadores infecta-
dos y que son portadores asintomaticos de la infeccion.
Debido a que en la mayoria de los bancos de sangre de
nuestro pais no se realiza de forma obligatoria el escruti-
nio seroldgico para detectar lainfeccion por T. cruz, en-
tonces el riesgo es cada vez mayor, a no ser que se imple-
menten procedimientos para su deteccion.

TRYPANOSOMA CRUZI

El agente etiolégico de la enfermedad de Chagas o tri-
panosomiasis americana (TA) es un protozoario digenéti-
o, que en su ciclo de vida estan involucrados dos hospe-
deros. un invertebrado (un insecto triatomino) donde se
desarrollan dos fases de vida del parasito, €l epimastigote
y tripomastigote metaciclico y un hospedero vertebrado
(mamifero) donde se desarrollan las otras dos fases del pa-
résito, el tripomastigote sanguineo y el amastigote.

Cuando un triatomino infectado por T. cruz se esta ali-
mentando de sangre, su abdomen se llenay se estimula el
reflejo de deyeccidn; asi, en las heces u orina se puede en-
contrar tanto epimastigotes como tripomastigotes metaci-
clicos (Figuras lay b), este Gltimo es la fase infecciosa
para el mamifero. Si las heces u orina son depositadas cer-
cade unalesion en lapiel, el tripomastigote metaciclico
gana acceso al organismo através de estalesiéon y alli in
situ parasitara a las células de la dermis o terminara siendo

fagocitado por PMN o monocitos que se hayan infiltrado
en el tejido (Figuras 1cy d). Unavez en €l interior de la
célula, se transformara en amastigote, que es lafase intra-
celular replicativa (Figura 1€), después de varios ciclos de
divisién binaria, los amastigotes se transformaran en tripo-
mastigotes, los cuales lisaran a la célula que los contiene
y seran liberados al torrente sanguineo (Figura 1 f). De
esta manera se diseminan hacia otros tejidos y cuando un
triatomino se alimenta de este mamifero infectado, |0s tri-
pomastigotes sanguineos infectaran al triatomay en su in-
testino se transformaran en epimastigotes, que eslafase re-
plicativa en el insecto, para posteriormente transformarse
de nuevo a tripomastigotes metaciclicos, que saldran en
las hecesy orina del triatoma cuando se alimente de nuevo
(Figuralg).

El parésito forma poblaciones muy heterogéneas de in-
dividuos con un comportamiento clonal (Deininger & Da-
niels 1986; Tibayrenc et al 1990), que dan origen a diver-
sas cepas en distintas zonas geogréficas. Cada cepa esta
conformada por un grupo finito de clonasy éstas se van se-
leccionando dependiendo de la especie de hospedero ma-
mifero, proliferando aquellas clonas que mejor se adaptan,
y de la especie de insecto vector involucrado en la trans-
misién, teniendo mayor posibilidad aquellas clonas con
mayor capacidad de metaciclogénesis, ya que ésta varia en
funcién de la especie de triatomay del ciclo de transmi-
sion que se esté llevando a cabo, ya sea el silvestre, peri-
doméstico o doméstico. Es por ello que se detecta poli-
morfismo genético entre las diferentes cepas, cuando se
analizan por RFLP (Restriction Fragment L ength Polymor-
phism: Polimorfismo de la longitud del fragmento de res-

El triatoma vector (1) se infecta con la
fase de tripomastigote sanguineo (8)
de un mamifero infectado, el tripomas-
tigote se diferencia a epimastigote (2)
en el intestino del vector y posterior-
mente se transforma a tripomastigote
metaciclico (3), que es la fase infec-
tante al humano (4), en el sitio de ino-
culacién como la piel (5) invade a las
células (6) y se divide de forma intra-
celular como amastigote (7), después
de varias rondas de replicacion se
transforma en tripomastigote y se libe-
ra al torrente sanguineo para invadir
nuevas células, pero también resulta la
fase infectante para un vector (1) que
en ese momento se alimente de sangre
de ese humano infectado, cerrdndose
el ciclo.

Figura 1. Ciclo de vida de Trypano-
soma cruzi.
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triccion) y RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA:
DNA Polimérfico amplificado aleatoriamente) (Morel et al
1980; Tibayrenc et al 1993). El reconocimiento de estas
diferencias ha llevado a clasificar al T. cruzi dentro de dis-
tintos grupos y eventual mente establecer asociaciones con
las entidades clinicas de la enfermedad, con sus ciclos de
transmision (selvatico, peridomeéstico y doméstico) y su fi-
logenia (Souto et al 1996; Oliveira et al 1998; Fernandes
et al 1999). Por estudios de marcadores nucleares se ha
propuesto que existen dos genotipos o lingjesde T. cruz,
[lamados T. cruzi | y T. cruzi Il (Souto et al 1996; Tiba-
yrenc 1995) y dentro de este Ultimo hay subgrupos l1a, 11b,
llc, Ild y lle (anonymous, 1999). El lingje | se ha asociado
alos ciclos de transmisién selvéticay que al parecer son
los genotipos que se encuentran en México; mientras que
el lingje Il se ha asociado mas fuertemente a los ciclos de
transmision doméstica donde el humano se ve seriamente
involucrado.

En relacion alafilogenia, se sabe que si un organismo
presenta un comportamiento clonal, su informacion gené-
tica debera haberse mantenido sin intercambio entre los
diferentes lingjes del organismo y como se sefialé ante-
riormente, en T. cruzi se ha propuesto que este tipo de
comportamiento existe. Cabe aclarar que es dificil deter-
minar si un organismo ha evolucionado de forma clonal,
por divergencias o intercambios genéticos, debido a que
muchas veces no se conoce con exactitud cudl erael com-
portamiento del mismo organismo millones de afios atrésy
s6lo se tienen evidencias de su evolucion através de algu-
nos genes y la construccion de arboles filogenéticos. Den-
tro de la construccion de arboles filogenéticos existen dos
métodos para ello: el fenetista (phenetics), que considera
el mayor nimero de caracteristicas a las cuales se les asig-
na un marcador numérico y estos valores son analizados
matematicamente y el cladista (cladistics) que si bien
toma también el mayor nimero de caracteristicas, no todas
tienen el mismo valor, dando mayor importancia a aque-
llas caracteristicas que tengan relevancia en el proceso
evolutivo de los organismos en cuestién. De esta forma se
dice que hay evolucion convergente (homoplasia) cuando
la misma caracteristica evoluciona o aparece en dos lina-
jes diferentes, mientras que un caracter ancestral es cuando
se ha dado origen a caracteristicas derivadas de éste en di-
ferentes organismos (homologia).

En T. cruzi se hasugerido que debi6 existir intercambio
genético entre lingjes, idea que es apoyada por el analisis
de dos enzimas nucleares (tripanotion reductasa y dihidro-
folato reductasa-timidilato sintetasa) y dos enzimas mito-
condriales (subunidad 11 de la citocromo C oxidasay de la
NADH deshidrogenasa) (Machado & Ayala 2001). Estas
observaciones llevan a preguntar si l0s tripanosomas tu-
vieron un origen monofilético o si provienen de mas de
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dos ancestros (parafiléticos o polifiléticos). Los estudios
pioneros que utilizaron genes mitocondriales y ribosoma-
les sugieren esta Ultima posibilidad (Gomez et al 1991;
Fernandes et al 1993; mas sin embargo en estudios poste-
riores utilizando genes de la enzima gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa'y el RNA de la subunidad pequefia del ri-
bosoma, sugiere que todos los tripanosomas sanguineos
de vertebrados, son monofiléticos (un solo origen) y que
su ancestro debid de ser un parasito de insectos que se
adapto alos vertebrados (Hamilton et al 2004). (El térmi-
no monofilético se refiere cuando dos secuencias derivan
de una misma secuencia ancestral). Al grupo de secuencias
monofiléticas se les llama “clado”. Por lo tanto, depen-
diendo del tipo de marcador genético que se utilice, esto
nos conducira a conclusiones diferentes, por 1o que se
debe escoger el mayor nimero de marcadores posibles
paralocalizar aguellos que fueron ancestrales.

En México el genotipo o lingje | de T. cruz es el que
con mayor frecuencia se ha reconocido, a diferencia de lo
encontrado en Sudamérica; aunque algunos investigado-
res sugieren que €l linagje | es menos patogénico a huma-
no, sin embargo la forma cardiaca de la enfermedad de
Chagas en México es clinicamente similar a la reportada
en Sudameérica, |o que sugeriria que ambos lingjes son pa-
togénicos.

El reconocer que existen diferentes clonas circulando
entre los diversos hospederos y el transmisor y que estas
poblaciones de parasitos se van seleccionando al pasar de
vector-hospedero-vector; entonces el conocimiento de su
organizacion gendmica, |os mecanismos de regulacion de
la transcripcion y postranscripcion son elementos determi-
nantes que podrian ayudar a explicar su evolucion, adap-
tacion a sus diferentes hospederos, las formas clinicas que
producen, la diversidad de virulencia, las interacciones
hospedero-parasito y sus posibles blancos terapéuticos.

ORGANIZACION GENOMICA DE TRYPANOSOMA
CRUZI

La caracterizacién citogenética del parasito ha sido di-
ficil de establecer, ya que sus cromosomas se condensan
pobremente durante la divisién nuclear (Henriksson et al
1996). Sin embargo, un estudio a nivel de microscopia
electronica permitio detectar 10 placas densas durante la
division nuclear y la asociacion de estas placas con el gje
ecuatorial sugirié que podria contener a menos 10 cromo-
somas (Solari 1980).

Se sabe que los centromeros son los locis donde el cine-
tocoro se ensambla, este complejo nucleo proteico es el
lugar donde los microtubulos se anclan para la segrega-
cion de los cromosomas. Los centromeros de metazoarios
tienden a ser muy largos, de 250 kb hasta 5,000 kb, en le-
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vaduras de 40 a 120 kb y en T. cruz se ha observado que
son de aproximadamente 16 kb, siendo ricos en secuen-
cias GC (Obado et al 2005).

El desarrollo de la electroforesis de campo pulsado per-
mitié avances para la separacion preliminar de los cromo-
somas del parasito y asi proponer que T. cruzi es un orga-
nismo diploide con un genoma que se distribuye en pares
de cromosomas homélogos y que en general varian en ta-
mafio debido a las unidades de repeticion o secuencias no
codificadoras (Tibayrenc & Ayala 1987). Su genoma ha-
ploide se estimd de 30-40 Mb (mega bases) con alrededor
de 10,000 genes, sus cromosomas con un tamafno entre
0.3-10 Mb. Ademas con base en estudios de localizacién
de genes presentes en copia Unica como |os genes de man-
tenimiento (housekeeping), se establecio que el parasito
no presentameiosis (Tibayrenc & Ayala 1987).

Al aplicar el sistema CHEF (Contour-clamped homoge-
nous electric field, Campo eléctrico homogéneo ajustado
a contorno), que es capaz de resolver y separar Cromoso-
mas hasta de 1.6 Mpb, se encontré que podian identificar-
se entre 20 y 24 bandas cromosdmicas, dependiendo de la
cepa de parasito empleada (Wagner & So 1990).

Utilizando este mismo procedimiento para separar cro-
mosomas y utilizando sondas de genes multicopia, como
los de las a-tubulina, S-tubulina, ubiquitina, rRNA y la
proteina de superficie de 85kDa de T. cruzi, se encontrd
gue el tamafio y nimero de cromosomas donde estan con-
tenidos estos genes (locis) varian ampliamente entre las
cepas, |0 que sugiere que existe un fenébmeno de translo-
cacion de los mismos. Este fendmeno de transposicion fue
observado al utilizar como sonda el gen del RNA, [lamado
mini-exén que tiene un tamafio aproximado de 610 pb,
gue es codificado en copia multiple y arreglado uno tras
otro. Se observo que el patron de hibridacion cambiaba en
funcion del tiempo de cultivo de los parésitos, estas obser-
vaciones sugirieron que el paguete de genes del mini-exén
pudiera ser la principal causa de rearreglo y transposicion
(Lanar et a 1981), aunado al alto contenido de retrotrans-
posones, se explicaria porqué se presentan tantos genes re-
petidos y ademas uno tras otro. Estos genes pueden ser €l
misSmo gen que se repite varias veces 0 hasta cientos de
VECes, aungue no con secuencias idénticas o puede haber
mas de un gen arreglado uno tras otro (Arner et al 2007).

A partir de lainformacion recientemente obtenida del
proyecto de secuenciacion del genomade T. cruzi, donde
se empled la cepa de referencia CL-Brener, se establecio
gue su genoma haploide es de 67 Mb y sus haplotipos pre-
sentan un alto grado de ocurrencia o presencia de dos o
mas genes diferentes siempre en un Mismo cromosoma par-
ticular, concepto que en inglés se conoce como “synteny”
y el nimero de genes se estimd ahora alrededor de 12,000.
Otro hallazgo importante fue reconocer que su genoma

presenta un alto grado de secuencias repetidas, que consti-
tuyen hasta el 50% del mismo y la mayoria de estas se-
cuencias repetidas son familias de genes que codifican
para proteinas de superficie del parasito, como las mucinas
y las transialidasas, ademas de repeticiones subteloméricas
y retrotransposones.

L os genes se encuentran en grupos o familias, arregla-
dos uno tras otro en la misma hebra de DNA con secuen-
ciasintergénicasy sin intrones. Por gjemplo, las proteinas
de superficie del parasito son codificadas por familias de
genes extremadamente grandes y muy heterogéneas (El-
Sayed et al, 2005). Aungue el niUmero de copias de estos
genes quedod subestimado en el proyecto de secuencia-
cion del genomade T. cruzi, debido a que estan acomo-
dados uno tras otro y pueden repetirse hasta cientos de
veces, que al tratar de unir los fragmentos secuenciados
obtenidos por la técnica de “ Shotgun” resulta dificil sa-
ber con precisién cuantas veces se ha repetido un deter-
minado gen. Se ha observado que existe un alto grado de
conservacion de estas copias repetidas dentro del mismo
cromosoma, no asi cuando se encuentra localizada en di-
ferentes cromosomas, 1o que sugeriria que la expansion
de estos genes es reciente. Por |o que ha resultado parti-
cularmente importante agrupar estas isoformas en fami-
lias de genes, que contienen cientos de miembrosy diver-
sos entre si.

Asi tenemos que la miosina tiene 7 familias de genes
por haplotipo, dispersos en diferentes locis, pero con una
diversidad considerable en sus secuencias, generando de
esta manera dos tipos de miosina. Otro ejemplo lo consti-
tuyen las transialidasas, de las cuales existen mas de 1,000
miembros, pero sélo una fraccién pequefia de ellos codifi-
ca paralaenzimafuncional.

Al analizar la base de datos de |os genes repetidos de T.
cruzi con distintos métodos, como alineamientos multi-
ples, secuencias codificadoras de genes y pseudogenes, se-
cuencias codificadoras colapsadas y localizacion de “cas-
settes’ de repeticién, se encontrd que estas unidades de
repeticion contenian al gen, secuencias no codificadoras o
espacios intergénicos, y algunas ocasiones hasta dos genes
diferentes se podian repetir; el arreglo en “tandem” de uno
tras otro, de gen-secuencia no codificadora-gen secuencia
no codificadora, podria repetirse hasta cientos de veces,
que se encontraba flanqueado por una secuencia Unica en
cadaextremo (Arner et al 2007).

También se observé que esta unidad de repeticién po-
dia cambiar dentro del mismo haplotipo, pero rara vez
conducia a un cambio de aminoéacidos y por lo tanto ala
funcion de la proteina. Aunque se han observado casos de
polimorfismo como el gen delamiosinay el delastransia-
lidasas, en estas Ultimas, unas tienen funcion enziméticay
otras la pierden.
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Por estudios de citometria de flujo, se observé que el
genoma del parasito sufre frecuentes duplicaciones o dis-
minuciones en su tamafio (Lanar et a 1981; Dvorak
1984), fendmeno que podria asociarse a expansién/con-
traccién de elementos de repeticion de DNA, que como ya
sabemos son muy abundantes en T. cruzi, y/o eliminacion
o amplificaciones de secuencias repetidas de genes que se
encuentran en uno tras otro “tandem”, lo que provocaria
un cambio en el tamafio.

En el 2001 se analiz6 el polimorfismo cromosémico y
el tamafio del genoma de los dos linajes de T. cruzi, en-
contrandose que el nimero de bandas cromosdmicas fue
mayor paraT. cruzi Il (19-22 bandas) que paraT. cruz |
(17-18 bandas) (Wen et a 2001). Todo esto indica clara-
mente la variacion y polimorfismo dentro del parasito.
Pero més recientemente se estableci6 que el tamafio del ge-
noma es de 60,372,297 bases, y €l nmero de cromosomas
parael lingjell esde 30y entre 17-22 para el lingjel (Var-
gas et a 2004; El-Sayed et al 2005).

La funcién de estas familias de DNA de repeticiéon no
se ha determinado cabalmente, sin embargo se sugiere que
puedan estar implicadas en los procesos de regulacion
postranscripcional, como en el caso de las secuencias Alu
en humanos (Deininger & Daniels 1986), ademas de pro-
mover el desarrollo evolutivo por su capacidad de trans-
ponerse dentro del genoma (Epplen 1992).

Estas secuencias de repeticion se han clasificado como
secuencias no largas de repeticién terminales (non-LTR)
queincluye alosllamados LINESs (Long Interspersed Nu-
cleotide Elements; Elementos nucleotidicos largos inter-
dispersos) y alos SINESs (Short Interspersed Nucleotide
Elements: Elementos nucleotidicos cortos interdispersos);
los LINESs son considerados elementos autbnomos, ya
que ellos mismos codifican para las enzimas (reverso-
transcriptasa, endonucleasa, RNasa H) y secuencias con-
senso en el DNA para su reconocimiento, que promover su
movilizacion dentro del genoma, también llamados ele-
mentos poli (A), los cuales estan flanqueados por secuen-
cias de tamarfio variable que son el blanco de la duplica-
cién y carecen de las secuencias de repeticion largas
terminales, que se encuentran en los retrovirus, su tamafno
oscila en varios kilobases. Los LINE son elementos que
codifican para enzimas involucradas en su propia movili-
zacion, mientras que los SINE son reconocidos y movili-
zados por lamaquinariade los LINE.

Lamovilizacion delos“non-LTR” se daal parecer por-
que contienen un promotor interno, que es capaz de ser
leido por laRNA pol 1I, promoviendo asi su transcripcion,
y generando un RNAm que codifica para una endonucl ea-
sa, una 3’ fosfatasa, 3 fosfodiesterasa, una reverso trans-
criptasa, una RNAasa H y una chaperona para écidos nu-
cleicos. (Martin et al 1995; Heras et al 2007).
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Mientras que los LTR son retroelementos que incluyen
a los retrovirus y retrotransposones, que conservan sus
propios promotores para la RNA pol, que son transcritos
de formareversa a partir de RNA, generando un cDNA y
luego un DNA de doble cadena que puede insertarse y
transponerse.

Los SINESs tienen un tamafio menor alos 500 pb y ca-
recen de la capacidad de transponerse por si solos, por lo
que requieren de enzimas codificadas en trans, como se
menciond anteriormente.

EnT. cruz el primer elemento de repeticion encontrado
fue el DNA “satélite” que representa hasta el 9% de su ge-
noma nuclear y que fue aislado después de someter a di-
gestion el DNA total del parasito conlaenzimaBsp | y se-
pararlo a través de un gradiente de sacarosa. Su tamafio
result6 de 195-196 pb encontrandose del orden de
120,000 copias por genoma (Sloof et al 1983). Posterior-
mente se detectaron secuencias de repeticion Ilamadas
E13, que se encontraron dispersas a través de todo el geno-
ma como un grupo polimérfico de secuencias con un nu-
mero de copias alrededor de 1 x 10% y que representa
aproximadamente el 7% de su genoma. Este elemento es
especie especifico, ya que no presenta hibridacion cruzada
con genomas de otros tripanosomatidos. Otra secuencia de
repeticion en menor nimero es la E12 y que se encuentra
distribuida en todos los cromosomas (Requena et al 1992;
Requena et al 1994).

Para la identificacion de estas secuencias de repeticion,
el procedimiento basico que se siguio fue la digestion de
un banco gendmico del parasito con la enzima Eco RI,
para después probarse con una sonda total de T. cruz. Las
clonas que presentaron una sefial de hibridacion intensa se
aislaron y fueron usadas como sondas en el DNA del paré-
sito digerido, pero ahora con diferentes enzimas de restric-
cion, separado por electroforesis y transferido a membra-
nas (Southern blot). Los resultados obtenidos, por ejemplo
con la sonda E12, mostraron que independientemente de la
enzima de restriccién utilizada, se observaba un patrén de
hibridacion complejo, indicando que existia una alta dis-
persion de este elemento dentro del genoma (Requena et
al 1992).

Al realizar |a separacion del DNA de T. cruzi en una
electroforesis alternante en gel de campo ortogonal (OFAGE)
parala separacion de los cromosomas, €l cual se transferia
a membranas para probar con la sonda en cuestién, se ob-
servé que la sonda hibridaba con la mayoria de los cromo-
somas, |0 que indicaba que se encontraba esta secuencia
distribuida en todos ellos. En ensayos de hibridacién con
DNA de T. cruz total, utilizando como sonda cantidades
conocidas del fragmento E12 marcado radiactivamente en
Dot-blot, se pudo calcular, en funcién de la cantidad de ra-
diactividad incorporada, que el elemento E12 representa-
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ba cercadel 2.5% del total del DNA genoma. En este traba-
jo consideraron que si el tamafio de E12 esde 1,123 pby
s se asume que el genoma de T. cruz erade 2.5 x 108 pb,
entonces se obtendran del orden de 5.6 x 103 copias del
gen (Requena et al 1992). En un estudio publicado dos
anos después por este mismo grupo, encontraron que este
elemento E12 formaba parte de las moléculas transcritas y
que selocalizaen el RNA poli-(A) y que posiblemente ser-
via como sitio de poli-adenilacién. (Requena et al 1994).
Con esta informacion se pudo sugerir que estas secuencias
de repeticion que se encuentran distribuidas en el genoma,
no tan sélo son secuencias “basura’ sino que pueden estar
involucradas en |os procesos de maduracion de los RNAm.

Trabajos posteriores identificaron otro elemento de 40
kDallamado “NL1Tc” o retrotransposon sin repeticiones
largas (LTR), el cual codifica para una endonucleasa que
reconoce AP (apurinicos-apirimidinicos) de tal forma que
es capaz de transponerse y encontrarse disperso por todo
el genoma (Martin F et al 1995; Olivares et a 2002).

Otros elementos identificados han sido el DGF-1 que se
encuentra aproximadamente en 220 copias por genomay
su tamario es de 10-12 kb, (Martin et al 1995) el L1Tc de
5 kb y 2000 copias por genoma, que se encuentra disperso
€en varios cromosomas, reconociéndose ademas que su se-
cuencia tiene homologia con una reverso transcriptasa 'y
una proteina con actividad de RNasa H. En general los
LINE poseen marcos de lectura de abierto (ORF) paraenzi-
mas que pueden estar involucradas en su propia transposi-
cion, no asi los SINE que no poseen capacidad para codifi-
car sus propias proteinas y transponerse (Jelinek &
Schmidt 1982; Winker et al 1992).

Al secuenciar los genes que codifican para las proteinas
ribosomales P de T. cruz, se encontré que algunos de ellos
también estan arreglados en paquetes de uno tras otro (tan-
dem) y conectados por un nuevo tipo de secuencia de re-
peticion, denominada SIRE (Short Interspersed Repetitive
Element: Elementos cortos repetitivos intercalados) de
428 pb que se localizan inmediatamente hacia el extremo
5" deuno de ellosy hacia el extremo 3’ del siguiente gen.
Estas secuencias de repeticion se encuentran distribuidas
en todo el genoma entre 1,500-3,000 copias dependiendo
de la especie (Vazquez at al 1999) y se encuentran alta-
mente conservadas en T. cruzi (Vazquez et al 2000). Por lo
gue se penso que estas secuencias de repeticién, que se en-
cuentran flanqueando a los genes podrian tener funciones
en laregulacion de la expresion de éstos.

Ahora, de acuerdo a su distribucién dentro del genoma,
las secuencias de repeticion se han clasificado en dos gru-
pos principales: a) repeticiones agrupadas (clustered re-
peats) y b) repeticiones dispersas (dispersed repeats). Dentro
de las primeras tenemos a los microsatélites, minisatélites y
los satélites. Los microsatélites son secuencias de repeticion
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de 2-5 pb organizadas en grupos, con un tamafio promedio
que puede alcanzar hasta los 1,000 pb. Los minisatélites
son unidades de repeticion de cerca de 15 pb y que pueden
tener un tamafno muy variable, que va desde 0.5 a 30 kb. El
DNA satélite contiene secuencias de repeticion de 200 pb
organizadas como megagrupos (clusters) y que estan locali-
zados en laregién de la heterocromatina de |os cromosomas
(Requena et a 1996).

Se han identificado familias de transcritos que son ele-
mentos interdispersos que se encuentran como RNA con
colas de poli-A, éstas son secuencias conservadas, que
contienen codones de paro prematuros y que por lo tanto
no se traducen en proteinas. Por estudios de Northern-blot
se sabe gue estos transcritos se encuentran en las formas re-
plicativas del parasito (epimastigotes y amastigotes) y es-
tén asociados a elementos maviles, pero a pesar de recono-
cerse que estas secuencias son abundantes, aln no se
conoce exactamente su funcion (Verbisck et al 2003). Es
posible que al replicarse el genoma de T. cruzi, también
permita que las regiones que contienen a estos elementos
de repeticion, se vuelvan laxos y faciliten su transcripcion
y a mismo tiempo se incrementa |la posibilidad de rearre-
glo y fendmenos de recombinacion de genes. Estos ele-
mentos auténomos pueden encontrarse distribuidos al azar
dentro del genoma, pero de acuerdo a datos recientes se ha
permitido reconocer gque existen secuencias consenso don-
de se pueden encontrar con mayor probabilidad (El-Sayed
et a 2005).

Lalocalizacién de estas secuencias de repeticion den-
tro de los cromosomas se ha podido ubicar en la zona
subtelomérica. Se sabe que la familia de genes como las
transialidasas y otras proteinas de superficie del parasito
son también de localizacion telomérica y subtelomérica.
Esta circunstancia es importante, debido a que en las re-
giones teloméricas es mas frecuente que se lleven a cabo
fendmenos de recombinacién y adquisicion de genes he-
terélogos e incluso que exista expansion de estos genes,
aunque recientemente se identifico la presencia de bases
modificadas |lamadas bases J, que son glucosil-hidroxi-
metil uracilo, que son importantes en la represion de la
recombinacién de secuencias de repeticion o retroele-
mentos, y de esta forma se regula o estabiliza el tamafio
del genoma (Ekanayake et al 2007).

En conclusién, el genomade T. cruz varia en tamafio
dependiendo de la cepay el linaje, contiene sus genes
arreglados en paquetes, son policistronicos y éstos van
seguidos uno tras otro (tandem), posee espacios intergé-
nicos donde se pueden encontrar elementos SINE, LINE
y satélites. Los datos sugieren que este arreglo gendémico
esta dado gracias a estas unidades de repeticion, ademas
de estar involucradas en la regulacién y maduracion de
los RNAs mensgjeros, al funcionar como sitios aceptores
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para el trans-splicing, mecanismo que se comentara tam-
bién mas adelante. Otra caracteristica de este genoma, es
que no se han podido identificar secuencias promotoras
de la transcripcion para los genes que codifican protei-
nas (Figura 2). De todo ello no cabe duda, que este para-
sito presenta una gran plasticidad y por lo tanto tiene la
capacidad de generar una diversidad muy grande de clo-
nas con caracteristicas muy diferentes entre ellas, lo que
posiblemente le permita como especie adaptarse a sus di-
ferentes hospederos.

REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA
Transcripcion

En eucariontes superiores la organizacion de los genes
en la hebra antisentido o complementaria se reconoce que
inician en direccion 5" a 3" con una regidn promotora que
regula su transcripcién, en donde se encuentra el sitio de
inicio de la transcripcién, unaregién no traducible en 5
(Ilamada 5"-UTR), regiones codificantes (exones) y regio-
nes no codificantes (intrones) intercaladas y una region no
traducibleen 3" (3’ -UTR).

La transcripcion en eucariontes puede ser llevada a
cabo por distintas RNA polimerasas, y esto dependera del
tipo de gen que se trate, en general se sabe que la RNA
pol | transcribe genes ribosomales, la RNA pol 11 los ge-
nes de proteinas y la RNA pol Ill alos genes de RNA de
transferenciay otros RNA pequefiosy para que esta trans-
cripcion se lleve a cabo es necesario de la participacion
de factores de transcripcion, los cual es reconocen secuen-
cias consenso |lamadas promotores de la transcripcion.
Los promotores parala RNA pol | y laRNA pol Il gene-

Secuencias repetidas

Genes en “tandem”

Genes en “tandem”
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ralmente se encuentran corriente arriba del sitio de inicio
de latranscripcién, pero parala RNA pol |11 se encuentra
corriente abajo. La unién de estos factores de transcrip-
cién y la consecuente formacion del complejo DNA-fac-
tor transcripciéon- RNA pol 1, esen si un primer mecanis-
mo de regulacion para la expresion de este gene; asi
entonces se produce la iniciacién del transcrito, su elon-
gacion y finalizando en el sitio terminador de la trans-
cripcién en el extremo 3” del gen. EI RNAm que se gene-
ra es monocistrénico, sufre un proceso de maduracion,
gue involucra modificacion quimica en el extremo 5 lla-
mado CAP y hacia su extremo 3" una reaccion de poli-
adenilacion y una reduccion en su tamafio, de donde se
eliminan segmentos de RNA Ilamados intrones, a través
de un proceso conocido como “cis-splicing”.

En organismos procariontes se tiene una organizacion
parecida, pero no se identifican factores de transcripcion,
no tienen intrones y generalmente se transcriben los genes
de forma grupal (policistrénica) que estan funcionalmente
relacionados a los que se les [lama operones.

Una coincidencia en ambos reinos es la regulacion de
la expresion por la estructura secundaria que adquiere el
RNA en el extremo 3" UTR, visto principalmente en los
genes de histonas que no poseen poliadenilacion, estruc-
tura secundaria de la cual depende |la terminacién de la
transcripcion (Lewin 1998).

En tripanosomatidos en general se establece que el
tipo de regulacion transcripcional es diferente a las pre-
viamente planteadas. Se reconoce que la regulacion de la
expresion de genes en tripanosomatidos, es basicamente
postranscripcional y no a nivel del inicio de la misma.
L os genes son transcritos en proporcion semejante, pero
su expresion puede ser diferente dependiendo de la fase
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El genoma tiene un alto grado de secuencias de repeticion, entre genes para proteinas, genes para RNA, transposones y retrotransposones. SL: genes
para RNA llamados “silice-lider” importantes en la maduracién de los RNAm de proteinas; 5’'UTR: Region no traducida en 5’ y 3' UTR: Region no traducida
en 3’ que son regiones importantes en la regulacion de la expresion. El genoma contiene repeticion de genes en “tandem” para proteinas diversas sefiala-
dos como 1, 2, 3, 4 5. Repeticiones interdispersas tipo LINE (LTR: Long Terminal Repeat y LT que son retrotransposones. Elementos repetidos interdis-
persos tipo SINE; E12, E13, que tienen tamafio de 500 pb y se repiten miles de veces. Repeticiones agrupadas tipo micro satélite, mini satélite y satélite
que se repiten cientos y miles de veces.

Figura 2. Representacion esquematica de la organizacion genémica de Trypanosoma cruzi. (El linaje | de T. cruzi contiene 17-22 cromosomas y linaje Il
con 28-30 cromosomas).
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del parasito y del ciclo celular. El control de la expresion
se ve afectado por la estabilidad del RNAm, al interaccio-
nar éste con las proteinas que se unen a elementos en cis
enlasregiones5 y 3" del RNAm o por la€ficienciaen las
traduccién cuando éste selle en ribosomas (Cambell &
Sturn 2007).

En tripanosomatidos, el RNAmM generado es policistré-
nico, ya que se co-transcriben varios genes en el mismo
RNA, o el mismo gen se puede encontrar varias veces repe-
tido. Este pre-RNAmM sufre un proceso de maduracion lla-
mado “trans-splicing” y en pocos casos “cis-splicing”,
este RNAm se poli-adenilaen 3" y todos los RNAmM madu-
ros llevan hacia5” una secuencia conocida como SL (spli-
ce leader o mini-exén).

Ha habido grandes esfuerzos paraidentificar promoto-
res en los genes de los tripanosomatidos. Asi se han iden-
tificados promotores para el gen RNA ribosomal que es
transcrito por laRNA pol I, (Laufer et al 1999), pero poco
se halogrado paraidentificar l0os promotores que reconoce
la RNApol Il que esta involucrada en la transcripcion de
los genes de proteinas.

Por gjemplo se sabe que algunos genes como las glico-
proteinas variables de superficie (VSG), las proteinas aci-
das repetitivas prociclicas (PARPS) y lafosfogliceratocina-
sa (PGK) de los tripanosomas africanos, son transcritas de
forma policistrénica pero por una RNA pol, a diferencia
gue en los eucariontes superiores se utiliza la RNA pol |11
paralos RNAm. La polimerasa Il posee en su carboxilo
terminal un grupo de siete serinas que al parecer es im-
portante para el reconocimiento, mientras que en los tri-
panosomatidos se carece de esta region. Esta organiza-
cion policistronica que implica co-transcripcion de
varios genes al mismo tiempo y no relacionados funcio-
nalmente entre si, es diferente a los genes policistronicos
de procariontes, que se organizan en operonesy que si es-

tan relacionados funcionalmente (Graham 1995; Teixeira
1998) (Figura 3).

El andlisis de secuenciacion de genes ribosomales P en
tripanosomatidos revel 6 que existen de 5 a 6 pb que flan-
quean los extremos 5’ del gen, a estas secuencias se les lla-
mo SIREs (Short Interpersed Repetitive Element), que po-
seen en sus extremos al parecer, secuencias de insercion
similares a los que tienen los transposones. Al analizar los
RNAmM de los diferentes genes de | as proteinas ribosomal es
P deT. cruz, se encontré que hacia su extremo 5’ la exis-
tencia de secuencias lideres (SL), que normalmente se en-
cuentra en los RNAm maduros de los tripanosométidos. En
dos de estos genes se localizaron los SL a 12 bases corriente
arriba del sitio AUG o codoén de inicio de la traduccion,
mientras que en otro de los genes de esta proteina P se ubi-
caba a 62 bases corriente arriba, sugiriendo la existencia de
un mecanismo de transposicion (trans-splicing). Asi mismo
la comparacién de las regiones no codificadoras (regiones
no traducidas) del extremo 5 del RNAm revel6 de la exis-
tencia de un sitio aceptor ApG, como también de un aceptor
en posicién 3' que es precedido corriente arriba de 20 bases
de pirimidinas (TTTC) interrumpido por lainsercion de se-
cuencias SIRE y un sitio aceptor ApG dentro de este ele-
mento. Todos estos hallazgos permiten apoyar que el fené-
meno de translocacion (trans-splicing) se puede estar
Ilevando a cabo; ademas se reconocen secuencias sefiales
parala poli-adenilacion (TTTTTAT). Estos hallazgos dan
luz sobre el proceso de maduracion de los RNAm de T.
cruz, y que implica el reconocimiento de estos sitios acep-
tores para que se lleve a cabo €l trans-splicing y que tal vez
esta asociado también con el proceso de poli-adenilacion,
parala conversion del RNA policistrénicos en monocistré-
nicos (Cambell & Sturn 2007).

Aunque en T. cruzi se ha observado que la regulacién
de la expresion de sus transcritos es preferentemente a ni-
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En procariontes los genes estan orga-
nizados en “operones” y se transcriben
de forma policistronica; en eucariontes
los genes estan discontinuos en forma
de exones, separados por intrones, se
genera un pre-RNAm monocistronico
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Trypanosoma cruzi los genes estéan ar-
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vel postranscripcional, hay evidencia que los genes SL tie-
nen sus propios promotores (Gillinger & Bellofatto 2001,
Das & Bellofatto 2003).

Se sabe también que un mecanismo de regulacion de la
expresion de la transcripcién se debe la organizacion de la
cromatina; asi en la eucromatina la transcripcién es muy
activa, no asi en la heterocromatina, que se encuentra den-
samente empaquetada. Los cambios morfol égicos del pa-
résito van asociados con cambios en la expresion de dife-
rentes genes. Se ha observado que las fases replicativas
presentan mayor cantidad de RNA ribosomal y de RNA
poliadenilado, comparativamente con las formas infectan-
tes no replicativas. Aunado a ello, estos cambios correla-
cionan con cambios en la morfologia nuclear, teniendo
gue en los epimastigotes y los amastigotes que son las fase
replicativas, presentan mayor actividad transcripcional, la
heterocromatina se acomoda hacia |la periferia del ndcleo
y en los tripomastigotes que es una fase no replicativa,
ésta esta distribuida por todo el nicleo densamente aco-
modada (Elias et al 2001).

Esta condicién podria explicar el porgqué los genes que
se encuentran altamente repetidos a lo largo del genoma,
se expresan casi igual que los genes en baja copia, ya que
probablemente quedan apagados por estar |ocalizados en
la heterocromatina; aungue otra posibilidad es que los ge-
nes altamente repetidos en el genoma y distribuidos am-
pliamente, tendran la posibilidad de transcribirse con ma-
yor probabilidad.

TRANS-SPLICING

En eucariontes superiores, la transcripcion de un gen
genera un RNAmM que lleva segmentos copiados del DNA
pero que no seran parte del RNAm que se leeraen los ribo-
somas, la eliminacién de estos segmentos (intrones; en ma-
miferos hasta 8) y la generacion de un RNAm listo para
exportarse del niicleo y leerse en los ribosomas, se le llama
maduracion del pre-RNAm. El mecanismo de cis-splicing
gue implica la eliminacion de los intrones, se puede reali-
zar por una reaccion autocatalitica o por la intervencion
de RNAs pequefios nucleares ricos en acido uridilico
(snRNA U1-U6) que se unen a fragmentos peptidicos for-
mando las snRNPs que catalizan la escision de intrones.
Reconocen para €ello secuencias especificas en |os intro-
nes, estas secuencias son GT en el extremo 5'y AG en €l
extremo 3' del intron y una tercera secuencia CACUGAC
localizada hacia el interior del mismo.

El mecanismo de maduracién también implica la modi-
ficacion del extremo 5° del recién sintetizado RNA con la
adicién de un nucledtido especial en el primer nucledtido,
la 7-metil-guanosina-tri-fosfato (m’Gppp), llamado CAPy
se produce una poli-adenilacién (aproximadamente 300
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adenosinas) en el extremo 3', sefial que sirve parasu salida
del nlcleo y su posterior traduccion (Lewin 1998).

En tripanosoméatidos se ha reconocido otro mecanismo
de generacion de RNAm monocistronicos y listos para su
traduccion en ribosomas. Este proceso [lamado Trans spli-
cing fue descrito por primeravez en 1982 en Trypanosoma
brucel al estudiar el RNAm de las glicoproteinas de super-
ficie y reconocerse que contenian 39 nucleétidos hacia su
extremo 5° y posteriormente se reconocio en todos los tri-
panosomas estudiados (Agabian 1990; Boothroyd & Cross
1982).

En general el mecanismo podria esbozarse de la si-
guiente manera: El pre-RNAm policistrénico es procesado
y cortado al afiadirsele en su extremo 5" un RNA pequefio
nuclear de 30-40 nucledtidos [lamado SL, con laayuday
participacién de RNAs pequefios ricos en acido uridilico
(U-sn-RNAs:U1-U5), que contiene haciasu extremo 5” una
base modificada 2,2,7-trimetil-guanosina (CAP), estos
RNA s pequefios reconocen secuencias |lamadas receptoras
de AG y otras sefiales corriente arriba de poli-T en el pre-
RNA, con la ayuda de proteinas o factores de union a estos
U-sn-RNAs (Figura4).

Se han identificado que existen alrededor de 100 co-
pias de genes para estos SL RNA y que se encuentran arre-
glados en “tandem” y su transcripcion esta controlada por
un promotor corriente arriba (Nunes et al 1997), que po-
seen un exoén altamente conservado mientras que el espa-
cio intergénico es variable. El SL RNA es exportado hacia
el citoplasma donde se metila en su extremo 5 y sufre re-
duccién de su tamarfio a partir de su extremo 3°, ademas de
interaccionar con proteinas. Posteriormente es re-transpor-
tado al nucleo para ser utilizado como sustrato en la reac-
cion de trans-splicing (Zaeiner et al 2003). Se sabe que la
transcripcion del SL sellevaacabo por laRNApol Il enun
sitio particular del nlcleo y que por otro lado sucede la
transcripcion de los pre-RNAmM, es decir no son eventos
acoplados, la formacién del SL y la formacién de los
RNAmM dentro del nicleo (De Macedo & Shenkman 2005).

El SL unavez en el nlcleo y en presencia de los U-sn
RNASs gue se encuentran asociados a proteinas, las cuales
son indispensables para cortar el pre-RNAm y transferir €l
SL al extremo 5" de cada uno de los pre-RNAm, produ-
ciéndose asi el mecanismo de trans splicing. La estructura
secundariade los SL RNA de todos |0s organismos es simi-
lar, esta compuesto de tres asas, la secuencia SL es alrede-
dor de 39 nucleétidos, seguida por un intron de tamario
variable que forma dos asas y una region de hebra sencilla
gue contiene una region rica en U llamada sitio Sm que
une alas proteinas. El SL RNA en asociacion con las U-sn-
RNA que reconocen un dinucleétido AG, [lamada aceptor
y una secuencia de poli-pirimidinas corriente arriba de
aproximadamente 60-100 bases del sitio aceptor. En el si-
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tio aceptor AG se produce la ruptura, quedando incorpora-
doel SL enel 5 del pre-RNAmM. Este mecanismo se produ-
ce en todas | as secuencias internas del pre-RNAmM que con-
tenga dichas sefiales, ya que hay que recordar que este
pre-RNAmM puede contener informacion para muchos ge-
nes que estan acomodados uno tras otro “tandem”, poste-
riormente cada uno de ellos se poli-adenilan en su extremo
3’; generando asi tantos RNAm maduros como sefiales de
reconocimiento existan, de tal forma que cada RNAm lle-
vara hacia5’el SL y hacia 3" la cola de poli-A (Blumen-
thal 1998; Liang et a 2003).

REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL
A pesar que los genes de T. cruz se co-transcriben en

paguetes (clusters), éstos pueden quedar sujetos a una ex-
presion diferencial. Esta regulacion puede darse a diferen-
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tes niveles: como regulacién del procesamiento del trans-
crito primario (trans-splicing y la poliadenilacién), estabi-
lidad del RNAm, almacenamiento y movilizaciéon del
RNAmM hacialos polisomasy su traduccion.

En un estudio pionero utilizando la sintesis in vitro de
proteinas a partir de complejos poli-ribosomales, los mR-
NAs de epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos fue-
ron traducidos y sus productos proteicos se analizaron en
geles de dos dimensiones. Se encontrd una alta compleji-
dad de proteinas tanto en epimastigotes como en tripo-
mastigotes metaciclicos, pero apreciando diferencias cuan-
titativas y cualitativas en las proteinas traducidas in vitro
entre ambos estadios (Goldenberg et al 1985). Si tomamos
en consideracién que la transcripcion de los genes de T.
cruzi son de tipo policistrénico y que la cantidad de
RNAmM no estaregulada por promotores o factores de trans-
cripcion gque se unan a dichos sitios, entonces la diferen-
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En el mecanismo de trans-splicing el RNAm policistronico que lleva varios genes, es cortado en cada uno de ellos. El RNA pequefio llamado mini-exon o
splice-lider (SL) que se genera a partir de genes en «tandem» y que estan regulados por su propio promotor y localizados en otro loci, es transportado este
SL hacia el citoplasma y madurado al reducir su tamafio y agregarse hacia 5' una base modificada 2, 2, 7 - trimetil-guanosina (CAP), posteriormente viaja al
ndcleo e interacciona con el pre-RNAm con la ayuda de RNAs pequefios ricos en dcido uridilico (U-snRNAs:U1-U5), reconocen un dinucledtido AG, llamado
aceptor y una secuencia de poli-pirimidinas corriente arriba a 60-100 bases aproximadamente del sitio aceptor en el pre-RNAm de cada gen y asi queda in-
sertado este SL o mini-exon en cada una de estas secuencias, generando asi un RNA maduro que ahora se dirigird hacia el citoplasma para ser traducido.

Figura 4. «Trans-splicing» en Trypanosoma cruzi.
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cia de proteinas traducidas entre las distintas fases del pa-
résito, debera estar regulada en cualquier otro nivel, como
Se sugirié anteriormente.

Apoyando esta hipoétesis de la expresion diferencial de
genes en diferentes estadios del parasito, se encontré que
la mucina, una glicoproteina membranal asociada a glico-
silfosfatidil inositol, aislada de epimastigotes y de tripo-
mastigotes metaciclicos era diferente dependiendo la fase
del parasito. Un RNAm de 0.8 Kb en los tripomastigotes
codifica para regiones ricas en treonina, que favorece la
glicosilacion de la proteina, mientras que el RNAm de los
epimastigotes es de 1 Kb pero presenta mayor heteroge-
neidad y es susceptible de eliminacion de regiones o se-
cuencias inmediatamente después de su traduccién, gene-
rando de esta forma un contenido mas pequefio y variable
de treoninas y por lo tanto de la glicosilacion y con ello
de la proteina misma (Feitas-junior et al 1998).

La amastina es un gen que se encuentra en “tandem” de
cerca de ochos genes, que se transcribe constitutivamente
en todos | os estadios del parasito, pero se expresade forma
mas abundante en los amastigotes. Se encontré que dentro
de este “cluster” de genes de |la amastina existia otro gen
a que denominaron tuzina. Estos genes son transcritos en
un RNAm policistrénico, con copias intercaladas de amas-
tinay tuzina, separadas por una regién intergénica de 145
pb. Pero que a pesar de expresarse a nivel transcripcional
en la misma cantidad, no existe la misma concentracion a
nivel proteico, ya que se encuentra en menor cantidad de
tuzina que la amastina en los amastigotes.

Al analizar las distintas regiones del RNAm, como los
extremos 5’'UTR, 3" UTR y los espacios intergénicos en
ensayos de transfeccion y luciferasa, se encontrd que estas
regiones eran importantes para regular su vida media, su
grado de traduccion y por ello su expresion diferencial. El
gen de amastina posee un 5’UTR corto y su 3 "UTR es mas
largo comparado a gen de latuzina, lo que sugiere que es-
tas regiones pudieran estar involucradas en el control de la
expresion (Tyler-Cross et al 1995; Teixeiraet a 1995; Ro-
drigues-Avila et a 2001).

En otro trabajo se estudio la expresion diferencial, en la
fase de transicion de epimastigotes hacia tripomastigotes
metaciclicos (metaciclogénesis) utilizando el método de
representacion de expresion diferencial (RDE) que implica
la hibridacion sustractiva de DNAs complementarios |la-
mados guia, de poblaciones relacionadas seguida de una
PCR con oligonuclettidos especificos paralos DNAs com-
plementarios de la muestra [lamada de prueba, para ampli-
ficar una poblacion celular especifica; se propone este mé-
todo como un sistema Util de aislamiento y clonacién para
genes expresados diferencialmente. Se encontré que habia
una molécula de RNA de 630 bases en |os polisomas de
los epimastigotes en proceso de diferenciacion a metaci-
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clicos, que no se encontraba presente en los epimastigotes
no diferenciados y a clonar este fragmento y utilizarlo
como sonda, se encontré que el RNA total en ambas fases
estaba a una concentracion similar, pero en los epimasti-
gotes en proceso de diferenciacion este RNAm se movili-
zaba hacia los polisomas, lugar donde se traduce, no asi
en los epimastigotes, provocando con ello una expresion
diferencial de esta proteina en epimastigotes en proceso
de metaciclogénesis (Dos Santos & Buck 2000).

Debido a la complejidad que presenta el sistema trans-
cripcional de T. cruz, que ha sido dificil de reconocer pro-
motores para |os genes de proteinas, se han utilizado nue-
vos enfoques para aislar genes especificos en determinado
momento o fase celular, ademas de los ya comentados. Un
método utilizado para probar la regulaciéon de genes es
mediante |la manufactura de sistemas de expresion exter-
nos para promotores conocidos, por ejemplo el promotor
modificado de rRNA o el promotor del SL, flanqueados
con genes de resistencia a antibio6ticos ya sea tetraciclina
0 neomicina, que se encuentran unidos a genes reporteros
como la cloramfenicol amino transferasa (CAT), la protei-
na verde fluorescente, (GFP), con luciferasa o con RNAI
(RNA de interferencia/antisentido). Con estas construccio-
nes se transfectan epimastigotes ya sea de forma transito-
ria o de forma estable y se comparan con las construccio-
nes que lleva el promotor del bacteriéfago T7 flanqueado
por el gen de resistencia a tetraciclina. Este tipo de trabagjo
ha permitido concluir que las construcciones que lleva el
promotor del rRNA es varias veces mas estable en estas
transfecciones que las que incluyen el promotor para SL,
aun en los pases de la construccion entre bacterias, insec-
tosy ratones (Dos Santos & Buck 2000; Tyler-Cross et a
1995; Wen et al 2001; Da Rocha et al 2004).

Existe evidencia de que elementos en cis |localizados
enlaregion 3'UTR, que son ricos en G, denominados GRE
por sus siglas en inglés, estan constituidos por dos penta-
meros de GGGGG, que es laregion donde se unen las pro-
tefnas que promueven su estabilizacién o de proteinas que
al unirse promueven su degradacion, ademas de regiones
ricas en AU (adenina-uridina) Ilamadas por sus siglas en
inglés elementos ARE. Estas regiones fueron identificadas
en los transcritos de los genes de mucinas, a utilizar los
ensayos de retardo en corrimiento de movilidad electrofo-
rética, que se produce cuando el RNAm esta unido a pro-
teinas nucleares o citoplasmicas. Estas proteinas fueron
especificas para cada estadio o fase del parasito y recono-
cidas como: E-ARE-BPs, paraepimastigotesy T-ARE-BPs
para tripomastigotes, lo cual sugiri6 que existe una regula-
cion finaanivel postranscripcional y que responde al esti-
mulo de la diferenciacién. Hacia el extremo 5’UTR tam-
bién se localizaron regiones que son reguladores de la
expresion (De Lange et a 1984; Graham 1995; Roditi
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1996; Furger et al 1997; Teixeiraet al 1999; Di Noia et al
2000; D*Orso & Frasch 2001; Bartholomeu et al 2002).

Otro mecanismo propuesto para explicar esta expresion
diferencia de genes que son co-transcritos de forma poli-cis-
tronica, deriva de estudios realizados durante la metaciclogé-
nesis con el “cluster” o grupo de genes de la metaciclogenina
y de la proteina que se une a quiting, parece ser que su regu-
lacion diferencial también depende de la posibilidad de mo-
vilizacion del RNA procesado hacia los polisomas, ya que se
ha sugerido que éstos pueden ser dmacenados en aguin lugar
de la célula, para posteriormente movilizarse hacia los poli-
somas, donde serian traducidos (Dellagiovanna et al 2001,
Rodrigues-Avilaet al 2003) (Figura5).

Para estudiar la expresion diferencial de estos RNAmM
también se han utilizado microarreglos. En esta técnica se

5 UTR

imprime en un soporte de vidrio secuencias de DNA de di-
ferentes genes y se hibridan con sondas de cDNA unidas a
fluorocromos, las cuales provienen de los RNAmM de las cé-
lulas en estudio. La variacion de laintensidad de la fluo-
rescencia sera proporcional a la cantidad de RNAm pre-
sente en cada fase. EI empleo de esta técnica ha permitido
detectar expresion diferencial entre las distintas fases del
parasito (Minning et al 2003).

En resumen, la transcripcién de los genes estructurales
en T. cruz, en general es de forma constitutiva, transcritos
a una misma proporcién o cantidad, en forma policistréni-
cacomo RNAs precursores o inmaduros. Estos genes estan
acomodados en grupos o paquetes y seguido uno tras otro
con espacios intergénicos cortos. Tienen ademas una ca-
racteristica inusual, es decir hay una aparente ausencia de
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Figura 5. Regulacion postranscripcional en Trypanosoma cruzi.

esto incrementa la estabilidad y la vida media
del RNAm y por consiguiente generard una
mayor cantidad de proteinas, pero si se le une
un factor ARE-BP a la region ARE, el RNAm se
degradara mas rapido. Se propone ademas que
puede existir un almacén de RNAm y sélo
cuando se movilizan a ribosomas seran tradu-
cidos, proponiéndose éste como otro mecanis-
mo de regulacion de la traduccion.



Goémez GA et al

secuencias promotoras al inicio de estos grupos o paque-
tes de genesy son transcritos por laRNA pol 11. Los cuales
son procesados en RNAm individuales seguido de la adic-
cion de un fragmento de 39 nucledtidos (SL) en su extre-
mo 5" via un mecanismo de trans-splicing o una cola de
polia-A en su extremo 3. La expresion de estos genes en
T. cruzi al parecer es basicamente regulada a nivel pos-
transcripcional y que puede ser a nivel del transcrito pri-
mario, estabilidad del mMRNA o estabilidad del producto
de traduccion.

Los snRNAs conservados U2, U3, U4y U6 tienen un pa-
pel en el trans-splicing del SL y el cis-splicing, que aunque
se presenta, no es e mas comin para madurar alos RNAm.
Se ha reconocido que laregulacion en la expresion es basi-
camente postranscripcional, radicando ésta en |os extremos
3-UTR, 5"-UTRy los espacios intergénicos del transcrito.
La estabilizacién del RNA transcrito puede ser a través de
proteinas de uniodn estabilizadoras que reconocen a la re-
gioén llamada de control positivo, pero si se unen proteinas
especificas a laregién de control negativo, entonces se fa-
vorece su degradacion. Otro mecanismo propuesto es el
amacenaje del RNA maduro en un compartimento celular
antes de movilizarse hacialos polisomas.

Todas estas particularidades ofrecen una alternativa
para generar blancos terapéuticos, ya sea interviniendo en
el mecanismos de trans-splicing, en las proteinas o facto-
res reguladores de lavidamedia de los RNAm.

Como se puede apreciar la regulacién postranscripcio-
nal parece ser la de mayor impacto en laregulacion de la
expresion de genes en T. cruzi y muy probablemente en
otros tripanosomatidos; aunque en T. cruzi no se ha reco-
nocido la secuencia de Shine-Dalgarno o sitio de unién a
ribosomas (5' AGGAUGGU 3°) que suele localizarse de 3-
10 nucledtidos corriente arriba del primer codén que se
traduce como AUG o GUG o UUG; aqui la necesidad de
generar mayor conocimiento de estos mecanismos pos-
transcripcion, ya que permitirian establecer blancos tera-
péuticos, ya que los farmacos tripanomicidas existentes
como el bencimidazol y el nifurtimox tienen una accién
muy limitaday muchas reacciones adversas.

La organizacion de su genoma con secuencias de repeti-
cion tan alta, con la existencia de transposones, el probable
intercambio genético, son uno de los retos mas importantes
cuando se desea confinar a la poblacion de parasitos en un
grupo definido, ya sea por sus caracteristicas bioldgicas,
bioquimicas o fisiolégicas, e inclusive genéticas, ya que la
variacién en el tamafio de su genoma, producto de insercio-
nes o eliminacién de fragmentos de DNA o de cromosomas
completos, hace que las cepas de una regién a otra presen-
ten caracteristicas diferentes y este polimorfismo, compli-
gue la intencion de agrupar a los parasitos en grupos bien
definidos, razén por lo cual, hasta la fecha no se ha podido
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establecer qué tipo de cepas de T. cruzi son las patogénicas
y cudles no lo son, como tampoco €l identificar y asociar al-
gun grupo taxonémico ya sea del grupo | o Il con laresis-
tencia natural alos farmacos antiparasitarios. Mas sin em-
bargo con la generacién de todo el conocimiento a nivel
molecular del parésito, es muy probable que en corto tiem-
po se identifiquen los factores de virulencia, las enzimas
claves en su metabolismo, |0os componentes importantes en
su fisiologiay cémo éstas se encuentran presentes en las di-
ferentes cepas del parésito.
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