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PRÓLOGO 

Esta tesis versa sobre el transporte nuclear de proteínas en tripanosomátidos, específicamente 

sobre la proteína RPA31 de Trypanosoma cruzi, la cual es una subunidad de la RNA 

polimerasa I en estos organismos. Inicialmente, son descritos los aspectos generales de la 

biología de T. cruzi y la enfermedad de Chagas (ocasionada por este parásito). Es descrita de 

manera general, la composición nuclear de eucariontes y tripanosomátidos, enfatizando la 

organización y función del nucléolo. Hay información concerniente a la biogénesis de 

ribosomas, así como al funcionamiento y estructura de la RNA Polimerasa I que participa en 

la síntesis de RNA ribosomal en el nucléolo. Después, es descrita la importancia de los 

complejos de poro nuclear. Se comenta sobre su composición y estructura, así como su 

función mediadora en el mecanismo clásico de transporte nuclear de proteínas en eucariontes. 

Es detallada la clasificación de los motivos proteicos de reconocimineto clásicos en el 

transporte nuclear canónico de organismos modelo, y los hallazgos reportados en 

tripanosomátidos. Es destacada la función del transpotador soluble importina  de la vía 

clásica de transporte y su importancia en el proceso de importación de proteínas nucleares. 

En los resultados es mostrada la abundancia y localización subcelular de TcRPA31 

(Fusionada a la proteína fluorescente EGFP), así como cambios observados durante el 

crecimiento y la diferenciación (metaciclogénesis). Se muestran análisis informáticos y 

experimentales que demuestran que TcRPA31 porta una señal de localización nuclear 

funcional que es reconocida por el factor de transporte nuclear TcImportina . Los modelos 

estructurales y las secuencias proteicas ortólogas de importina  en tripanosomátidos son 

analizados comparativamente. También se presentan resultados relativos a la expresión y 

localización subcelular de TcImportina  (condiciones de el crecimiento y la diferenciación 

a metacilcogénesis). Finalmente, es mostrado un análisis detallado sobre las señales de 

localización nuclear de tipo clásico en los proteomas nucleares de T. cruzi y T. brucei para 

proponer secuencias consenso de importación nuclear para tripanosomátidos. 
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RESUMEN 

En nuestro laboratorio se estudian aspectos de la biología fundamental del protozoario 

parásito Trypanosoma cruzi. La proteína TcRPA31 es una subunidad específica de 

tripanosomátidos que forma parte del complejo RNA Polimerasa I, que transcribe los genes 

de RNA ribosomal. Con el interés de identificar y caracterizar una posible señal de 

localización para el transporte nuclear en esta proteína, se hicieron estudios moleculares y 

celulares de una versión recombinante que fusiona la región codificadora de TcRPA31con la 

proteína verde fluorescente (EGFP). En esta tesis se describen los hallazgos informáticos y 

experimentales sobre una región de reconocimiento clásico tipo bipartito que resultó ser 

suficiente y esencial para dirigir al núcleo de T. cruzi las versiones fluorescentes de la 

proteína estudiada (TcRPA31-EGFP). La droga ivermectina se reconoce en la literatura como 

inhibidora del transporte nuclear del tipo clásico, representado por los factores solubles de 

transporte importina  e importina . Nuestras observaciones indican la sensibilidad a esta 

droga en el sistema que transporta TcRPA31-EGFP al núcleo de T. cruzi, lo que apoya la 

participación de importina  e importina  en el transporte nuclear de TcRPA31. 

Adicionalmente, por primera vez se reporta la capacidad de la TcImportina  de reconocer a 

la proteína nucleolar TcRPA31. Se concluye que en T. cruzi la vía clásica de transporte de 

proteínas nucleares es funcional, al menos en la interacción de TcRPA31 (como proteína 

cargo) con el primer factor soluble de transporte TcImportina . La conservación evolutiva 

de esta vía presente en células que divergieron tempranamente refuerza la hipótesis de que el 

transporte de proteínas nucleares tiene un origen evolutivo temprano, quizá podría haber 

estado presente en el organismo hipotético “primer ancestro eucariota común”, FECA por 

sus siglas en inglés.  
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ABSTRACT 

Our research group is interested in fundamental biology of Trypanosoma cruzi. In this study, 

we describe cellular events related to the nuclear import of the protein TcRPA31. This protein 

is a trypanosomatid-specific essential subunit of the RNA Polymerase I complex, which 

transcribes ribosomal RNA genes in eukaryotic cells. Interested in the characterization of a 

potential nuclear localization signal that could be recognized for the nuclear transport of this 

protein, we carried out plasmid constructs that encode for recombinant versions of this 

protein as chimaeric fusions with the green fluorescent protein (EGFP). This thesis describes 

both in silico and experimental findings related to a classic nuclear localization signal of the 

bipartite type present in TcRPA31. It is here shown that this motif is essential and sufficient 

for directing the fluorescent chimeras (TcRPA31-EGFP) to the nucleus of T. cruzi transfected 

cells. The drug ivermectin has been recognized as a nuclear transport inhibitor, specific for 

the so called nuclear import classical pathway. This process is carried out with the 

participation of both soluble factors of transport importin  and importin . Our findings 

indicate that the system that transports TcRPA31-EGFP to the T. cruzi nucleus is sensitive 

to ivermectin, which supports the participation of the classical nuclear transport pathway 

importins /. In addition, and as an original contribution in the study of kinetoplastids, the 

ability of TcImportin  to recognize the nucleolar protein TcRPA31 is reported for the first 

time. It is supported that in T. cruzi, the classic nuclear protein transport pathway is 

functional, at least in the interaction of TcRPA31 (as cargo protein) with the first soluble 

transport factor TcImportin . The presence of a functional importin  and importin  

transport system in cells that diverged early in the evolution of eukaryotic lineages, reinforces 

the hypothesis that the transport of nuclear proteins has an early evolutionary origin.  

Possibly, it could have been present in the hypothetical organism "first eukaryotic common 

ancestor" (FECA).  
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Trypanosoma cruzi 

Trypanosoma cruzi es un eucarionte unicelular flagelado perteneciente al reino protista, 

formando parte del phylum Euglenozoa y clasificado dentro de la familia Trypanosomatidae 

(Lukeš et al., 2014; Deschamps et al., 2011). Este protozoario es de gran importancia médica 

ya que es el agente causal de la tripanosomiasis americana, mejor conocida como enfermedad 

de Chagas. Es un microorganismo aerobio que se divide por fisión binaria, presenta organelos 

característicos de una célula eucarionte, sin embargo, se observan estructuras celulares 

atípicas como el cinetoplasto contenido en una sola mitocondria que es característico del 

orden Kinetoplastida (Steverding, 2014; de Souza et al., 2010) (Figura 1). El cinetoplasto 

corresponde a DNA extranuclear localizado en una región bien definida dentro de la 

mitocondria que al microscopio se observa como una barra redondeada bajo la base flagelar.  

El DNA del cinetoplasto (kDNA) puede llegar a formar el 30 % de DNA celular, acomodado 

en una red de 20,000 a 30,000 minicírculos de kDNA condensado (de Souza, 1999; Jensen y 

Englund, 2012). T. cruzi presenta un flagelo que emerge de una región especializada 

invaginada en la membrana plasmática llamada bolsillo flagelar, su flagelo presenta una 

estructura de tubulina en un arreglo 9+2 que en conjunto se conoce como axonema. El 

axonema está ensamblado al cuerpo basal que funciona como un centro organizador de 

microtúbulos, a su vez el cuerpo basal esta unido al cinetoplasto (Field y Carrington, 2009). 

T. cruzi también presenta organelos llamados glicosomas o microcuerpos que están rodeados 

por una membrana de bicapa lipídica con un diámetro de 0.2 – 0.3 m. Estos microcuerpos 

presentan un contenido característico de los peroxisomas y enzimas relacionadas con el 

metabolismo de la glucosa y el glicerol, resultando atípico ya que normalmente estas enzimas 

se encuentran en el citoplasma de otros eucariontes (Opperdoes y Michels, 1993; Maugeri et 

al., 2011; Acosta et al., 2019).  

T. cruzi es un organismo diploide que presenta dos haplotipos y cuyo genoma está 

conformado por 67 Mb en el cual el 50 % consiste de secuencias repetidas y contiene 22,570 

genes codificadores de proteínas de los cuales 6,159 genes se encuentran en un haplotipo y 
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6,043 se encuentran en el otro haplotipo, mientras que 10,368 genes no son asignados a un 

haplotipo particular (El-Sayed et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 Esquema que muestra la conformación y 

composición celular de T. cruzi en su fase de 

epimastigote. Se indica cada uno de los organelos 

que se encuentran en el parásito (Tomado y 

modificado de Teixeira et al., 2012). 
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1.2 Ciclo de vida de T. cruzi 

En la naturaleza, el desarrollo de T. cruzi transcurre a través de un ciclo de vida complejo, 

caracterizado por varias etapas de desarrollo presentes en dos hospederos: un vertebrado y 

un invertebrado (de Souza, 1984, Schofield y Galvão, 2009). Los insectos vectores del 

parásito son insectos hemípteros hematófagos de la subfamilia Triatominae, comúnmente 

llamados triatominos, entre los que predominan las especies Triatoma infestans, Rhodnius 

prolixus, Panstrongilus megistus, Triatoma dimidiata, entre otras (Ramsey et al., 2015). 

Estos insectos se alimentan al succionar la sangre de un mamífero que puede estar infectado 

con T. cruzi, conduciendo a la ingesta de los tripomastigotes sanguíneos (fase infectiva) y 

por lo tanto convirtiéndose en nuevos reservorios. Los tripomastigotes se diferencian a 

epimastigotes (fase no infectiva) en el estómago del insecto, que posteriormente se dirigen al 

intestino donde se reproducen y acumulan. En la región rectal del insecto cierta porción de 

epimastigotes se diferencian a tripomastigotes metacíclicos que son liberados en las heces 

del insecto. Estos tripomastigotes metacíclicos que han sido liberados, son capaces de 

infectar a un mamífero mediante el contacto con la herida generada por el insecto hematófago 

al ingerir la sangre del huésped. Es muy común que la ingesta de sangre por parte del insecto 

se realice cuando el humano está dormido y los triposmastigotes sean arrastrados cuando el 

humano se rasca por inercia (Lidani, et al., 2019; Garcia y Azambuja, et al., 1991). Los 

tripomastigotes infectan a las células fagocíticas, principalmente macrófagos formando una 

vacuola parasitófora y una vez en el citoplasma de las células del huésped se diferencian a 

amastigostes, que presentan forma esférica y un flagelo muy corto. Estos amastigotes 

proliferan intracelularmente y se diferencian a tripomastigotes sanguíneos reventando la 

membrana celular y así, quedan libres en el torrente sanguíneo para infectar otras células; 

esta última etapa se puede presentar indefinidamente. El ciclo de vida se completa cuando un 

insecto vector ingiere la sangre infectada de un huésped portador. Por otra parte, T. cruzi no 

solo es capaz de infectar al humano, sino también a otros mamíferos como: perros, gatos, 

armadillos, tlacuaches, ratas, ardillas, entre otros. (Cruz-Reyes y Pickering-López, 2006; 

Velasco-Castrejón y Rivas-Sánchez, 2008).  

Como se mencionó anteriormente, existen diferentes estadios en el ciclo de vida de T. cruzi 

que se aprecian en la figura 2 y se describen de manera más detallada a continuación: 
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Los epimastigotes presentan una forma elongada con dimensiones de 20-40 m de largo, el 

flagelo se origina próximo y por delante del núcleo, emerge por un costado del cuerpo del 

parásito, arrastra la membrana citoplasmática en un corto trayecto dando la imagen de una 

membrana ondulante corta que se libera por el extremo anterior del parásito, el cinetoplasto 

está localizado anterior al núcleo; este estadio se desarrolla en el insecto vector y constituye 

una de las formas proliferativas de T. cruzi. 

El amastigote presenta una forma esférica u ovalada de aproximadamente 2-4 m, presenta 

un núcleo redondo, un flagelo incipiente y un cinetoplasto en una mitocondria. Este estadio 

es replicativo y se divide de manera intracelular en las células de mamífero. 

Los esferomastigotes presentan una forma esférica con flagelo extracelular que bordea el 

cuerpo del parásito, éste es un estadio replicativo presente en el estómago del insecto vector. 

Los tripomastigotes presentan una forma elongada de 20-25 m de largo con un diámetro de 

2 m, el cinetoplasto está situado posterior al núcleo y próximo al flagelo naciente que 

emerge por un costado del cuerpo del parásito y que se libera por el extremo anterior creando 

la imagen de una membrana ondulante de importante extensión. Este estadio se encuentra en 

la sangre del mamífero, en el intestino posterior, el excremento y orina del insecto vector. 

Este estadio corresponde a la forma infectiva y carece de capacidad replicativa (de Souza, 

1984; de Souza, 1999). 
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Figura 2 Representación de los estadios que experimenta T. cruzi en su ciclo de vida; A) epimastigote, B) amastigote, C) tripomastigote 

(Tomado y modificado de Teixeira et al., 2012).
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1.3 Enfermedad de Chagas  

La tripanosomiasis americana también conocida como enfermedad de Chagas es una 

enfermedad infectiva y potencialmente mortal ocasionada por el parásito protozoario T. 

cruzi. Esta enfermedad fue descubierta en 1909 por el Dr. Carlos Chagas, razón por la cual 

lleva su nombre. Se calcula que en la actualidad alrededor del mundo hay de 6 a 7 millones 

de personas infectadas con este parásito. La enfermedad de Chagas está clasificada dentro de 

las 20 enfermedades tropicales desatendidas según la Organización Mundial de la Salud 

(OMS, 2019). Esta enfermedad es endémica de América Latina, sin embargo, en las últimas 

décadas su incidencia ha aumentado en Estados Unidos, Canadá y Europa, debido a la 

movilidad de la población latinoamericana al resto del mundo (Pérez-Molina y Molina, 2018; 

Velasco y Morillo, 2018). En México en el periodo que comprende entre el año 2000 y 2017 

se registraron 9981 casos de personas con enfermedad de Chagas (Agudos y crónicos) 

(Secretaría de Salud de México, 2019). 

La principal forma de transmisión de T. cruzi al humano es la vectorial, que se lleva a cabo 

cuando un triatomino infectado, después de alimentarse de sangre, deposita en la piel o 

mucosas sus excretas conteniendo tripomastigotes metacíclicos (fase infectiva de T. cruzi). 

El parásito puede entrar al organismo a través de pérdidas de continuidad de la piel o 

directamente a través de mucosas (Macedo et al., 2004; Clayton, 2010; Lazzari et al., 2013). 

Otras maneras de infección que han sido reportadas son la congénita, por transfusión 

sanguínea, por trasplante de órganos y por vía oral al consumir alimentos y bebidas infectadas 

con las excreciones del insecto vector (Norman y López Vélez, 2013; Steverding, 2014). 

Existen dos fases durante la enfermedad de Chagas denominadas fase aguda y fase crónica 

(Weiser,2015). La fase aguda comienza de 6 a 10 días después de la infección y dura de 4 a 

8 semanas (Rassi et al., 2012). En esta etapa se presenta inflamación localizada en el sitio de 

inoculación que, en el caso de ser en la piel, recibe el nombre de chagoma, mientras que 

cuando entra por la conjuntiva produce un edema palpebral unilateral que recibe el nombre 

de signo de Romaña (Figura 3). Durante esta fase hay, fiebre, anorexia, diarrea, miocarditis 

y linfoadenopatía (Pinto et al., 2008; Carod-Artal, 2013). La fase aguda se autolimita y pasa 

a una fase crónica la cual es asintomática en la mayoría de los casos. Sin embargo, 
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aproximadamente 30% de las personas con infección crónica desarrollan síntomas que 

pueden aparecer de 10 a 30 años después de la infección inicial (Prata, 2001; Ribeiro et al., 

2012). Los órganos más afectados durante esta etapa son el corazón y el tracto gastro 

intestinal (sobre todo esófago y colon) (Troncon et al., 2000; Nunes et al., 2009; Rassi et al., 

2010).  

Actualmente, las drogas disponibles para tratar la enfermedad de Chagas son benznidazol y 

nitroimidazol (derivado de nifurtimox), sin embargo, son efectivas solo como tratamiento en 

la fase aguda, sin ser eficaces en la fase crónica (Bern y Montgomery., 2009). 

Adicionalmente, ambas drogas generan efectos secundarios como; anorexia, problemas en el 

sistema digestivo, depresión de la medula ósea, polineuropatía periférica, linfadenopatía, 

hipersensibilidad, púrpura trombocitopénica, y agranulocitosis (Scarim et al., 2018).  

 

Figura 3 Manifestaciones cutáneas y signo de Romaña ocasionado por la infección con T. 

cruzi. A) Signo de Romaña. B-D) Lesiones cutáneas localizadas en el lugar de inoculación 

del parásito (Tomado y modificado de Rangel-Gamboa et al., 2019). 
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1.4 Núcleo celular 

El núcleo es el organelo característico que distingue a las células eucariontes, en este ocurren 

eventos celulares fundamentales como; la replicación del DNA, la transcripción y el 

procesamiento de diferentes tipos de RNA. La primera célula nucleada surgió hace 

aproximadamente 2000 millones de años como el primer ancestro de todas las células 

eucariontes (FECA, First eukariotic common ancestor) (Koumandou et al., 2013). El núcleo 

está delimitado por una envoltura nuclear formada por dos bicapas lipídicas que están 

apoyadas mecánicamente por una red de proteínas llamada lamina nuclear. La membrana 

interna da hacia el nucleoplasma, mientras que la membrana externa da hacia el citoplasma, 

ambas membranas se encuentran separadas por un espacio perinuclear que conecta con el 

lumen del retículo endoplásmico (Lamond y Earnshaw, 1998; Trinkle-Mulcahy y Lamond, 

2007). La comunicación nucleocitoplasmática de diversos tipos de moléculas se lleva a cabo 

por los complejos de poro nuclear (NPC) que son complejos macromoleculares adosados a 

la envoltura nuclear (Kim et al., 2018). 

El núcleo de eucariontes multicelulares contiene diferentes subcompartimentos distribuidos 

en el nucleoplasma como los cuerpos de Cajal, GEMs (Gemini of coiled bodies), speckles, 

paraspeckles, PLMs (promyelocyte oncogenic domains), nucléolo y compartimentos 

perinucleolares (Fox y Lamond., 2010; Mao et al., 2011; Nunes y Moretti, 2017). 

La estructura nuclear de tripanosomátidos presenta varios cambios en su morfología durante 

el ciclo de vida de estos parásitos (Esponda et al., 1983; Jiménez-García et al., 1989; Chung 

et al., 1990; Ogbadoyi et al., 2000). T. cruzi presenta una estructura nuclear similar a la de 

otros organismos eucariontes, con una envoltura nuclear que contiene complejos de poro 

nuclear (Obado et al., 2016) (Figura 4). En epimastigotes de T. cruzi se puede observar un 

núcleo redondeado con un nucléolo bien definido (de Souza y Meyer 1974; de Souza, 2002).  

Se observa la presencia de heterocromatina en la periferia nuclear, mientras que los 

tripomastigotes presentan un núcleo elongado en la región central del cuerpo del parásito sin 

una estructura nucleolar aparente. En este estadio del parásito se observa una disminución de 

heterocromatina en la periferia nuclear comparado con epimastigotes (Elias et al., 2001).  

Con respecto a la distribución de los cromosomas, ésta varía con respecto a la etapa del ciclo 

celular. Al inicio de la fase S los cromosomas están dispersos; conforme transcurre la mitosis, 
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los cromosomas se localizan en la periferia nuclear y permanecen ahí hasta que finaliza la 

división celular. Una vez que finaliza la mitosis los cromosomas vuelven a dispersarse en el 

nucleoplasma (Elias et al., 2002). 

Diferente a la mayoría de otros eucariontes, la transcripción en tripanosomátidos es 

policistrónica (Clayton, 2019). Los genes de una unidad policistrónica de estos parásitos no 

codifican para proteínas relacionadas en función, contrastando con lo que ocurre en 

procariontes y nemátodos (Pettitt et al., 2010). Los mRNA maduros son generados por trans-

splicing y poliadenilación. En el proceso de trans-splicing se agrega un casquete de 39 

nucleótidos llamado miniexón o spliced-leader (SL) por transesterificación al extremo 5´de 

cada pre mRNA (Figura 5) (Campbell et al., 2000; Campbell et al., 2003). Los sitios de 

transcripción de la RNA Pol II en tripanosomátidos están dispersos a lo largo del 

nucleoplasma, con el sitio transcripcional específico de los genes codificantes del spliced-

leader concentrados en una región adyacente al nucléolo. En T. cruzi solo se ha logrado 

observar un sitio de transcripción del SL, mientras que T. brucei tiene dos sitios (Dossin y 

Schenkman, 2005). 

En T. brucei la distribución de los genes que codifican para las proteínas variantes de 

superficie (VSGs) y prociclinas se localizan en las regiones teloméricas de los cromosomas. 

De manera atípica estos genes VSG son transcritos por la RNA Pol I en una región nuclear 

conocida como el cuerpo del sitio de expresión (expresión site body) (Navarro y Gull., 2001; 

Landeira y Navarro 2007). Los genes que codifican para las prociclinas también son 

transcritos por la RNA Pol I, sin embargo, este proceso se realiza en la periferia nucleolar 

(Navarro et al., 2007).  
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Figura 4 Ultraestructura nuclear de epimastigotes y tripomastigotes metacíclicos de T. cruzi. 

A-H) Topología nuclear de epimastigotes que transcurren en orden hacia la diferenciación a 

metaciclogénesis, I,J) Dos tipos de kDNA se observan en tripomastigotes, K) Topología 

nuclear de tripomastigotes metacíclicos. Con una n se indica el núcleo, nu es el nucléolo, f 

el flagelo y k el cinetoplasto (Tomado y modificado de Gonçalves et al., 2018). 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gon%C3%A7alves%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29409544
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Figura 5 Representación del mecanismo de trans-splicing. Se representan los dos pasos 

de transesterificación. Se indican los sitios de splicing 5´(GU) y 3´(AG). Se representa el 

tracto de polipirimidinas (PPT), spliced-leader (SL) y el sitio de splice (SS) (Tomado y 

modificado de Shulamit, 2011). 
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1.5 Nucléolo 

El nucléolo es la estructura ribonucleoproteica más prominente del núcleo en la mayoría de 

los organismos eucariontes. En este compartimento subnuclear se lleva a cabo la síntesis y 

procesamiento de rRNA, así como el esamblaje de los ribosomas (Mélèse y Xue, 1995).  

Además de los eventos relacionados con la biogénesis de ribosomas, se han encontrado otras 

funciones relacionas al nucléolo, como son: la actividad de la telomerasa, regulación del ciclo 

celular, senescencia y respuesta a estrés (ver revisión de Boisvert et al., 2007). En plantas y 

mamíferos el nucléolo ha sido extensamente estudiado por microscopía electrónica, 

presentando una constitución tripartita que consta de centros fibrilares (FC), el componente 

fibrilar denso (DFC) y el componente granular (GC) (Huang, 2002; Mosgoeller, 2004; Olson, 

2010). Los FC contienen factores de transcripción de la RNA Pol I tales como el factor de 

unión río arriba (UBF) y las regiones cromosomales correspondientes a los genes que 

codifican para el rRNA que junto con proteínas acídicas forman las regiones organizadoras 

nucleolares (NORs) (Fatica y Tollervey, 2002). El DFC contiene factores que llevan a cabo 

el procesamiento temprano del pre-rRNA, en esta región también se realizan modificaciones 

postranscripcionales del rRNA principalmente la pseudouridilación y metilación realizada 

por la rRNA-pseudouridina sintasa (CBF5), así como otras ribonucleoproteínas conocidas 

como snoRNPs (Ribonucleoproteínas nucleolares pequeñas) (Hernandez-Verdun et al., 

2010). Por otra parte, el GC es el sitio de procesamiento tardío del pre-rRNA y el ensamblaje 

de las subunidades ribosomales con el rRNA procesado (Tschochner y Hurt, 2003; Lam et 

al., 2005). 

 

El nucléolo es una estructura dinámica que al entrar en mitosis es desensamblado y la 

actividad transcripcional decrece (Girke y Seufert, 2019). Durante la profase se observa un 

incremento de ciclina B1 que favorece la fosforilación de componentes que regulan la 

transcripción del rRNA como el factor SL1 y el factor terminador de la transcripción (TTF1) 

(Voit et al., 2015). Los rRNA nacientes permanecen asociados al DFC durante la mitosis y 

al ser hiperfosforilados desencadenan el desensamblaje nucleolar, acompañado por el 

desensamblaje de la maquinaria RNA Pol I (Heix et al., 1998; Leung et al., 2004). En anafase 

la mayoría de los componentes que participan en el procesamiento del rRNA permanecen 

asociados a la región pericromosomal (PR) que es un conjunto de componentes del 



 
 
 
 

15 
 

procesamiento de rRNA distribuidos homogéneamente, como ribonucleoproteínas (RNPs), 

los RNA nucleolares pequeños U3 (U3 snoRNA), fibrilarina y pre-rRNA, además de 

proteínas no nucleolares como la nucleoplasmina (Dimario, 2004).  

La estructura nucleolar responde al estado en la tasa de crecimiento celular y a la actividad 

metabólica, indicando que su dinámica es dependiente de estos factores (Grummt, 2013). 

Durante la interfase la célula necesita una gran cantidad de subunidades ribosomales para la 

síntesis de proteínas que servirán durante el crecimiento y la división celular (Schöfer y 

Weipoltshammer, 2018). 

Además de su relación con la síntesis y procesamiento de rRNA, existen datos que muestran 

que en el nucléolo se lleva a cabo el procesamiento y maduración de otros tipos de RNA, 

como RNAs pequeños transcritos por Pol III como el rRNA 5S, algunos tipos de tRNAs, el 

RNA de la RNasa P, algunos microRNAs y el RNA de SRP (signal recognition particle) 

(Gerbi et al., 2003).  

El nucléolo de epimastigotes de Trypanosoma cruzi corresponde a un compartimento 

subnuclear fibrogranular compuesto por ribonucleoproteínas dentro del nucleoplasma 

rodeado por partículas nucleares (fibras y gránulos) y cromatina compacta (Figura 6). Su 

constitución nucleolar presenta una organización bipartita conformada por el componente 

fibrilar denso y el componente granular, careciendo de centros fibrilares (López-Velázquez 

et al., 2005; Nepomuceno-Mejía et al., 2010). Esta organización bipartita también se ha 

observado en T. brucei (Ogbadoyi et al., 2000).   

En un estudio de comparación morfométrica nucleolar de epimastigotes de T. cruzi se 

observó que en crecimiento exponencial el área nucleolar es dos veces mayor que en fase 

estacionaria y que correlaciona con los niveles de trancripción más elevados en células en 

crecimiento (Nepomuceno-Mejía et al., 2010). El nucléolo reduce su tamaño y la tasa de 

transcripción se ve disminuida durante la transición de la forma proliferativa (epimastigote) 

a la no proliferativa (tripomastigote) hasta ser desensamblado. Una explicación probable es 

que la proliferación demanda una mayor transcripción y traducción (Elias et al., 2001; 

Gonçalves et al., 2018). Además, es aceptado de manera general que la actividad proliferativa 

correlaciona con la organización nucleolar. La presencia mayoritaria de gránulos en nucléolo 

y citoplasma en las células en división activa indica la presencia de ribosomas necesarios 

para la síntesis de proteínas bajo esta condición fisiológica (Nepomuceno-Mejía et al., 2010).  
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En T. cruzi, durante toda la división celular el nucléolo permanece como un compartimento 

intranuclear ribonucleoproteico. Conforme avanza la mitosis el nucléolo es tirado por fibras 

de huso hacia los polos de la célula que formará parte de cada núcleo de las células hijas. Al 

final de la mitosis se pueden observar nuevos nucléolos antes de la citocinesis (Nepomuceno-

Mejía et al., 2016).  

 

Figura 6 Ultraestructura nucleolar de T. cruzi con tinción de plata. A) Núcleo de T. cruzi (N) 

en el que se aprecia el nucléolo y la cromatina en el nucleoplasma. B) Se observa la 

conformación bipartita del nucléolo (Nu) conformado por el componente fibrilar (F) y el 

componente granular (G). Se señala el citoplasma (Cy), los ribosomas (r), la cromatina (Ch) 

y la envoltura nuclear (Ne). Las flechas indican a los complejos de poro nuclear y las puntas 

de flecha indican particulas nucleares (Tomado y modificado de López-Velázquez et al., 

2005). 
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1.6 Ribosomas y su biogénesis 

Los ribosomas son complejos macromoleculares que están compuestos por 

ribonucleoproteínas que conforman una subunidad menor (SSU) y una subunidad mayor 

(LSU) que se mantienen juntas formando un complejo cuya función es la síntesis de proteínas 

(Ramakrishnan, 2014; Schuller y Green, 2019). El peso molecular de los ribosomas de 

eucariontes unicelulares es aproximadamente de 3.5 MDa y el de eucariontes multicelulares 

es de 4.3 MDa. Los ribosomas de organismos multicelulares están compuestos de los RNA 

ribosomales 28S, 5.8S, 5S y alrededor de 49 proteínas en la subunidad 60S, mientras que la 

subunidad 40S contiene el rRNA 18S y alrededor de 33 proteínas. Sin embargo, el número 

de proteínas varía dependiendo la especie (Warner, 1999; Melnikov, 2012; Yusupova y 

Yusupov, 2017). 

La biogénesis del rRNA maduro es un proceso complejo que involucra la participación de 

proteínas no ribosomales y ribonucleoproteínas unidas a RNAs nucleolares pequeños 

(snoRNAs) (Tschochner y Hurt, 2003). La transcripción de rRNA en eucariontes se lleva a 

cabo por la RNA polimerasa I (Sadian et al., 2019). En mamíferos los genes de rRNA 

consisten en repeticiones de la secuencia codificante de las subunidades 18S, 5.8S y 28S, 

separadas por regiones espaciadoras internas y externas no codificantes que se transcriben 

(ITS y ETS). También tiene espaciadores intergénicos no transcritos (Fatica y Tollervey, 

2002). Los espaciadores transcritos no codificantes son removidos por endonucleasas y 

exonucleasas mientras que pseudouridina sintasas y metiltransferasas están involucradas en 

la modificación postranscripcional de los rRNAs (Tschochner y Hurt, 2003). 

El rRNA de T. cruzi es atípico presentando una subunidad larga compuesta por dos rRNA 

largos y 5 cortos (Hernández et al., 1988) (Figura 7). Estas moléculas están codificadas como 

módulos diferentes en una unidad de transcripción principal. Aproximadamente 100 copias 

por núcleo, separadas por secuencias mayores a 20 Kb, codificados en al menos 2 

cromosomas (Castro et al., 1981; Hernández et al., 1988, Wagner y So, 1990).  

El cistrón ribosomal de T. cruzi tiene una organización muy particular en un patrón de 

moléculas de rRNA más complejo que eucariontes superiores. El gen que en otros 

eucariontes codifica para el rRNA 28S, en T. cruzi presenta una discontinuidad interna que 
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genera la liberación de las moléculas 24S y 24S (Hernández et al., 1988) En el cistrón 

también se encuentran codificadas 5 moléculas pequeñas de rRNA (small rRNA) que son: 

S1, S2, S3 (esta última equivalente a la subunidad 5.8S de rRNA de otros eucariontes), S4, 

S6 (Castro et al., 1981; Hernández et al., 1988, Wagner y So, 1990). La molécula pequeña 

S5 representa al rRNA 5S, que también forma parte de la subunidad ribosomal mayor. Ésta 

se encuentra codificada como copias en tándem en una región distinta del genoma 

(Hernández et al., 1988; Hernández et al., 1993; Martínez-Calvillo et. al., 2010).  

Lo genes codificantes del rRNA 5S son transcritos por la RNA Polimerasa III de manera 

distinta al cistrón ribosomal que es transcrito por la RNA Pol I (Vorländer et al 2018). En 

Saccharomyces cerevisiae los genes de rRNA 5s están unidos a la unidad de transcripción de 

rRNA pero orientados en dirección opuesta (Venema y Tollervey, 1999). En T. cruzi y T. 

brucei los genes de rRNA 5s están organizados en un arreglo en tándem y unidos a los genes 

codificantes de tRNA (Cordingley, 1985; Hernández-Rivas et al., 1992; Moreno-Campos et 

al., 2016). En T. brucei la biogénesis del rRNA 5S involucra proteínas que se encuentran 

exclusivamente en tripanosomas como son P34 y P37 que resultan ser esenciales para el 

parásito (Ciganda y Williams, 2012). También se ha reportado que en tripanosomátidos la 

biogénesis ribosomal disminuye cuando los parásitos alcanzan la fase estacionaria de cultivo 

(Nardelli et al., 2007, Cevallos et al., 2005). 
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Figura 7 Esquema del cistrón ribosomal de tripanosomátidos y Saccharomyces cerevisiae 

como referencia. La caja gris representa al gen que codifica al RNA 18S de la subunidad 

menor (SSU), mientras que las cajas negras representan a los genes que codifican a los 

componentes de la subunidad mayor (LSU). Las subunidades mayor y menor son 

representadas como un óvalo negro y un óvalo gris respectivamente (Tomado de Hernández 

y Cevallos, 2014). 
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1.7 RNA Polimerasa I 

La RNA pol I es el complejo molecular encargado en la síntesis de rRNA 18 S, 5.8 S y 28 S 

en eucariontes, su reclutamiento al promotor de rDNA requiere de la participación de los tres 

factores de transcripción SL1, RRN3 y UBF para formar el complejo de preiniciación (Paule 

y White, 2000; Russell y Zomerdijk, 2005). Inicialmente, el factor SL1 reconoce la secuencia 

promotora y recluta a la RNA pol I asociado a RRN3, posteriormente UBF1 interacciona con 

SL1 activando la transcripción de la RNA pol I (Goodfellow y Zomerdijk, 2013). La síntesis 

de rRNA y la biogénesis de ribosomas requieren una gran inversión energética para la célula, 

por lo que este proceso se encuentra regulado (Albert et al., 2012).  

En tripanosomátidos no se ha identificado ningún ortólogo de los factores de transcripción 

SL1, RRN3 y UBF. A pesar de que se ha caracterizado al factor relacionado a TBP (TRF4) 

que se une a las regiones codificantes de rRNA, éste no es capaz de unirse a la región 

promotora (Thomas et al., 2009). Por otra parte, se ha identificado al factor de transcripción 

CITFA de Pol I en T. brucei. Este factor de transcripción está conformado por 7 proteínas 

específicas de tripanosomátidos. CITFA se une a la región promotora de los genes 

codificantes de rRNA, así como a los promotores de los genes que codifican glicoproteínas 

variantes de superficie (VSGs) y prociclinas, cuya transcripción es realizada de igual manera 

por Pol I (Brandenburg et al., 2007; Nguyen et al., 2012; Kirkham et al., 2015).   

La RNA Pol I de S. cerevisiae, está conformada por 14 subunidades. Las subunidades RPB5, 

RPB6, RPB8, RPB10 y RPB12 son compartidas entre RNA Pol I, RNA pol II y RNA Pol 

III. Las subunidades AC40 y AC19 se comparten únicamente entre la RNA Pol I y la RNA 

Pol III. Las subunidades que son especificas de la RNA Pol I son A190, A135, A49, A43, 

A34.5, A14, A12.2 (Vannini y Cramer, 2012; Goodfellow y Zomerdijk, 2013) (Figura 8).  

En T. brucei se ha logrado identificar a las subunidades RPA1, RPA2, RPA12, RPC19, 

RPC40, RPB5z, RPB6z, RPB8, RPB10z y RPA31(Walgraffe et al., 2005; Nguyen et al., 

2006; Nguyen et al., 2007; Nguyen 2014). Las subunidades RPB5z, RPB6z y RPB10z son 

específicas de tripanosomátidos y sólo forman parte de la RNA Pol I ya que sus proteínas 

RPB5, RPB6 y RPB10 se comparten entre RNA Pol II y RNA Pol III (Kelly et al., 2005; 
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Gunzl et al., 2007). Hasta ahora para T. cruzi solo se disponen de asignaciones informáticas 

de genes ortólogos (Tabla I). 

 

Figura 8 Estructura de la RNA Polimerasa I de S. cerevisiae. Se muestra la RNA Polimerasa 

I (en gris) al interactuar con el rDNA (en azul rey) y con los factores de transcripción 

específicos. Rrn3 en café, Rrn7 en verde, Rrn6 en azul claro, Rrn11 en azul claro. En color 

rosa se observa a la subunidad A14 en interacción con la subunidad A43. Se observa a la 

subunidad A49 en morado interactuando con A34.5 en color azul cielo. (Tomado de Sadian 

et al., 2019). 
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Tabla I. Subunidades de las RNA Pol I en T. cruzi, T. brucei y S. cerevisiae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subunidades de Saccharomyces Trypanosoma Trypanosoma 
RNAPs laRNAPol1 cerevls/ae brucel cruzl 

RPB8 " " " 
Poi 1, Poi 11 y Poi 111 RPB12 " " " (Canónicamente en RPB5 
eucariontes excepto las " ~PoI II Y Pol l lI ./ Poi 11 y Poi 111 

subunidades RPB5,RPB6 y RPB6 " ./Pol 11 Y Poi 111 ./ Poi 11 y Poi 111 

RPB10 de 
RPB10 " ./Pol 11 Y Poi 111 ./ Poi 11 y Poi 111 tripanosomátidos que solo 

están en Poi 11 y Poi 111) 

RPC40 " " " Poi I y Poi 111 RPC19 " " " 
RPA1 " " " 
RPA2 " " " 
RPA12 " " " 
RPA14 " " " Especificas 
RPA43 " de Poli " " 
RPA31 " " " 
RPB5z " " " 
RPB6z " " " 
RPB10z " " " 

Presencia " 
Vannini el al. (201 2).Molecular Cell.45; Park el al. (2011 ). Molecular and Biochemical 
Parasitology.1 80; Nguyen, el al. (2007).Molecular and Cellular Biology. 27 (17); Nguyen el al. 

Ausencia " 
(2006). Mol Biochem Parasitol .149; Schimaski el al. (2005). Mol Cell Biol. 25; Bindereif el al. 
(201 2). Nucleic Acids and Molecular Biology. 28. 
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1.8 RPA31, una subunidad de RNA Pol I específica y esencial en tripanosomas 

RPA31 es una subunidad de la RNA Pol I específica de la familia Trypanosomatidae. Por 

estudios de silenciamiento se ha logrado demostrar que es esencial, pues su ausencia resulta 

letal para T. brucei. El número de acceso en la base de datos TriTrypDB.org con descripción 

del gen RPA31 de la RNA Pol I de T. brucei (Nguyen, et al., 2007; Nguyen, et al., 2006; 

Schimanski, et al., 2005, El-Sayed et al., 2005) es: T. brucei TREU927 Tb927.10.3540, 

mientras que el gen ortólogo para T. cruzi se encuentra con el número de acceso 

TcCLB.510311.110. RPA31 de T. cruzi corresponde a una proteína de 184 aminoácidos con 

un peso aproximado de 21.7 kDa codificada por un gen de 555 pb.  
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1.9 Complejo de poro nuclear 

La expresión génica, el crecimiento y la división celular en eucariontes depende del flujo 

continuo de moléculas que atraviesan los complejos de poro nuclear. El complejo de poro 

nuclear corresponde a una estructura macromolecular adosada a la membrana interna y 

externa del núcleo que controla el transporte bidireccional de diferentes moléculas entre los 

compartimentos citoplásmico y nucleoplásmico (Beck y Hurt, 2017). Este complejo proteico 

es el más grande que existe en las células eucariontes, por ejemplo; el peso molecular de esta 

estructura en levadura es de 60 MDa mientras que en humano es de 120 MDa (comparando 

el peso molecular de los ribosomas eucariontes que es de 4.3 MDa) (Figura 9). El diámetro 

del canal presenta un ancho de 40 nm y posee simetría octagonal alrededor del eje central de 

transporte, conformado por más de 500 copias de 30 proteínas diferentes llamadas 

nucleoporinas (Rout et al., 2000; Lim y Fahrenkrog, 2006). Existen tres tipos de 

nucleoporinas: proteínas de la membrana de poro (Poms), nucleoporinas de andamiaje (core 

scaffold nups) y nucleoporinas FG (FG-repat Nups) (Fahrenkrog y Aebi, 2003). Las Poms 

contienen dominios transmembrana que anclan el complejo de poro nuclear a la envoltura 

nuclear (NE), mientras que las proteínas de andamiaje son principalmente componentes 

estructurales que interaccionan con la envoltura nuclear y las Poms. Las nucleoporinas FG 

continen dominios ricos en fenilalanina y glicina (FG). En conjunto los dominios FG dentro 

del canal del complejo de poro nuclear previenen la difusión pasiva de muchas 

macromoléculas y a su vez proporcionan sitios de acoplamiento molecular adecuado para los 

factores de transporte (TF) pertenecientes a la familia de las carioferinas (Hoelz et al., 2016; 

Obado et al., 2016). Estos factores de transporte nuclear se unen a la proteína cargo y 

posteriormente interaccionan con los dominios FG de las nucleoporinas para atravesar el 

complejo de poro nuclear (Alber et al., 2007). 

El complejo de poro nuclear muestra un alto grado de conservación en su composición y 

estructura (Alber et al., 2007). Se ha sugerido que las regiones FG han evolucionado como 

un subgrupo altamente especializado de regiones intrínsecamente desordenadas (IDRs) que 

contienen arreglos conservados de motivos lineales cortos (SLiMs), cuya función es mediar 

la interacción con múltiples componentes del anillo interno del complejo de poro nuclear. En 

este modelo evolutivo se propone que al incrementarse el número de SLiMs también se 
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incrementó la especificidad del transporte, cuya cadena de aminoácidos responsable de la 

interacción se compone de 2 a 4 residuos (FG, GLFG, o FxFG), asegurando interacciones 

rápidas. Los factores de transporte (importinas) que interaccionan con los dominios FG de 

las nucleoporinas pudieron haber evolucionado en paralelo generando un transporte nuclear 

más eficiente (Hayama et. al, 2017) 

Se ha estimado que T. brucei tiene entre 200-300 complejos de poro nuclear por núcleo (Rout 

y Field, 2001). En estudios de proteómica se ha logrado identificar por espectrometría de 

masas a 22 nucleoporinas que forman parte de este complejo molecular en T. brucei; TbMlp-

1, TbMlp-2, TbSec13, TbNup48, TbNup82, TbNup89, TbNup96, TbNup109, TbNup132, 

TbNup144, TbNup181, TbNup225, TbNup53a, TbNup53b, TbNup59, TbNup62, TbNup64, 

TbNup75, TbNup98, TbNup140, TbNup149, TbNup158. Estas nucleoporinas también se 

encuentran en metazoos y levaduras, presentando una similitud en su tipo de pliegue, 

organización de dominios, composición y modularidad. Estos datos proporcionan evidencia 

de que la arquitectura de los complejos de poro nuclear se encuentra conservada en 

eucariontes y posiblemente se estableció en el último ancestro común de los eucariontes 

(DeGrasse et al., 2009; Hayama et al., 2017; Field y Rout, 2019). En un estudio más reciente 

el mismo grupo identificó 5 nucleoporinas más que forman parte del complejo de poro 

nuclear de T. brucei; TbNup41, TbNup65, TbNup76, TbNup119 y TbNup152, sin embargo, 

éstas no tienen un ortólogo identificable en las Poms del clado Opisthokonta (Obado et al., 

2016). Adicionalmente, T. brucei carece de los componentes principales de exportación de 

mRNA presentes en los complejos de poro nuclear de levadura y vertebrados. Sin embargo, 

se ha encontrado que la exportación de mRNA en T. brucei podría ser mediada por los 

factores de exportación Mex67 y Mtr2 con la participación de Ran, RBP1 y la proteína 

activadora de la actividad de GTPasa GAP, sugiriendo que la exportación depende de GTP 

a diferencia de los organismos pertenecientes al clado Opisthokonta y plantas que utilizan 

ATP (Obado et al., 2016; Obado et al., 2017). 
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Figura 9 Estructura del complejo de poro nuclear de S. cerevisiae. A) Vista lateral y vista en 

giro de 45° de la estructura del NPC. B) Vista superior de NPC en la que se señala una de las 

8 unidades que conforman la simetría octagonal C) Vista lateral de una estructura radial del 

NPC. Las nucleoporinas FG se muestran en verde. Los anillos de membrana en beige. Los 

anillos internos se muestran en morado y azul. Los anillos externos se muestran en amarillo. 

(Tomado y modificado de Kim et al., 2018). 
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1.10 Transporte nuclear de proteínas mediante la vía clásica 

El transporte nuclear de proteínas es un proceso complejo que transcurre a través de los 

complejos de poro nuclear, en este proceso participan proteínas pertenecientes a la familia 

de las carioferinas entre las que se encuentran las importinas y las exportinas (Strambio-De-

Castillia et al., 2010). El proceso de translocación de proteínas al nucleoplasma mediado por 

la importina  y la importina  se conoce como vía clásica de importación nuclear (Cauntain 

et al., 2015). Las proteínas nucleares que serán transportadas desde el citoplasma al interior 

de núcleo (cargo) generalmente tienen motivos proteicos conocidos como señales de 

localización nuclear (NLS) que son reconocidos por la proteína adaptadora importina- 

formando el complejo cargo/importina . Posteriormente, la proteína receptora importina  

se une al dominio IBB (Importin beta binding domain) de importina  formando el complejo 

trimérico de transporte cargo/importina /importina  (Stewart y Rhodes, 1999; Stewart, 

2007). El complejo trimérico de transporte cargo/importina /importina  es translocado al 

nucleoplasma atravesando el complejo de poro nuclear mediado por importina  al 

interactuar con dominios ricos en fenilalanina y glicina (FG) de las nucleoporinas presentes 

en el complejo de poro nuclear (Ma et al., 2016). Una vez que el complejo trimérico se 

encuentra en el nucleoplasma, una proteína de unión a GTP llamada Ran-GTP (perteneciente 

a la familia RAS) se une a importina  generando un cambio alostérico y así disgregando el 

complejo trimérico cargo/importina /importina  (Vetter et al., 1999). Importina  

permanece unida a Ran-GTP para ser exportada al citoplasma, así, Ran-GTP cumple una 

función reguladora del transporte nuclear al mantener un ciclo de unión con GTP y GDP, 

siendo el gradiente de Ran-GTP mayoritario en el nucleoplasma (Görlich et al., 1996; Hoelz 

y Blobel, 2004). La unión de GTP a Ran es modulada por el factor de intercambio de 

nucleótido de guanina (RanGEF o RCC1 en Humano) en el núcleo y la proteína activadora 

de GTPasa de Ran (Ran GAP) en el citoplasma, ambas proteínas distribuidas de manera 

asimétrica entre el núcleo y citoplasma controlan la unión de Ran a GTP o GDP y por 

consiguiente la regulación del transporte nucleocitoplásmico (Bischoff y Ponstingl, 1991; 

Bischoff et al., 1994; Moroianu et al., 1996; King et al.,2006). Por otra parte, importina  es 

exportada al citoplasma mediante la exportina CAS (the celular apoptosis susceptibility gene 

product) en complejo con RanGTP (Kutay et al., 1997; Stewart, 2007). Una vez en el 
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citoplasma los complejos exportados RanGTP-CAS-importina- y RanGTP-importina  son 

disociados por la hidrólisis de RanGTP generando RanGDP. La actividad de GTPasa de Ran 

es estimulada por la proteína activadora de GTPasa RanGAP1 (Seewald et al., 2002). 

Adicionalmente las proteínas RanBP1 o RanBP2 estimulan a RanGAP1 para la activación 

de GTPasa de Ran (Matunis et al., 1996; Vetter et al., 1999; Ritterhoff et al., 2016). La 

direccionalidad del transporte nucleocitoplásmico está dada por el gradiente diferencial de 

RanGTP entre el núcleo y el citoplasma, presentando una concentración mayor en el 

nucleoplasma (Izaurralde et al., 1997; Kalab y Heald, 2008). El transporte nuclear de 

RanGDP depende de NTF2 (Nucelar Factor transport 2) que tiene afinidad por los dominios 

FG de las nucleoporinas que conforman el NPC (Stewart, 2000; Jovanovic-Talisman et al., 

2009). Una vez en el nucleoplasma NTF2-RanGDP es disociado por la reconversión de 

RanGDP a Ran-GTP realizado por RanGEF (Bischoff y Ponstingl, 1991). La exportina CAS 

puede regresar nuevamente al núcleo por sí misma.  

Las proteínas exportadas al citoplasma contienen un motivo llamado señal de exportación 

nuclear (NES) que es reconocido por factores de exportación nuclear llamados exportinas.  

Las exportinas son proteínas pertenecientes también a la familia de las carioferinas. El 

proceso de exportación nuclear requiere la participación de Ran-GTP que se une a las 

exportinas (Xu y Massagué, 2004).  

En tripanosomátidos la vía de transporte nuclear clásica no ha sido estudiada, sin embargo, 

en la base de datos TriTrypDB se pueden identificar los genes de importina , importina , 

CAS y Ran (Canela-Pérez et al., 2019). En los genomas de L. major y T. brucei se han 

identificado a NTF2, RanGAP, RanBP1 y RCC1 (Casanova et al., 2008). 

Es importante señalar que se han reportado vías no clásicas de transporte nuclear de proteínas, 

por ejemplo; existen proteínas que son transportadas al núcleo directamente por importina , 

sin la participación de importina . Las proteínas que han sido descritas son: la proteína 

paratiroide PTHrP (Cingolani et al., 2002), el factor nuclear de transcripción SCREBP2 que 

es esencial para el metabolismo del colesterol (Lee et al., 2003) y la proteína de dedo de zinc 

C2H2 (Choi et al., 2014). 
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Otra vía consiste en la participación de Snurportina que interacciona con importina  en lugar 

de hacerlo con importina  para importar ribonucleoproteínas y proteínas que conforman el 

espliceosoma (UsnRNPs) (Strasser et al., 2005) (Figura 10).  

 

 

 

 

Figura 10 Ilustración esquemática de tres vías 

de importación nuclear de proteínas. A y B) Vía 

clásica de importación nuclear de proteínas; 

cargo (Nucleoplasmina se muestra en rojo), 

importina- (en verde) e importina- (en 

amarillo) forman un complejo ternario antes de 

ser translocadas al núcleo atravesando los 

complejos de poro nuclear (NPC, en gris), 

RanGTP (en azul) y Cse1p (CAS, en naranja) 

disocia el complejo y libera el cargo. C y D) 

Vía de importación de Snurportina-1, cargo 

(U1A-UTR se muestra en guinda y rosa claro). 

Snurportina (en verde). RanGTP (azul) y 

CRM1(en color hueso) E y F) Vía de 

importación directa mediada por importina ; 

cargo (SCREBP2, mostrado en morado), 

importina  y SCREBP2 forman un complejo 

binario que es translocado a través del NPC. 

(Esquema adaptado de Christie et al., 2016) 
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1.11 Señales de localización nuclear 

En las células, algunas proteínas son exclusivamente nucleares, mientras que otras se 

encuentran en un intercambio dinámico entre el núcleo y el citoplasma (Nigg, 1997; Ernst y 

Müller-Newen; 2019). La mayoría de las proteínas nucleares contienen un motivo que 

corresponde a una secuencia de aminoácidos llamada señal de localización nuclear (NLS). 

Las primeras NLS en ser descritas fueron reportadas en el antígeno mayor del SV40 

(126PKKKRKV132) y en la nucleoplasmina de Xenopus laevis 

(155KRPAATKKAGQAKKKK170), clasificadas como monopartitas y bipartitas 

respectivamente (Kalderon et al., 1984; Dingwall et al., 1988) (Figuras 11Ñ y 11O). Las 

señales monopartitas y bipartitas se conocen como NLS clásicas (cNLS) por haber sido las 

primeras en ser descritas (Goldfarb et al., 2004). Estos motivos presentan secuencias 

enriquecidas con aminoácidos básicos, principalmente lisinas y argininas que resultan 

indispensables para la importación nuclear de proteínas en mamíferos, plantas, levaduras y 

proteínas virales (Boulikas, 1993; Makkerh et al.,1996; Bordonné, 2000; Lee et al., 2006b; 

Lange et al., 2007; Gao y Wong, 2013). Las señales monopartitas están conformadas por una 

secuencia que va de 4 a 10 residuos de longitud, mientras que las señales bipartitas requieren 

dos regiones ricas en aminoácidos básicos separadas por una secuencia espaciadora de 10 a 

12 residuos no consenso (Robbins et al., 1991; Goldfarb et al., 2004; Marfori et al., 2011; 

Christie et al., 2016). 

Las NLS pueden residir en cualquier región de la proteína nuclear y no son eliminadas 

después de ser importadas al nucleoplasma. Además, puede haber más de una NLS en una 

proteína determinada (Sun et al., 2016).  

Además de las cNLS, han sido identificadas varias NLSs no clásicas, como son las secuencias 

PY-NLS que están compuestas por el consenso R/H/KX(2-5)PY (Lee et al., 2006a; Chook y 

Süel, 2011; Lange et al., 2008). La NLS M9 funciona como un motivo de intercambio entre 

el núcleo y el citoplasma, está compuesta de 38 residuos 

(YNDFGNYNNQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPY) y se encuentra en la proteína hnRNP A1 

(Siomi y Dreyfuss, 1995). La NLS BIB corresponde a una señal de 42 residuos enriquecida 

con arginina y glicina (VHSHKKKKIRTSPTFRRPKTLRLRRQPKYRRKSAPRRNK) que 

se encuentra en la proteína ribosomal rpL23 (Jäkel y Görlich, 1998). El dominio RS 
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corresponde a una señal rica en arginina y serina, en algunas proteínas funciona como señal 

de importación y en otras como señal de exportación nuclear (Cazalla et al., 2002).  

En tripanosomátidos se han identificado algunas NLS de tipo clásico y no canónico. En el 

caso de T. brucei se han encontrado 2 casos. El primero corresponde a la proteína ESAG8 

cuya función es regular la expresión génica en la forma sanguínea del parásito, que porta una 

señal bipartita (Figura 11A) (Lips et al., 1996; Hoek et al., 2000). El segundo caso 

corresponde a la proteína La que funciona como una chaperona de los productos de 

transcripción de la RNA Pol III, tiene una señal monopartita (Figura 11B) (Marchetti et al., 

2000). En T. cruzi se han reportado cinco casos, el primero corresponde a la Histona H2B 

que funciona como componente estructural de la cromatina, y que porta una señal bipartita 

clásica (Figura 11C) (Marchetti et al., 2000). El segundo caso corresponde a la proteína Met 

III que se expresa en formas metacíclicas, sin embargo, no se conoce su función, en su 

extremo amino porta una señal bipartita junto a un motivo de reconocimiento a RNA (RRM) 

que es fundamental para la importación nuclear de la proteína, mientras que en el extremo 

carboxilo de la proteína se encuentra otra señal bipartita (Figura 11D) (Gluenz et al., 2007). 

El tercer caso corresponde a una proteína de unión a RNA llamada UBP1 que participa en la 

estabilización y degradación de mRNA, ésta porta una señal no canónica que recae en un 

RRM indispensable para su importación nuclear (Figura 11E) (Cassola y Frasch, 2009). El 

cuarto caso corresponde a un componente del espliceosoma llamado p14 que porta una señal 

monopartita en su extremo carboxilo, sin embargo, esta señal requiere de un RRM en el 

extremo amino para que la proteína se localice en el núcleo (Figura 11F) (Westergaard et al., 

2010). El último caso corresponde a la proteína adenilato ciclasa nuclear (ADKn) que está 

involucrada en la síntesis del nucleótido adenina, en su extremo amino porta una NLS no 

canónica compuesta de 89 residuos sin un consenso en particular (Figura 11G) (Cámara et 

al., 2013).  

En Leishmania donovani se han reportado 4 casos de proteínas con NLS, el primer caso 

corresponde a la topoisomerasa 2 (TOP2) que participa en el desdoblamiento del DNA 

duplex, esta proteína porta una NLS no canónica conformada de 61 residuos hacia su extremo 

carboxilo (Figura 11I) (Sengupta et al., 2003). El segundo caso corresponde a Tdp1 cuya 

función es reparar los complejos estancados formados por la topoisomerasa tipo 1, esta 
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proteína porta una NLS no clásica conformada de 60 residuos en su extremo carboxilo 

(Figura 11K) (Banerjee et al., 2010). La proteína ORC1 participa en el reconocimiento del 

origen de replicación y porta una NLS monopartita en su extremo amino (Figura 11L) 

(Kumar et al., 2012). La proteína heterodimérica TopIB participa en el rompimiento de 

cadena sencilla en el DNA que presenta superhelicidad, en la subunidad mayor presenta una 

NLS no clásica conformada de 44 residuos hacia su extremo carboxilo (Figura 11M), 

mientras que en la subunidad menor presenta dos NLS no canónicas, hacia el extremo amino 

presenta una señal de 10 residuos y hacia su extremo carboxilo presenta otra de 28 residuos 

(Figura 11N) (Prada et al., 2013). Finalmente, en Leishmania major solo se ha reportado el 

caso de la cinesina KIN13-1 que participa en la formación del huso mitótico durante la 

segregación cromosomal, ésta porta una señal no canónica de 43 residuos hacia su extremo 

carboxilo (Figura 11J) (Dubessay et al., 2006). En la figura 11H se representa a la proteína 

RPA31 de T. cruzi con una NLS bipartita hacia su extremo carboxilo. 

Existen programas informáticos que predicen posibles cNLS como son PSORTII y NLS 

mapper. Los algoritmos de predicción de estos programas están basados en las NLS 

registradas en levaduras, plantas y mamíferos (Nakai y Horton, 1999; Kosugi et al., 2009b). 
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Figura 11 Representación esquemática de las proteínas nucleares de tripanosomátidos que 

presentan una NLS funcional. A-M) Ilustración de casos en el género Trypanosoma y el 

género Leishmania. En cada proteína se indica su NLS. Los aminoácidos resaltados en 

negrita son esenciales para el transporte nuclear de manera experimental. En el caso de 

ESAG8 dos regiones son subrayadas como potenciales elementos de una NLS bipartita. En 

la proteina LmjKIN13-1 tres bloques de polialanina fueron sustituidos en la región que 

corresponde a la NLS, resultando esenciales para el transporte nuclear. La cajas rojas y azules 

representan NLS clásicas y NLS no clásicas respectivamente. Las cajas en azul claro 

representan motivos de reconocimiento a RNA (RRM). Ñ-O) Se indican las cNLS del 

antígeno mayor de SV40 y nucleoplasmina por ser las primeras en ser descritas como modelo 

de transporte nuclear (Tomado de Canela-Pérez et al., 2019). 
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1.12 Importina  

La importina  es una proteína perteneciente a la familia de las carioferinas que participa 

como adaptador en la vía clásica de importación nuclear al reconocer cNLS de proteínas 

cargo (Goldfarb et al., 2004; Oka y Yoneda, 2018). Presenta  una estructura modular 

conformada por un extremo amino conocido como dominio de unión a importina  (IBB) y 

un extremo carboxilo conformado por 10 dominios Armadillo (ARM) (Cingolani et al., 1999; 

Kobe, 1999). Los dominios ARM fueron inicialmente descritos en D. melanogaster en la 

proteína Armadillo y están compuestos por tres hélices  (H1,H2 y H3) (Riggleman et 

al.,1989). La presencia continua de los dominios ARM genera una estructura conocida como 

alfa solenoide conformada por motivos hélice-giro-hélice (Fournier et al., 2013). La rotación 

consecutiva entre los dominios ARM crea un surco a lo largo del eje de la superhélice de la 

proteína en donde se localizan los sitios de unión a las cNLS, específicamente los motivos 

conservados (^R/K) XXWXXXN), en donde ^R/K es cualquier residuo a excepción de Arg 

o Lys (principalmente residuos ácidos o hidrofóbicos), mientras que X es cualquier 

aminoácido (Conti et al., 1998; Conti y Kuriyan, 2000). Los residuos encargados de la 

interacción con la cNLS son principalmente residuos de Asn conservados que forman puentes 

de hidrógeno así como residuos de Trp que generan interacción con Arg y Lys mediante sus 

anillos indol (Fontes et al., 2000). Las cNLS monopartitas y bipartitas se unen a los sitios de 

unión de importina  en una conformación extendida (Fontes et al., 2003). Mediante análisis 

estructurales se ha demostrado que las NLSs monopartitas se unen preferencialmente al 

bolsillo mayor de importina , mientras que las cNLS bipartitas se unen a los bolsillos menor 

y mayor de manera simultánea (Yang et al., 2010). Adicionalmente se ha demostrado que 

mutaciones en el bolsillo mayor disminuyen la acumulación nuclear de NLS monopartitas, 

mientras que mutaciones en el bolsillo menor tienen un efecto menor (Kosugi et al., 2009a; 

Yang et al., 2010). Por otra parte, mutaciones en residuos de ambos bosillos de manera 

simultánea interrumpen la unión de NLS bipartitas (Leung et al., 2003). A la fecha, se ha 

logrado determinar la estructura tridimensional de la importina  de Homo sapiens (Dias et 

al., 2009), Saccharomyces cerevisiae (Conti y Kuriyan, 2000), Mus musculus (Kobe, 1999; 

Fontes et al., 2000), Oryza sativa (Chang et al., 2012; Chang et al., 2014), Arabidopsis 

thaliana (Wirthmueller et al., 2015) y Neurospora crassa (Bernardes et al., 2015). La 
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estructura de todas estas proteínas ortólogas comprende 10 dominios ARM que interaccionan 

con cNLS monopartitas y bipartitas (Chang et al., 2013) (Figura 12). 

Importina  no ha sido estudiada en tripanosomátidos, sin embargo, en la base de datos 

TriTrypDB se encuentran anotados los números de acceso de T. cruzi (TcCLB.509965.110 

y TcCLB.509057.20, haplotipo Esmeraldo y haplotipo no Esmeraldo respectivamente), T. 

brucei (Tb927.6.2640) y L major (LmjF.30.1120).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/TcCLB.509057.20
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/Tb927.6.2640
https://tritrypdb.org/tritrypdb/app/record/gene/LmjF.30.1120
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Figura 12 Estructura de importina  en unión con una cNLS. A) Estructura de importina  

de O. sativa con la tercera hélice  de cada dominio ARM coloreadas en verde B) Estructura 

de importina  de M. musculus en interacción con la NLS bipartita de nucleoplasmina 

(mostrada en estructura de barillas negras). En rojo se resaltan las regiones conservadas al 

compararlas con importina  de H. sapiens, S. cerevisiae, O. sativa, A. thaliana y N. crassa. 

C) Representación esquemática de la unión de una NLS monopartita a los bolsillos mayor y 

menor de importina . Los residuos de Asn y Trp se muestran en verde y amarillo 

respectivamente. Las cadenas principales y cadenas laterales de la NLS monopartita son 

mostradas como líneas negras y azules respectivamente. Las líneas discontinuas representan 

puentes salinos. D) Estructura del bolsillo menor de importina a de M. musculus en 

interacción la NLS de la proteína Gu mostrada en azul. Los residuos de importina  

comprenden el motivo (^R/K) XXWXXXN en los dominios ARM7 y ARM8. Los residuos 

de la NLS de Gu que se unen al bolsillo menor se indican en las posiciones P1´, P2´,P3´ y 

P4´. E) Estructura de importina  de S. cerevisiae, el dominio IBB se muestra en verde, la 

región de la nucleoporina Nup2p que interacciona con importina  se indica en purpura. La 

NLS bipartita de nucleoplasmina se muestra en verde. (Tomado y modificado de Christie et 

al., 2016). 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La enfermedad de Chagas sigue siendo un problema de salud pública actualmente en América 

latina, Estados Unidos y Europa. Es necesario encontrar y proponer nuevos blancos 

quimioterapéuticos para combatir esta enfermedad, por lo que el estudio de la proteína 

TcRPA31 resulta relevante al tratarse de una proteína esencial y específica de 

tripanosomátidos. Actualmente el estudio de transporte nucleocitoplásmico en 

tripanosomátidos es escaso, por lo que este estudio aportará bases importantes para entender 

el mecanismo de importación de proteínas por la vía clásica. 
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3. OBJETIVO  

Estudiar el papel de los componentes involucrados en la importación al núcleo de la 

subunidad TcRPA31 del complejo proteico de la RNA Polimerasa I de T. cruzi.  

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Cuantificar los niveles de expresión y evaluar la distribución celular de la proteína de 

fusión RPA31-EGFP en diferentes condiciones de proliferación celular. Esto es, fase 

exponencial y fase estacionaria. 

2. Determinar la región responsable de la importación nuclear de TcRPA31. 

3. Evaluar la posible interacción entre TcRPA31 y TcImportina  in vivo e in vitro 

4. Averiguar la posible vía de importación nuclear de TcRPA31 con la droga 

ivermectina. 

5. Evaluar la expresión y localización subcelular de TcImportina- en condiciones de 

crecimiento y diferenciación. 

6. Evaluar la interacción entre la señal de localización nuclear de TcRPA31 y 

TcImportina- 

7. Determinar la región que participa en la interacción entre la NLS de TcRPA31 y 

TcImportina   

8. Evaluar el efecto de ivermectina en la interacción entre la NLS de TcRPA31 y 

TcImportina  

9. Predicción in silico de señales de localización nuclear en proteomas nucleares de T. 

cruzi y T. brucei para generar secuencias consenso de importación nuclear en 

tripanosomas. 

10. Evaluar si el dominio IBB de TcImportina- es necesario para su localización 

nuclear. 
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4. HIPÓTESIS 

De manera canónica en eucariontes las señales de importación nuclear están enriquecidas 

con aminoácidos básicos, por lo que la deleción de regiones conteniendo estos residuos 

permitirá el mapeo de una posible señal de localización nuclear de la proteína TcRPA31. 

Además, por predicciones informáticas RPA31 porta una posible señal de localización 

nuclear de tipo bipartita en su extremo carboxilo. Esta posible NLS bipartita podría 

interaccionar con proteínas que participan en la vía clásica de importación de proteínas . 
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5. METODOLOGÍA 

5.1 Cultivos del parásito 

Los epimastigotes de T. cruzi de la cepa de referencia CL Brener (TINF/BR/1963/CL- 

Brener) se mantuvieron en medio de cultivo LIT (Liver Infusion Triptone Medium) 

(Camargo, 1964), complementado con suero fetal bovino al 10% e inactivado, penicilina 

[100 U/mL], estreptomicina [100 mg/mL] y hemina a una temperatura de 28°C. El conteo 

celular se realizó en cámara de Neubauer. En el sistema experimental usado y para fines de 

reproducibilidad, cosechamos a los parásitos tanto en fase exponencial de crecimiento 

(densidad poblacional entre 20 a 30 x 106 células/mL) como en fase estacionaria, considerada 

operacionalmente cuando la densidad de células no aumenta en 72 h, típicamente entre 80-

100 x 106 células/mL.  Para las pruebas de inhibición de la importación se usó ivermectina 

(Sigma-Aldrich, 18898) a [25 M] en cultivos con una densidad poblacional de 20 X 106 

cel/mL. 

5.2 Amplificación de ácidos nucleicos por PCR 

Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: a cada reacción se le agregó 1 L 

(100 M) del oligonucleótido en sentido más 1 L (100 M) del oligonucleótido reverso y 1 

L (220 ng) de templado. Además, a cada reacción se le agregaron 5 L de amortiguador 

HIFI PCR 10X (Invitrogen), 1.5 L MgSO4 (50 mM), 1 L Taq polimerasa (Invitrogen), 1 

L de dNTPs (10 mM) y 38.5 L de agua bidestilada para alcanzar un volumen final de 50 

L. 

El programa seguido por el termociclador (Mastercycler Personal-Eppendorf) para la 

reacción de PCR consistió en 7 pasos; una desnaturalización inicial de 5 min a 94 °C (Paso 

1), seguida por otra desnaturalización corta de 30 segundos a 94 °C (Paso 2), renaturalización 

por 30 segundos a 67 °C (Paso 3), una extensión a 68 °C por 1 min (Paso 4), se repitieron los 

pasos 2 al 4 por 29 veces (Paso 5), una extensión final de 68 °C por 10 min (Paso 6), y un 

enfriamiento a 4 °C (Paso 7).  
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Tabla II Construcciones de TcRPA31 y TcImportina  

Plásmido Oligonucleótidos  Características 

pTEX-EGFP1 F 
R 

5´-ATCGATGGTGAGCAAGGGCGAGG-3´ 
5´-CTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG-3´ 

Región codificante de EGFP subclonada en el 
plásmido pTEX  

pRPA31-EGFP2 F 
R 

5´-GAATTCGATGAAGCTGGTGAAGTTTGTGAATTG-3´ 
5´-ATCGATTTGTGCTTCTTTGACCCACCGTTG-3´ 

Expresa aa 1-184 de RPA31 (ORF completo) 
fusionada a EGFP  

pRPA31-C-EGFP2 F 
R 

5´-GAATTCATGAAGCTGGTGAAGTTTGTG-3´ 
5´-ATCGATCCTTCCTTCTTTGCACGTGTC-3´ 

Expresa aa 1-172 de RPA31 fusionada a EGFP 

pRPA311/2B+C-
EGFP2 

F 
R 

5´-GAATTCATGAAGCTGGTGAAGTTTGTG-3´ 
5´-ATCGATGCTGTCTTACGGATCGGTTCCTCAC-3´ 

Expresa aa 1-167 de RPA31 fusionada a EGFP  

pRPA31B+C-EGFP2 F 
R 

5´-GAATTCATGAAGCTGGTGAAGTTTGTG-3´ 
5´-ATCGATCCTTCCTCACCGTTTTCAATCG-3´ 

Expresa aa 1-162 de RPA31 fusionada a EGFP  

pBipNLS-EGFP3 F 
R 

5´-AAGCTTATGAGGAACGGGCGAAAACGTGTCGTG-3´ 
5´-CTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG-3´ 

Expresa aa 147-172 de RPA31 fusionada a 
EGFP  

pRPA31A 
+espaciador-EGFP4 

F 
R 

5´-AAGCTTATGCCGATCCGTAAGACACGTG-3´ 
5´-CTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG-3´ 

Expresa aa 163-184 de RPA31 fusionada a 
EGFP  

pTcA31S F 
R 

5´-ATGAAGCTGGTGAAGTTTGTG-3´ 
5’-TCAGTGCTTCTTTGACCCACC-3´ 

El ORF completo de RPA31 clonado en el 
vector pGEM T easy. 

pImportina--GEM 
pImportina--6xHis 
pImportina--6xHis-
TEX 

F 
R 

5´-CCATGGGATTCGGTGGGCAAGGC -3´ 
5´-AGATCTAAAGTCAAATTCCGTGTCTTGTTTCGC -3´ 

El ORF completo de TcImportina- clonado en 
el vector pGEM T easy. Esta secuencia fue 
subclonada en el vector pQE60 (que agrega el 
tag de 6xHis en el extremo carboxilo).  
Finalmente, la secuencia Importina--6xHis 
fue subclonada en el vector pTEX (vector de 
expresión en Tripanosomátidos) 

pImportina--EGFP5 F 
R 

5´- GAATTCATGTTCGGTGGGCAAGGCGAG -3´ 
5´- ATCGATGCAAAGTCAAATTCCGTGCCTTG -3´ 

Expresa aa 1-533 de TcImportina-  (ORF 
completo) fusionado a EGFP  

pImportina--∆IBB-
EGFP  

F 
R 

5´- GAATTCATGGACGCGGTGATCAAGAGTGG -3´ 
5´- AAGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG -3´ 

Expresa aa 119-533 de RPA31 fusionada a 
EGFP 

pRPA31-EGFP-QE60     
* 

F 
R 

5´- CCATGGGGAAGCTGGTGAAGTTTGTGAATTGTG -
3´ 
5´- AAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG -3´ 

Expresa aa 1-184 de RPA31 (ORF completo) 
fusionada a EGFP   

pBipNLS-EGFP-QE60 
*       

F 
R 

5´- CCATGGGCAGGAACGGGCGAAAACGTG -3´ 
5´- AAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG -3´ 

Expresa aa 147-172 de RPA31 fusionada a 
EGFP 
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pBipNLS1/2B-EGFP6  

*         
F 
R 

5´- CCATGGGCAGGAACGGGCGAAAACGTG -3´ 
5´- AAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG -3´ 

Expresa aa 147-167 de RPA31 fusionada a 
EGFP 

pBipNLSB-EGFP7  *                F 
R 

5´- CCATGGGCAGGAACGGGCGAAAACGTG -3´ 
5´- AAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG -3´ 

Expresa aa 147-162 de RPA31 fusionada a 
EGFP 

pEGFP-QE60   *                F 
R 

5´- CCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC -3´ 
5´- AAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG -3´ 

Expresa la región codificante de EGFP 

1 La región codificante de EGFP se subclonó del vector pRH006 (BCCM/LMBP, Technologiepark-Zwijnaarde, Belgium) en el plásmido 

pTEX entre los sitios de restricción Cla I/ Xho I.  

2 Estas regiones codificantes de RPA31 se amplificaron del vector pGEM-T easy e insertaron en el plásmido pTEX-EGFP entre los sitios 

de restricción EcoR I/Cla I 

3 Esta región codificante de RPA31 se amplificó de pRPA31-C-EGFP e insertó en el plásmido pTEX entre los sitios de restricción Hind 

III/ Xho I 

4 Esta región codificante de RPA31 se amplificó de pRPA31-EGFP e insertó en el plásmido pTEX entre los sitios de restricción Hind III/ 

Xho I 

5 La secuencia codificante de TcImportina- se insertó en el plásmido pTEX-EGFP entre los sitios de restricción EcoR I/Cla I. 

6 Esta región codificante de RPA31 se amplificó de pRPA311/2B+C-EGFP (Canela Pérez et al., 2018). 

7 Esta región codificante de RPA31 se amplificó de pRPA31B+C-EGFP (Canela Pérez et al., 2018). 

• Cada una de las fusiones con EGFP se clonaron entre los sitios NcoI/Hind III en el plásmido pQE60 sin la secuencia codificante de 

6xHis. 
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5.3 Preparación de células competentes de Escherichia coli 

Se siguió el protocolo recomendado en Sambrook y Russell (2001) que se resume a 

continuación: se cultivaron células de E. coli (JM109) en una caja de Petri con agar LB 

(triptona 0.1 %, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 0.1 %) (Bertani y Weigle, 1953) y se 

resembraron cada 24 horas durante 3 días. Se tomó una de las colonias y se inoculó en 3 mL 

de medio LB, las células se incubaron toda una noche a 37 °C. Posteriormente se tomaron 

100 L del inóculo y se colocaron en un matraz con 30 mL de LB y 300 L de sales (MgCl2 

3.0 mM y MgSO4 3.0 mM). El cultivo se incubó a temperatura ambiente y en agitación, 

cuando el cultivo llegó a una D.O. 600 nm = 0.6, el matraz se colocó en hielo durante 10 min, 

posteriormente se centrifugó a 1620 x g (Centrífuga Beckman de mesa, rotor de columpio 

S4180, 3000 rpm) por 10 min a 4 °C, el botón celular se resuspendió en 2.4 mL de 

amortiguador TB (PIPES 0.3 g, CaCl2·2H2O 0.22 g , KCl 1.86 g, MnCl2 1.09 g, pH 6.7) 

con dimetilsulfóxido (DMSO) a una concentración final de 7.0 % e incubando en hielo por 

10 min. Finalmente, la suspensión se vertió en tubos Eppendorf fríos de 200 L y se 

congelaron inmediatamente sumergiéndolos en hielo seco con etanol. Para almacenar las 

células, se guardaron a -70 °C. 

5.4 Clonación de productos amplificados en el vector pGEM-T-easy y transformación 

de células competentes 

Los productos de PCR se clonaron en el vector pGEM-T-easy (Promega), los insertos 

clonados se evaluaron con enzimas de restricción que realizan cortes en la región de 

multiclonación de pGEM-T-easy. Las condiciones de clonación se resumen a continuación: 

a cada reacción se le agregaron 5 L de amortiguador 2X rapid ligation (Promega), 1 L del 

vector pGEM-T-easy (50 ng), 1 L de los productos de PCR, 1 L de T4 DNA ligasa 

(Promega) y 2 L de agua bidestilada. Posteriormente las reacciones se incubaron toda una 

noche a 4 °C.  

Para transformar las células competentes con los productos clonados, se agregaron 50 ng de 

las reacciones de ligación junto con 200 L de células competentes en tubos Eppendorf 

estériles y se dejaron en hielo durante 30 min, posteriormente se les dio un choque térmico a 

42 °C durante 45 s y rápidamente se transfirieron a hielo durante 1 min. A cada tubo con 
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células se le adicionaron 800 L de medio SOB (bacto-triptona 2 %, extracto de levadura 0.5 

%, NaCl 0.05 %) más glucosa a una concentración final de 20 mM y se incubaron durante 

50 min a 37 °C. Las células se sembraron en cajas de Petri con medio LB-Agar y ampicilina 

[100 g/mL], con la finalidad de seleccionar clonas de bacterias transformadas, además se 

agregó IPTG [0.5 mM] y X-Gal [80 g/mL] para facilitar la selección de colonias 

transformadas con el vector que contiene el inserto de interés. Finalmente se incubaron toda 

una noche a 37 °C. 

Al día siguiente se seleccionaron algunas clonas al azar (colonias blancas) y se cultivaron en 

medio LB con ampicilina para determinar si las colonias contenían el plásmido con los 

insertos clonados. 

5.5 Extracción de DNA plasmídico por lisis alcalina 

Se escogieron colonias bacterianas al azar y se inocularon en 3 mL de medio LB con 

ampicilina [100 g/mL] dejándolas crecer una noche a 37 °C. Al día siguiente, los cultivos 

se centrifugaron a 18400 x g ( Centrífuga 5424, Eppendorf, 14000rpm) durante 30 segundos, 

se desechó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 100 L de solución de 

suspensión fría (glucosa 500 mM, Tris-HCL a pH 8.0 25 mM y EDTA 10 mM, pH 8) por 5 

min, después se agregaron 200 L de solución de lisis recién preparada (NaOH 0.2 N, SDS 

1%) mezclando 10 segundos por inversión y manteniendo en hielo. 

Inmediatamente después se adicionaron 150 L de solución neutralizante fría (acetato de 

potasio [5.0 M], ácido acético glacial al 10 %), mezclando por inversión durante 10 segundos 

y manteniendo en hielo por 5 min. El sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo y se 

realizaron dos extracciones, la primera con un volumen de la mezcla fenol: cloroformo (1:1) 

y la segunda con un volumen de cloroformo, con dos centrifugaciones entre cada extracción 

de 5 min a 18400 x g. El DNA plasmídico se precipitó con dos volúmenes de etanol absoluto 

a una temperatura de -70 °C por 20 min, posteriormente se centrifugó a 18400 x g por 10 min 

y se retiró el sobrenadante, el botón se lavó con etanol al 70 % y se dejó secar por 2 min a 

temperatura ambiente, finalmente el DNA se resuspendió en 100 L de TE con RNasa ( Tris 

[10 mM] pH 7.4, EDTA [0.2 mM] pH 7.2, RNasa [20 g/mL]), las muestras se incubaron a 

37°C por 1 h y se almacenaron a -20 °C. 
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5.6 Construcciones plasmídicas 

Los marcos de lectura abiertos de TcRPA31 haplotipo esmeraldo (TcCLB.510311.110) y 

TcImportina- haplotipo esmeraldo (509965.110) se amplificaron a partir de DNA genómico 

y se clonaron dentro del vector pGEM T-easy (Promega). Los amplicones se subclonaron 

dentro del vector de expresión en tripanosomátidos pTEX (Kelly et al.,1992) entre los sitios 

EcoR I y Cla I, conteniendo el gen codificante de la proteína verde fluorescente (pTEX-

EGFP), para su subsecuente expresión como proteínas de fusión TcRPA31-EGFP y 

TcImportina--EGFP. Se construyó una serie de versiones escindidas de ambas proteínas de 

fusión que se especifica de manera detallada en la Tabla I. Las ligaciones se hicieron en un 

tubo Eppendorf de la siguiente manera: se agregó 1 L de amortiguador T4 ligasa 10X, 1 L 

(3U) de T4 DNA ligasa (Promega), 1 L (300 ng) de pTE digerido, 2 L (900 ng) del 

producto de PCR purificado y digerido previamente  y 5 L de agua mili Q, finalmente se 

incubó 18 h a 14 °C. Todas las secuencias se verificaron por secuenciación. 

5.7 Transfección de T. cruzi 

Se dejó crecer un cultivo de epimastigotes hasta que alcancanzara la fase de crecimiento 

exponencial, fueron necesarios 3 x 108 epimastigotes (30 mL de medio de cultivo LIT, a una 

densidad poblacional inicial de 1 x 106 células/mL e incubados entre 4 y 5 días). Los 

epimastigotes se cosecharon a 800 x g (centrífuga Beckman de mesa, rotor de columpio 

S4180, 2100 rpm) por 10 min y se lavaron con 30 mL de medio LIT no complementado (sin 

suero y sin hemina) preenfriado a 4ºC. Después de lavadas las células se centrifugaron a 800 

x g por 10 min. Posteriormente se resuspendieron en 350 L de medio LIT sin complementar 

y se les adicionó 50 g de DNA de plásmido purificado con el Kit de extracción plasmídica 

de QIAGEN (todo en hielo). Se transfirió a celdas para electroporación utilizando la pipeta 

Pasteur que viene con las celdillas y se incubaron en hielo por 5 min. Posteriormente se 

prendió el equipo durante los 5 min de incubación (BTX ECM 830) y se fijaron las 

condiciones de electroporación a 360 V 1500 F 13 Ohms 12 milisegundos. La transfección 

se realizó verificando que los valores de capacitancia cayeran entre 8 y 9. Después de la 

transfección se dejaron reposar a temperatura ambiente 5 min y se recuperaron las células de 

la celda con pipeta de Pasteur y se transfirieron a un frasco para su incubación. Se recuperó 
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el mayor número de células con varios lavados de la celda con medio LIT complementado y 

resuspendiéndolas. Las células se sembraron en 10 mL de medio LIT complementado y se 

incubaron por 24 h a 28°C. Se realizó la cuenta de parásitos con un rango cercano de 1-2 x 

108 células/mL y se realizó una dilución 1:5 (1 mL de células más 4 mL de medio) en medio 

fresco con G418 (Sigma-Aldrich, A1720) a [300 g/mL] para las transfecciones con el vector 

pTEX. Después de incubar por ~20 días los parásitos no resistentes dejaron de dividirse por 

completo y se observaron como células redondas sin flagelo, mientras que los parásitos 

seleccionados se agruparon en conglomerados celulares que comienzaron a liberarse 

aproximadamente al día 30. 

5.8 Microscopía de fluorescencia 

Epimastigotes en fase de crecimiento exponencial transfectados con RPA31-EGFP se 

centrifugaron a 3000 x g (Centrífuga Beckman de mesa, rotor de columpio S4180) por 5 min, 

se lavaron con un volumen de amortiguador fosfato salino (PBS) 1X, nuevamente se 

centrifugaron y el sobrenadante se desechó. El botón celular se resuspendió suavemente en 

paraformaldehído al 3.7 % en PBS 1X, llevando a una densidad de 40 x 106 células/mL.  Se 

incubaron por 10 min a 4ºC para fijar las células. En un portaobjetos silanizado se dibujaron 

círculos con plumón hidrofóbico y se colocaron 100 L de la suspensión de células fijadas.  

Se incubaron 10 min a temperatura ambiente. Las células no unidas se lavaron sumergiendo 

los portaobjetos en PBS 1X y en agitación gentil durante 10 min. Las células se incubaron 

con DAPI (Sigma-Aldrich) [5 g/mL] (DAPI se une a los surcos menores del DNA 

principalmente a las regiones ricas en adenina y timina, sin embargo, en tripanosomátidos 

también se une al DNA mitocondrial, por lo que se observa la fluorescencia del núcleo y el 

cinetoplasto). Las muestras se montaron con medio de montaje Dako fluorescent mounting 

médium (Dako). Las células se observaron por microscopía de fluorescencia usando un filtro 

que permite la excitación de la muestra a 450-488 nm y emite a 510 nm (verde). Las células 

transfectadas con TcImportina--6xHis se permeabilizaron con PBS-Tritón al 0.5% durante 

10 minutos, posteriormente se bloquearon con albúmina al 2% en PBS durante 16 horas a 

4°C. Se procedió a montar las muestras y se incubaron con el anticuerpo primario comercial 

anti-6xHis (GeneTex) (1:5000 v/v) por una hora a temperatura ambiente. Posteriormente se 

lavaron 3 veces con PBS 1X (5 minutos cada lavado) y se incubaron con el anticuerpo 
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secundario acoplado a Alexa 594 anti-conejo (Life Technologies) durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Se hicieron 3 lavados y se procedió a incubar con DAPI. Las muestras 

se observaron por microscopía de fluorescencia usando un filtro que permite la excitación de 

la muestra a 590nm y emite a 617 nm (rojo) en un microscopio Olympus BX51.  

5.9 Inmunoréplica tipo Western Blot 

Se obtuvieron lisados totales de epimastigotes de la siguiente manera: se centrifugaron 

parásitos en fase exponencial y fase estacionaria a 1620 x g (Centrífuga Beckman de mesa, 

rotor de columpio S4180) a 4 °C, se realizaron dos lavados con 10 mL de PBS 1X y se 

centrifugaron a 1620 x g por 10 min. Las células se centrifugaron y se decantó el 

sobrenadante para realizar un conteo de parásitos, posteriormente se agregaron 10 L de 

amortiguador de lisis por cada 5 x 106 células, el lisado se transfirió a un tubo Eppendorf de 

1.5 mL y se calentó a 95 °C por 5 min. Finalmente, las muestras se guardaron a -20 °C. 

Las proteínas presentes en el lisado total de parásitos se separaron por SDS-PAGE y se 

transfirieron a una membrana de 0.45 m PVDF Immobilon-P (Merk Millipore, Darmstadt, 

Germany) de acuerdo con los protocolos estándar. La membrana se bloqueó con 0.05 % de 

Tritón X- 100 en PBS (PBS-T) con 5 % de leche descremada toda la noche a 4°C en agitación 

gentil. La membrana se incubó por 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo primario 

comercial anti-EGFP (Clontech, 632569), anti-6xHis (GeneTex, GTX115045) (1:5000 v/v), 

anti-alfa tubulina (abcam, ab4074), anti-aldolasa de Plasmodium (abcam, 207494) (1:500 

v/v) (la tubulina y aldolasa se usaron como controles de carga), diluidos por separado en PBS 

con 2 % de leche descremada. Posteriormente la membrana se lavó tres veces con PBS-T (30 

min por lavado) y entonces se incubó por 1 h con el anticuerpo secundario de cabra contra 

IgG de ratón (Pierce, 31430) o IgG de conejo (Pierce, 31460) conjugados con peroxidasa de 

rábano picante (1: 30,000 v/v), diluido en PBS-T con 2 % de leche descremada. La membrana 

se lavó tres veces con PBS-T (3 min por lavado), incubada en SuperSignal West Pico 

Chemiluminiscent Substrate (Thermo Scientific, 34577) y se sometió al revelado.  
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5.10 Ensayos de interacción 

Para los ensayos de interacción in vivo se creció un cultivo de epimastigotes cotransfectados 

con TcRPA31-EGFP y TcImportina--6xHis y como control se usaron parásitos que 

expresaran solamente RPA31-EGFP hasta que alcanzaran la fase de crecimiento 

exponencial; las células se seleccionaron con G418 [300 g/mL]. Se cosecharon 10x108 

parásitos y se les agregó 1 mL de amortiguador de lisis (Tritón al 1% en PBS con una tableta 

de inhibidores de proteasas “complete ultra tablets” Roche), y una unidad de nucleasa 

benzonasa en hielo durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, el lisado se centrifugó a 

14,000 x g durante 30 minutos y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo. El lisado de 

parásitos se incubó con 400 L de perlas de Ni-NTA-agarosa (QIAGEN,30230) durante 1 

hora a temperatura ambiente (~23 °C). Las perlas se centrifugaron a 400 x g durante 2 

minutos y se lavaron 4 veces con 1500 L de amortiguador de lavado (Na2H2PO4 [50 mM], 

NaCl [300mM], Imidazol [20 mM], pH 8), se hizo un quinto lavado con 300 L y se recuperó 

el sobrenadante. Finalmente, las perlas se incubaron con 300 L de amortiguador de elución 

(Na2H2PO4 [50 mM], NaCl [300mM], imidazol [250 mM], pH 8); durante 10 minutos a 

temperatura ambiente en agitación constante, las perlas se centrifugaron a 400 x g durante 2 

minutos y el sobrenadante se recuperó para evaluarse por Western blot. 

Para realizar los ensayos de interacción in vitro se crecieron cultivos de la cepa M-15 que 

expresaran las proteínas recombinantes TcRPA31-EGFP, NLS-EGFP, EGFP, TcImportina-

-6xHis y versiones escindidas de la NLS de TcRPA31 hasta que alcanzaran una D.O. de 

0.6 en medio LB con ampicilina [100 g/mL] y kanamicina [50 g/mL]. Las células se 

indujeron con IPTG [1 mM] durante dos horas a 37 °C en agitación constante y se cosecharon 

a 400 x g durante 20 minutos, posteriormente el sobrenadante se decantó. El botón celular se 

resuspendió en 4 mL de amortiguador de lisis (Na2H2PO4 [50 mM], NaCl [300mM], imidazol 

[10 mM], pH 8) y una unidad de nucleasa benzonasa (Sigma-Aldrich) y se incubó en hielo 

durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo, el lisado se centrifugó a 14,000 x g durante 30 

minutos y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo. En tubos de 5 mL se incubaron 400 

L de perlas de Ni-NTA-Agarosa (Invitrogen) con 2 mL de lisado de TcImportina--6xHis 

seguido de la adición individual de 2 mL de cada uno de los lisados bacterianos que se indican 

a continuación: EGFP, TcRPA31-EGFP, BipNLS-EGFP, BipNLSB-EGFP y 
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pBipNLS1/2B-EGFP. Los lavados y la elución se hicieron exactamente igual a los ensayos 

de interacción in vivo. La ivermectina se utilizó a una concentración de [250 M]. 

5.11 Análisis in silico 

La búsqueda de secuencias proteicas que conforman los proteomas nucleares reportados de 

T. brucei y T. cruzi se hicieron en la base de datos Tritrypdb.org. La predicción de señales de 

localización nuclear se realizó con el programa PSORT II (Nakai y Horton, 1999) y 

posteriormente se generaron logos de frecuencia con el programa Weblogo (Crooks et al., 

2004). Para hacer los alineamientos de secuencias se usó el programa CLUSTAL OMEGA, 

mientras que la predicción de dominios y estructura secundaria de proteínas se hicieron con 

los programas Pfam (El-Gebali et al., 2019), InterPro (Quevillon et al., 2005) y PHYRE2 

(Kelley et al., 2015). 
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6. RESULTADOS  

6.1 Expresión y localización celular de RPA31-EGFP en el crecimiento y la 

diferenciación a metaciclogénesis 

En estudios previos de nuestro grupo se ha observado que el nucléolo de epimastigotes de T. 

cruzi en crecimiento exponencial es de mayor tamaño que el de células en fase estacionaria 

(Nepomuceno-Mejía et al., 2010). Este fenómeno está relacionado con una mayor actividad 

de biogénesis ribosomal en crecimiento exponencial necesario para la síntesis de proteínas 

en un ambiente rico en nutrientes. Se ha descrito que epimastigotes en crecimiento 

estacionario pueden dar lugar a formas no replicativas de tripomastigotes metacíclicos que 

corresponde a la fase infectiva en el ciclo de vida de T. cruzi (Camargo 1964; Hernández et 

al., 2012). En relación con esto, quisimos evaluar si existía alguna variación tanto en los 

niveles de expresión como en la localización subcelular en condiciones de crecimiento 

cuando los nutrientes son abundantes, fase estacionaria como una etapa preadaptativa a 

metaciclogénesis y finalmente en tripomastigotes metacíclicos transfectados con TcRPA31-

EGFP. La localización subcelular de RPA31-EGFP en fase de crecimiento exponencial es 

nuclear, con un arreglo característico del nucléolo (Figura 13A-B). En los epimastigotes de 

fase estacionaria se observa una distribución granular extendida en el nucleoplasma, incluso 

este patrón de fluorescencia se observó en el núcleo alargado de triposmastigotes 

metacíclicos (Figura 13C-F). Evaluamos la acumulación de TcRPA31-EGFP (~49 kDa) en 

lisados de parásitos (Figura 14A) y observamos que los niveles de proteína del crecimiento 

exponencial y estacionario son similares (Figura 14B). 
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Figura 13 Localización subcelular de TcRPA31-EGFP. (A, B) Imágenes representativas de 

epimastigotes en crecimiento exponencial, (C, D) epimastigotes en fase estacionaria y (E, F) 

tripomastigotes metacíclicos.  Se muestran diferencias en la distribución de fluorescencia. Se 

indica el núcleo (n) y el cinetoplasto (k). 
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Figura 14 Expresión de la proteína de fusión TcRPA31-EGFP. A) Se observa la acumulación 

de TcRPA31 y EGFP en lisados de epimastigotes transfectados y evaluados por Western 

blot. Lisado de parásitos silvestres y transfectados con el vector vacío se usaron como 

controles negativos. Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF y se tiñeron con 

azul de Coomasie como control de carga (Izquierda), los mismos extractos proteicos se 

probaron con anti-EGFP (Derecha). B) Lisados de parásitos transfectados con TcRPA31-

EGFP y cosechados en crecimiento exponencial y estacionario se probaron con una mezcla 

de anti EGFP y anti-TcActina (suero policlonal). Los mismos lisados se incubaron 

únicamente con anti-TcActina como control de carga. 
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6.2 Identificación in silico de la señal de localización nuclear potencial de TcRPA31 

Desde que RPA31 se identificó en T. brucei, se observaron similitudes reconocibles solo con 

proteínas de tripanosomátidos. Con la finalidad de hacer un análisis comparativo entre 

secuencias proteicas ortólogas de TcRPA31 de cinetoplástidos, se realizó la búsqueda de 

secuencias mediante un análisis BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y posteriormente 

cada secuencia obtenida se buscó en la base de datos TritrypDB (tritrypdb.org/tritrypdb/).  

Para ver la similitud entre las secuencias se realizó un alineamiento múltiple con el programa 

CLUSTAL OMEGA. La longitud de las secuencias se asemeja más entre L. donovani, L. 

major, L. mexicana, L. infantum, L. brazilienzis, T. rangeli, T. grayi y T. cruzi que tienen un 

intervalo entre 178 a 194 aa, mientras que la excepción corresponde a T. brucei con 226 aa.  

Por otra parte, también se realizó un análisis individual de cada secuencia ortóloga para 

predecir alguna posible señal de localización nuclear con los programas PSORT II y NLS 

mapper. Estos programas indicaron una señal de localización nuclear de tipo bipartita en cada 

una de las secuencias analizadas. Los dos haplotipos de T. cruzi presentan un cambio de 

residuo en la señal de localización nuclear en el aminoácido 169 (Figura 15). 
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Figura 15 Potencial señal de localización nuclear conservada en RPA31 de tripanosomátidos. 

Alineamiento esquemático entre proteínas ortólogas de RPA31. La región coloreada dentro 

de cajas representa la posición del elemento que contiene una señal de localización nuclear 

clásica (de tipo bipartita). Su asignación como elemento A y elemento B es arbitraria. Los 

residuos encerrados en cajas cuadriculares indican la diferencia de aminoácidos entre las 

secuencias de las NLS en los dos haplotipos de T. cruzi. El número de acceso de cada una de 

las secuencias corresponde a los anotados en la base de datos TritrypDB. Trypanosoma cruzi: 

TcRPA31-S (Esmeraldo haplotype), TcCLB.510311.110, TcRPA31-P (non-Esmeraldo 

haplotype), TcCLB.508153.1140; Trypanosoma rangeli: TranRPA31, TRSC58_02635; 

Trypanosoma grayi: TgraRPA31, DQ04_00041120; Leishmania donovani: LdRPA31, 

LdBPK_030560.1; Leishmania infantum: LinRPA31, LinJ.03.0560; Leishmania major: 

LmRPA31, LmjF.03.0580; Leishmania mexicana: LmxRPA31, LmxM.03.0580; Leishmania 

braziliensis: LbrRPA31, LbrM.03.0490; and Trypanosoma brucei: TbRPA31, 

Tb927.10.3540. 
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6.3 Disección funcional de la señal de localización nuclear de TcRPA31 

Para probar si la NLS bipartita predicha in silico era funcional procedimos a generar una serie 

de versiones escindidas de TcRPA31 fusionadas a EGFP y evaluar su localización celular 

por microscopía de fluorescencia. La señal de fluorescencia de parásitos transfectados con 

EGFP como control, se extiende a lo largo del cuerpo celular (Figura 16A). 

Contrastantemente, la proteína de fusión TcRPA31-EGFP se localizó claramente en el núcleo 

como se muestra en la Figura 16B. Doce aminoácidos del extremo C-terminal de TcRPA31 

pueden ser eliminados sin ninguna influencia aparente en su localización nuclear (Figura 

16C). Si el pentapéptido RAKKE del elemento B es eliminado se presenta una ligera señal 

de fluorescencia en el citoplasma (Figura 16D). La eliminación del elemento B genera una 

localización citoplasmática de la proteína (Figura 16E). Sin embargo, cuando el elemento A, 

la región espaciadora y el elemento B son fusionados a la proteína EGFP, se observa 

claramente la fluorescencia en el núcleo (Figura 16F). Finalmente, cuando solo el elemento 

B y la región corta del extremo C-terminal de TcRPA31 se fusionan a EGFP, la fluorescencia 

es principalmente nuclear, con una ligera fluorescencia en citoplasma (Figura 16G). Los 

patrones de localización celular de TcRPA31-EGFP apoyan fuertemente que la región de 26 

aminoácidos es una señal de localización nuclear clásica de tipo bipartita. Dentro de esta 

secuencia, el elemento B parece ser esencial, mientras que el elemento A más la región 

espaciadora juegan un papel menos significativo en la localización nuclear de TcRPA31-

EGFP. 
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Figura 16 Localización celular de versiones escindidas de TcRPA31-EGFP. Imágenes 

representativas que muestran el patrón de fluorescencia de la proteína de fusión TcRPA31-

EGFP y varias versiones escindidas, en rojo se observa la fluorescencia con DAPI. Los 

epimastigotes se transfectaron con las construcciones que se representan a la izquierda. Los 

elementos A y B que conforman la señal de localización nuclear de TcRPA31 se presentan 

en rojo y azul respectivamente. Todas las fusiones comienzan con una metionina inicial que 

mantiene en fase el marco de lectura. Los 26 aminoácidos que conforman la NLS son 

suficientes para la localización nuclear de TcRPA31 (Línea F). 
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6.4 Inhibición de la importación nuclear de TcRPA31 con ivermectina 

La ivermectina es una droga con actividad inhibitoria específica de la vía clásica de 

importación nuclear (Wagstaff et al., 2012). En cultivos de epimastigotes transfectados con 

RPA31-EGFP evaluamos el efecto de ivermectina a una concentración reportada y efectiva 

de 25 M a diferentes tiempos y logramos ver su efecto desde las 2 horas (Figura 17). 

 

Figura 17 Inhibición de la importación nucelar de TcRPA31-EGFP con ivermectina.   

Se observan epimastigotes transfectados con TcRPA31-EGFP que se incubaron con 

ivermectina [25 M] (B-D) mientras que el control (A) se trató con etanol al 0.1%, que se 

utilizó como vehículo, por dos horas a 28 ˚C. Se presentan imágenes representativas de 

parásitos que se trataron con ivermectina y se observaron por microscopía de fluorescencia.  

El núcleo se indica con (n) y el cinetoplasto con (k). 
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6.5 Conservación de estructura y dominios ARM de TcImportina-  

En la vía clásica de importación nuclear, la importina  es el primer contacto de interacción 

entre la proteína cargo y el sistema de transporte nuclear. Por ello se estudió 

informáticamente esta proteína como se indica a continuación. Para saber si la secuencia 

proteica de importina- de trypanosomas (T. brucei, T. cruzi y L. major) está conservada, se 

compararon las secuencias de importina  de tripanosomátidos con las secuencias ortólogas 

de S. cerevisiae y H. sapiens mediante un alineamiento con el programa CLUSTAL 

OMEGA. Se hizo una predicción de dominios que conforman a los ortólogos de importina  

con los programas InterPro y Pfam. Posteriormente se realizó una predicción de su estructura 

secundaria para ubicar a las hélices alfa que conforman a cada uno de los dominios armadillo 

(ARM) usando el programa PHYRE2. Se pudo observar que la posición de los dominios 

ARM está muy conservada. Además, se obtuvo que cada dominio está conformado por 3 

hélices alfa, que de igual manera conservan su posición y longitud dentro de cada dominio.  

Resulta interesante que la mayoría de los dominios ARM aparecen separados por una glicina 

conservada, que no ha sido reportada. En el caso de tripanosomátidos el dominio de unión a 

importina   (IBB) no fue detectado por los programas Pfam e InterPro (Figura 18A). Se 

generaron modelos estructurales de las proteínas ortólogas de T. cruzi, T. brucei, L. major y 

S. cerevisiae con los programas SWISS-MODEL e I-TASSER. De ellos, se puede observar 

una estructura de alfa solenoide generada por el arreglo hélice-giro-hélice de importina  de 

tripanosomátidos. De manera similar a S. cerevisiae, la estructura de importina  de 

tripanosomátidos conserva un arreglo de 3 hélices alfa por cada dominio ARM. Se hace notar 

que la glicina conservada se ubica estructuralmente entre dos dominios ARM (Figura 18B)  
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Figura 18 Alineamiento entre ortólogos de importina  y su predicción estructural. A) 

Alineamiento entre secuencias proteicas ortólogas de importina  de L. major 

(LmjF.30.1120), T. brucei (Tb927.6.2640), T. cruzi (509965.110), S.cerevisiae 

(NP_014210.1) e importina -6 de H. sapiens (NP_001353233.1) realizado con CLUSTAL 

OMEGA. La predicción de los dominios pertenecientes a cada una de las secuencias 

ortólogas se realizó de manera individual con los programas informáticos Pfam e InterPro, la 

predicción de hélices alfa se realizó con el programa PHYRE 2. Los dominios ARM 

predichos se encuentran en casillas negras, mientras que con letras rojas se resaltan las hélices 

alfa que conforman a cada uno de los dominios ARM. En el caso de T. cruzi el dominio ARM 

8 no se detectó con ningún programa, sin embargo, esta región conserva 3 hélices alfa de un 

potencial dominio ARM. En azul se indica una glicina espaciadora conservada en las 5 

secuencias analizadas entre cada dominio ARM. Finalmente se subraya el dominio IBB de 

H. sapiens y S. cerevisiae, resaltando en color gris los tres grupos de residuos básicos que 

participan en el proceso de auto-inhibición de importina . En el caso de tripanosomátidos 

el dominio IBB no se identificó con ningún programa y solo se resaltan en negritas los 

residuos básicos que se encuentran el extremo amino de manera salteada. B) La predicción 

estructural se realizó con el programa SWISS-MODEL. Como plantilla se usó la estructura 

cristalizada de importina  de S. cerevisiae (1wa5.1). Los archivos PDB obtenidos se 

trabajaron de manera individual con el programa PyMOL. En las 4 estructuras los dominios 

ARM se resaltan en azul, mientras que el dominio IBB de importina  de S. cerevisiae se 

resalta en naranja. Finalmente se hace un aumento del dominio ARM1 unido a una de las 

glicinas conservadas en S. cerevisiae. 
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6.6 Abundancia y localización subcelular de TcImportina--EGFP y TcImportina--

6xHis en el crecimiento y la diferenciación a metaciclogénesis 

En nuestro grupo de investigación hemos establecido el sistema de crecimiento y 

metaciclogénesis de epimastigotes in vitro para tratar de reproducir esta transición que 

experimenta el parásito en el insecto vector. Se ha reportado que epimastigotes en fase 

estacionaria pueden dar lugar a formas no replicativas de tripomastigotes metacíclicos que 

es la siguiente etapa de desarrollo en el ciclo de vida de T. cruzi (Camargo, 1964; Hernández 

et. al., 2012). Se evaluó si la expresión y localización subcelular de TcImportina  varía en 

condiciones de crecimiento y diferenciación. Para realizar esto se generaron las proteínas de 

fusión TcImportina--EGFP y TcImportina--6xHis y se evaluó su expresión en lisados de 

parásitos transfectados con ambas construcciones de manera individual (Figura 19). 

Posteriormente se evaluó la abundancia en crecimiento de los epimastigotes, sin ninguna 

diferencia aparente en las etapas de crecimiento exponencial y estacionario (Figura 20). Una 

vez observada la expresión de las proteínas TcImportina--EGFP y TcImportina--6xHis se 

procedió a evaluar su localización subcelular en crecimiento exponencial y estacionario. La 

señal de fluorescencia en crecimiento exponencial se localiza en el núcleo con un arreglo 

caracteríztico del nucléolo (Figuras 21A-D y 22A-D). En epimastigotes en crecimiento 

estacionario y en tripomastigotes metacíclicos la señal de fluorescencia se localiza en el 

nucleoplasma con un arreglo de puntos mas intensos distribuidos aleatoriamente en el núcleo 

(Figuras 21E-L y 22E-L). 
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Figura 19 Expresión de TcImportina--EGFP y TcImportina--6xHis. A) Western blot de 

lisado de epimastigotes transfectados con EGFP (28kDa) y TcImportina--EGFP (89 kDa), 

se detectan bandas específicas en los sitios de migración esperados, mientras que en los 

controles sin transfectar o transfectados con el vector vacío no se observa señal. B) Western 

blot de lisado de epimastigotes transfectados con TcImportina--6xHis (58 kDa), se detecta 

una banda específica en el sitio de migración esperado, mientras que en los controles no se 

observa dicha banda. 
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Figura 20 Expresión de TcImportina--EGFP y TcImportina--6xHis en epimastigotes en 

crecimiento exponencial y estacionario. Las proteínas se transfirieron a una membrana de 

PVDF y se tiñeron con azul de Coomassie como control de carga (Izquierda). A) Western 

blot de lisado de epimastigotes transfectados con TcImportina--EGFP y evaluados con un 

anticuerpo contra EGFP. B) Western blot de lisado de epimastigotes transfectados con 

TcImportina--6xHis y evaluados con un anticuerpo anti 6xHis. Como control de carga se 

observa la TcAldolasa (41kDa) que se incubó de manera simultanea con los anticuerpos 

primarios anti-EGFP y anti-6xHis en cada ensayo. 
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Figura 21 Localización subcelular de TcImportina--EGFP en el crecimiento y la 

diferenciación de epimastigotes in vitro. A-D) La localización subcelular de TcImportina--

EGFP en epimastigotes en crecimiento exponencial se enriquece en el nucléolo de manera 

bien definida con un arreglo de puntos en la periferia nuclear (indicados con puntas de 

flecha). E-H) En fase estacionaria la señal de fluorescencia parece distribuirse en 

subdominios a lo largo del nucleoplasma. I-L) En tripomastigotes metacíclicos se observan 

dos puntos con mayor intensidad y otras regiones más tenues a lo largo de nucleoplasma. El 

núcleo de tripomastigotes es alargado. Se indica el cinetoplasto (k) y el núcleo (n). 
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Figura 22 Inmunolocalización de TcImportina--6xHis en el crecimiento y la diferenciación 

de epimastigotes in vitro. A-D) La localización subcelular de TcImportina--6xHis en 

epimastigotes en crecimiento exponencial se enriquece en el nucléolo de manera bien 

definida. E-H) En crecimiento estacionario la señal de fluorescencia parece distribuirse en 

subdominios a lo largo del nucleoplasma. I-L) En tripomastigotes metacíclicos se observa 

distribuido a lo largo de nucleoplasma. El núcleo de tripomastigotes es alargado. Se indica el 

cinetoplasto (k) y el núcleo (n).  
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6.7 Deleción del extremo amino de TcImportina- 

El extremo amino de importina  de mamíferos y S. cerevisiae contiene el elemento de unión 

para importina  (IBB Domain) (Lott y Cingolani, 2011). Esto hace que el transporte de 

importina  al nucleoplasma sea dependiente de importina , al menos en eucariontes 

multicelulares. Como hipótesis, se planteó que al eliminar el extremo amino de TcImportina-

 se podría impedir su posible unión a importina  y por lo tanto su transporte nuclear. Se 

procedió a generar dos versiones escindidas de TcImportina- En una construcción se 

eliminó el extremo amino de TcImportina- fusionada a EGFP y en la otra construcción se 

fusionó el extremo amino a EGFP en su extremo carboxilo, obteniendo así las construcciones 

∆IBB-EGFP e IBB-EGFP. La localización subcelular de ∆IBB-EGFP e IBB-EGFP siguió 

siendo nuclear, similar a lo que se observó con la versión completa de la proteína (Figura 

23). 

            

Figura 23 Localización subcelular de ∆IBB-EGFP e IBB-EGFP. La localización subcelular 

de ∆IBB-EGFP e IBB-EGFP es nuclear, con un eriquecimiento en el nucléolo similar a lo 

que ocurre con la proteína completa TcImportina--EGFP. Se indica el cinetoplasto (k) y el 

núcleo (n). 
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6.8 Co-localización e interacción entre TcImportina--6xHis y TcRPA31-EGFP  

Los ensayos de la deslocalización nuclear de TcRPA31-EGFP en parásitos tratados con la 

droga ivermectina sugirieron que TcRPA31 podría ser transportada al núcleo por la vía 

clásica de importación de proteínas  Para averiguar si TcRPA31 es transportada al núcleo 

por la vía clásica se procedió a evaluar su posible interacción con TcImportina  en primera 

instancia. Para esto se cotransfectaron epimastigotes de T. cruzi con las construcciones 

plasmídicas que codifican a las proteínas recombinantes TcImportina--6xHis y TcRPA31-

EGFP. Los parásitos cotransfectados coexpresaron ambas proteínas recombinantes cuya 

ubicación celular colocalizó en el nucléolo (Figura 24A-B). Se procedió a evaluar una posible 

interacción entre ambas proteínas con lisado de parásitos cotransfectados. Se observó que 

TcRPA31-EGFP solamente se encuentra en presencia de TcImportina--6xHis, el control 

con TcRPA31-EGFP no genera ninguna interacción inespecífica con la matriz de agarosa Ni-

NTA (Figura 24C). 
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Figura 24 Co-localización e interacción entre TcImportina--6xHis y TcRPA31-EGFP. A) 

Western blot de lisado de epimastigotes co-transfectados con TcImportina--6xHis y 

TcRPA31-EGFP, se detectan bandas específicas en los sitios de migración esperados, 

mientras que en el control sin transfectar no se observa señal. B) Colocalización entre 

TcImportina--6xHis y TcRPA31-EGFP de los mismos parásitos cotransfectados. Se indica 

el núcleo (n) y el cinetoplasto (k). C) Ensayo de interacción en el que se observa la presencia 

de TcRPA31-EGFP en presencia de TcImportina--6xHis, en el caso del control sin 

TcImportina--6xHis no es así.  
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6.9 Interacción entre la señal de localización nuclear de TcRPA31 y TcImportina--

6xHis 

Con la intención de averiguar si la interacción entre TcRPA31-EGFP y TcImportina--6xHis 

era replicable con lisados de bacterias, se procedió a hacer los ensayos de interacción. Se 

observó que la banda correspondiente a la proteína TcRPA31-EGFP se presenta solamente 

en presencia de TcImportina--6xHis de manera similar a lo que se había observado con los 

lisados de parásitos cotransfectados con ambas construcciones (Figura 25A). Posteriormente 

se evaluó si esta interacción era mediada por la señal de localización nuclear de TcRPA31 

(147RNGRKRVVEAIENGEEPIRKTRAKKE172). Para esto se generó una fusión entre esta 

NLS y EGFP en su extremo carboxilo obteniendo la construcción NLS-EGFP. La proteína 

NLS-EGFP es capaz de interaccionar con Tcimportina--6xHis (Figura 25B). Se planteó la 

interrogante de si el elemento esencial de importación nuclear de esta NLS (Elemento B) 

participa en la interacción con TcImportina-. Para esto se generaron versiones escindidas 

de la NLS de TcRPA31 fusionadas a EGFP en su extremo carboxilo y se procedió a hacer 

los ensayos de interacción con TcImportina--6xHis. Los resultados indican que cuando la 

NLS carece de los últimos 5 residuos (168RAKKE172) (Figuara 25C), la interacción se sigue 

llevando a cabo, sin embargo, al carecer de los últimos 10 residuos que conforman el 

elemento B (163PIRKTRAKKE172) (Figura 25D) la interacción con TcImportina--6xHis no 

se presenta, tal y como sucede con el control EGFP (Figura 25E). Estos datos sugieren que 

el elemento B de la NLS de TcRPA31 es indispensable para la interacción con TcImportina-

-6xHis. 
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Figura 25 Interacción entre versiones escindidas de TcRPA31-EGFP y TcImportina--

6xHis. A-C) TcImportina--6xHis interacciona con la proteína TcRPA31-EGFP, su NLS y 

la NLS sin los últimos 5 residuos. D) Se observa que la interacción deja de presentarse cuando 

los últimos 10 aminoácidos que conforman el elemento B de la NLS de TcRPA31son 

eliminados. E) El control con EGFP no genera ninguna interacción inespecífica con la matriz 

de Ni-NTA. 
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6.10 Efecto de ivermectina en la interacción NLS de TcRPA31 y TcImportina- 

En los resultados iniciales del proyecto se había observado que la droga ivermectina genera 

un efecto de deslocalización nuclear de TcRPA31-EGFP, sugiriendo que la importación de 

TcRPA31 se lleva a cabo por la vía clásica de importación de proteínas (importina-

/importina ). Se planteó que la interacción NLS-EGFP y TcImportina--6xHis pudiera ser 

sensible a ivermectina, por lo que se probó la concentración de ivermectina a [250 M]. Se 

pudo observar que la interacción se ve afectada al mostrar una disminución de intensidad en 

la banda correspondiente a la elución de la NLS-EGFP en presencia de ivermectina al 

compararlo con el control sin la droga. Se pudo apreciar que los niveles de TcImportina-

 son similares (Figura 26). 

                      

Figura 26 Efecto de ivermectina [250 M] en la interacción NLS-EGFP y TcImportina--

6xHis in vitro. Se observa que en presencia de ivermectina la señal de la proteína NLS-EGFP 

disminuye al compararlo con el control sin ivermectina. 
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6.11 Predicción de señales de localización nuclear clásicas (cNLSs) en el proteoma 

nuclear de T. brucei y de T. cruzi 

Con base en la disponibilidad de los proteomas nucleares de T. brucei y de T. cruzi publicados 

recientemente (Goos et al., 2017; dos Santos Júnior et al., 2015), y la disponibilidad de 

programas informáticos que identifican señales de localización nuclear clásicas (cNLSs), se 

analizaron ambas bases de datos para predecir cNLSs potenciales. Se reportó que el proteoma 

nuclear de T. brucei está conformado por 764 proteínas y el de T. cruzi por 864 proteínas. 

Inicialmente se obtuvieron los números de acceso correspondientes a cada una de las 

proteínas reportadas en dichos proteomas y se buscó su secuencia proteica en la base de datos 

TriTrypDB. Cada una de las secuencias proteicas se analizó individualmente con el programa 

PSORT II para predecir una posible señal de localización nuclear clásica, que puede ser del 

tipo monopartita o bipartita (Nakai y Horton, 1999). En ambos proteomas nucleares se evaluó 

la secuencia de cada una de las proteínas para saber cuales cuentan con una cNLS. En el caso 

de T. brucei se encontró que el ~ 68% (519 proteínas) del proteoma nuclear es reconocido 

como portador de un motivo cNLS, mientras que el ~ 32% (245 proteínas) no lo presenta 

(Figura 27A). Con la intención de conocer la distribución del tipo de cNLS que presentan las 

proteínas se hicieron diagramas de Venn y se dividieron entre monopartitas, bipartitas y las 

que comparten ambos tipos de señales. El 62.6 % (325 proteínas) cuentan con al menos una 

NLS monopartita, el 12.1 % (63 proteínas) con al menos una señal bipartita, mientras que el 

24.3 % (131 proteínas) tienen ambos tipos de señales (Figura 27B). Por otra parte, el 

proteoma nuclear de T. cruzi cuenta con un 40.7 % (352 proteínas) de proteínas con cNLS, 

mientras que el 59.3% (512 proteínas) no tienen (Figura 27C). Tomando en cuenta la 

distribución de proteínas con cNLS, el 58.8% (207 proteínas) tienen al menos una señal 

monopartita, el 21.3 % cuenta con al menos una señal bipartita y el 19.9 % (70 proteínas) 

restante tienen ambos tipos (Figura 27D).  
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Figura 27 Predicción de cNLSs del proteoma nuclear de T. brucei y de T. cruzi con el 

programa PSORT II. A y C diagrama que representa el porcentaje de proteínas que tienen al 

menos una cNLS potencial del proteoma nuclear de T. bucei (764 proteínas totales) y de 

T.cruzi (864 proteínas totales). B y D diagramas de Venn que representan la distribución 

entre las proteínas con cNLS monopartitas, bipartitas y las que tienen de ambos tipos de 

señales. En T. brucei se analizaron 519 proteinas y para T. cruzi 352 proteínas. 
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6.12 Identificación de secuencias consenso para importación nuclear en 

tripanosomátidos 

Para conocer si se presenta un posible patrón en la frecuencia de los aminoácidos que 

conforman las señales monopartitas y bipartitas, se eligieron de manera independiente las 

proteínas de ambos proteomas nucleares que contaran exclusivamente con un solo motivo 

monopartita o uno bipartita, descartando aquellas proteínas que presentaron más de un 

motivo cNLS. Se realizaron alineamientos de las cNLS en el programa Clustal Omega y 

posteriormente se analizaron las frecuencias de los aminoácidos con el programa Weblogo 

(Crooks et al., 2004). En el caso de las cNLS monopartitas se obtuvieron mayoritariamente 

dos poblaciones conformadas por 4 o por 7 aminoácidos. De ellas se proponen los siguientes 

consensos: Para la monopartita de 4 residuos se proponen los consensos B4  y  B(B2P), en 

donde B es cualquier aminoácido básico y P es prolina. Para la monopartita de 7 residuos de 

se propone el consenso P[(R/K)3X3] en donde X es cualquier aminoácido. Por otra parte, las 

señales bipartitas mostraron una población mayoritaria conformada por 17 aminoácidos cuya 

secuencia consenso consiste en (R/K)2 X10 (B3 X2) (Figura 28). 
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Figura 28 Weblogos que muestran la frecuencia relativa de aminoácidos que conforman las cNLS de tripanosomátidos. Las monopartitas de 

4 aa de T. brucei (73 proteínas) y la de T. cruzi (51 proteínas) (Izquierda) obteniendo las secuencias concenso B4 y B(B2P) en donde B= 

arginina, lisina o histidina. En la parte central se pueden observar los Weblogos que conforman las NLSs monopartita de 7 aa de T. brucei 

(87 proteínas) y de T. cruzi (93 proteínas) obteniendo la secuencia consenso global P[(R/K)3X3] en donde X= corresponde a cualquier 

aminoácido en cualquier orden. A la derecha se observan los weblogos que corresponden a las NLSs bipartitas de T. brucei (43 proteínas) y 

T. cruzi (66 proteínas), obteniendo la secuencia consenso (R/K)2 X10 (B3 X2).



 
 
 
 

78 
 

7. DISCUSIÓN  

Abundancia y localización celular de TcRPA31 en el crecimiento y en la 

diferenciación de los epimastigotes 

La localización nuclear de TcRPA31 en fase exponencial, se concentra de manera intensa en 

un arreglo caracteríztico del nucléolo en una forma bien definida con una señal más ligera en 

el nucleoplasma, esto correlaciona con la localización nucleolar observada para otras 

subunidades de la RNA Pol I, que sintetiza el rRNA en el nucléolo en eucariontes. En 

epimastigotes de fase estacionaria y en tripomastigotes metacíclicos la distribución de 

TcRPA31 se observa en un nucléolo disgregado en subdominios en distintas regiones del 

nucleoplasma. Se puede hipotetizar que los cambios en la estructura nucleolar evidenciados 

por la reorganización de TcRPA31 pueden estar relacionados a una disminución en la 

transcripción de los genes de rRNA observada en la fase estacionaria del cultivo (Elias et al., 

2001; Nepomuceno-Mejía et al., 2010). 

Caracterización de la NLS de TcRPA31 

La proteína TcRPA31 posee una señal de localización nuclear clásica y funcional de tipo 

bipartita, hacia su extremo carboxilo. Esta señal está conformada por dos regiones 

enriquecidas con aminoácidos básicos (R y K) y separados por una región espaciadora 

(Robbins et al., 1991). Cuando se elimina el elemento A y la región espaciadora, se observa 

que la fluorescencia se distribuye entre el núcleo y el citoplasma, lo que nos indica que esta 

región participa parcialmente en su localización nuclear. Sin embargo, cuando se elimina el 

elemento B, se observa que la fluorescencia se distribuye de manera homogénea en todo el 

cuerpo del parásito. Lo anterior indica que este elemento es esencial para la localización 

nuclear de TcRPA31. Puede así concluirse que la NLS de TcRPA31 está conformada por la 

secuencia bipartita de 26 residuos 147RNGRKRVVEAIENGEEPIRKTRAKKE172. 

Deslocalización nuclear de TcRPA31 con ivermectina 

A pesar de que la vía clásica de importación nuclear de importinas  ha sido extensamente 

estudiada en diferentes modelos biológicos, como levaduras, mamíferos y plantas, en 

tripanosomátidos los estudios son escasos. Se observó que la droga ivermectina inhibe la 

importación nuclear de TcRPA31, sugiriendo que la importación nuclear de TcRPA31 es por 
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la vía clásica . Se ha reportado la inhibición del transporte nuclear clásico de diferentes 

proteínas nucleares en cultivos de líneas celulares de H. sapiens, Plasmodium falciparum, y 

diferentes proteínas virales de VIH, DENV, PRRSV y VEEV (Wagstaff et al., 2012; 

Lundberg et al, 2013; Tay et al, 2013; Panchal et al, 2014; Lee y Lee, 2015; Jans et al., 2019). 

Sin embargo, a la fecha, importina  no había sido estudiada en tripanosomátidos. 

Composición y modelaje estructural de TcImportina  

Los modelos estructurales generados en este trabajo de los ortólogos de importina  de T. 

cruzi, T. brucei y L. major presentan estructuras similares que comparten entre un 53% y 

62% de identidad. Sin embargo, esta similitud decrece a 37%-39% cuando los ortólogos de 

tripanosomátidos se comparan con la importina  de S. cerevisiae (Canela-Pérez et al., 2019). 

Con base en los modelos estructurales de importina  de tripanosomátidos, estas proteínas 

están compuestas por 9 dominios ARM conformados por tres hélices alfa. Los alineamientos 

muestran una glicina conservada que separa a todos los dominios ARM. También es 

importante mencionar que ninguno de los programas informáticos utilizados predicen un 

dominio IBB. Sin embargo, este dominio es reconocido en los ortólogos de esta proteína en 

S. cerevisiae y H. sapiens. A pesar de que no se identificó un dominio IBB, se pueden detectar 

aminoácidos básicos dispersos en su extremo amino. Estos residuos básicos son 

hipotéticamente relevantes ya que podrían participar en un mecanismo de autoinhibición en 

importina  de tripanosomátidos, tal y como sucede en otros eucariontes (Cingolani et al., 

1999). La ausencia de un dominio IBB reconocible ha sido reportado en otras especies de 

protozoarios como Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis y Spironucleous salmonicida 

(Mayol et al., 2020). Sin embargo, varias especies del género Plasmodium y Toxoplasma 

gondii presentan un dominio IBB detectable (Dey y Patankar, 2018; Bhatti y Sullivan Jr, 

2005). Estos datos podrían indicar una divergencia evolutiva en la secuencia o adquisición 

del dominio IBB en eucariontes. 

Localización celular de TcImportina  en el crecimiento y la diferenciación 

Importina  de mamíferos ha sido reportada como una proteína ubicua y soluble en 

citoplasma y núcleo. Sin embargo, la localización subcelular de TcImportina- con ambas 

etiquetas (EGFP y 6xHis) es observada en el núcleo y un arreglo que muy probablemente 
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representa el nucléolo, con una serie de puntos en la periferia nuclear en crecimiento 

exponencial. En cultivos de crecimineto estacionario (epimastigotes y tripomastigotes 

metacíclicos) se aprecia un patrón de fluorescencia granular distribuido en el nucleoplasma. 

Este patrón es similar a lo que se observó con TcRPA31 y con otra proteína nucleolar llamada 

L1C6 (Gluenz et al., 2007; Canela Pérez et al., 2018). El hecho de que TcImportina--6xHis 

colocalice con TcRPA31-EGFP fortalece la observación de que una fracción de la importina 

 es nucleolar. Estos resultados correlacionan con la localización nucleolar de importina  

de T. brucei que se encuentra reportada en la base de datos TrypTag.org (Dean et al., 2017). 

Además, importina  de T. cruzi y T. brucei se identificó en los proteomas nucleares de 

ambas especies (dos Santos Júnior et al., 2015; Goos et al., 2017). En S. cerevisiae, importina 

 se localiza en el núcleo unida a los complejos de poro nuclear y su enriquecimiento es 

totalmente nuclear por experimentos de fraccionamiento celular (Yano et al., 1992).  

Deleción del dominio IBB de TcImportina  

Se sabe que importina  entra al núcleo en la forma de un complejo molecular con importina 

 mediada por la interacción con el dominio IBB. Este dominio de importina  de 

tripanosomátidos no es detectable informáticamente, sugiriendo que podría ser un dominio 

no canónico o estar ausente. De manera no esperada, las construcciones ∆IBB-EGFP e IBB-

EGFP se localizan en el núcleo con un enriquecimiento nucléolar, sugiriendo que el 

transporte nuclear de TcImportina  requiere la participación de un transportador nuclear que 

no solo reconoce su extremo amino, sino también a otra región de TcImportina-. 

Interacción entre TcRPA31 y TcImportina  

Los resultados obtenidos de los ensayos de interacción con lisados de T. cruzi y lisados 

bacterianos indican que TcImportina  interacciona con TcRPA31 mediante su NLS, en la 

que el elemento B juega un papel esencial. Además, el fármaco ivermectina genera una 

disminución en la interacción entre la NLS de TcRPA31 y TcImportina , lo que fortalece 

la hipótesis de que TcRPA31 es transportada al núcleo de T. cruzi mediante la vía clásica de 

importación nuclear. En S. cerevisiae y M. musculus se ha determinado que la interacción 

importina -NLS bipartita de Xenopus laevis se debe principalmente a la participación de 

aminoácidos básicos (R y K) que interaccionan con los bolsillos mayor y menor de la 
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importina- (Conti et al, 1998; Marfori et al, 2011). Cabe mencionar que la unión directa 

entre algunas proteínas nucleares e importina  ha sido reportada en Arabidopsis thaliana 

sin la presencia de importina  (Smith et al., 1997). Esto es similar a lo que vemos con 

TcRPA31 y TcImportina , sugiriendo que en tripanosomátidos TcImportina  podría ser un 

receptor directo para el transporte nuclear. Estos resultados nos aproximan aún más al 

entendimiento del transporte nuclear de proteínas en tripanosomátidos, ya que en estos 

parásitos no se ha reportado la interacción de ninguna NLS con el adaptador importina-. 

Búsqueda de secuencias consenso de reconocimiento para importación nuclear en 

tripanosomátidos 

Con respecto a los análisis in silico correspondientes a las señales de localización nuclear, el 

proteoma nuclear de T. brucei contiene un 68 % de proteínas que cuentan con NLS clásicas 

y un 32% sin señales clásicas reconocibles. La situación es distinta para T. cruzi que presenta 

un 40.7 % de proteínas con NLS y un 59.3 % que no la tienen, sugiriendo que el proceso de 

transporte nuclear en este parásito pudiera tener una mayor diversidad de señales de 

transporte nuclear que el de T. brucei o S. cerevisiae (Lange et al., 2007; Huh et al., 2003). 

Las proteínas nucleares que no tienen una cNLS aparente, podrían ser reconocidas para ser 

importadas al núcleo a través de una vía no canónica o unirse en el citoplasma a proteínas 

que tienen una NLS para ser cotransportadas como complejos, proceso conocido como 

“piggy back” (Kambach y Mattaj, 1994).  

Al analizar la distribución del tipo de cNLS en T. brucei y T. cruzi resulta evidente que la 

fracción de proteínas que cuentan con NLS monopartita es mayoritaria al compararse con las 

que cuentan con NLS bipartita. Las NLS monopartitas en T. brucei corresponden al 62.6 % 

y en T. cruzi al 59.8 %, mientras que las bipartitas en T. brucei son el 12.1 % y en T. cruzi 

son el 21.3 %. Esta inclinación de presión selectiva favorecida hacia las NLS monopartitas 

ha sido reportado en S. cerevisiae, en donde el 25.8 % son bipartitas y el 30.9 % monopartitas 

(Lange et al., 2007). Los análisis de proteínas con cNLS muestran una fracción de proteínas 

que cuentan con ambos tipos de señal en su secuencia. En el caso de T. brucei es del 25.3 % 

y en T. cruzi es del 19.9 %. La presencia de múltiples NLS en una sola secuencia ha sido 

reportado y puede servir como un mecanismo de regulación para la concentración nuclear de 

distintas proteínas (Hunter et al., 2014; Fischer-Fantuzzi y Vesco, 1988). 
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Las secuencias consenso para tripanosomátidos son de cuatro residuos (B4) con 4 

aminoácidos básicos o bien B (B2P) conformada por un aminoácido básico seguido por tres 

aminoácidos que comprenden dos residuos básicos y una prolina en cualquier posición.  

Secuencias consenso similares para otros organismos han sido propuestas: K(R/K)X(R/K) 

(Chelsky et al., 1989), K(K/R)X(K/R) (Hodel et al., 2001), KR(R/X)K (Fontes et al., 2003), 

KRRR (Kosugi et al., 2008), KR(K/R)R or K(K/R)RK (Kosugi et al., 2009a), (R/K)4 y 

(R/K)3(H/P) de PSORT II. Para la secuencia de tripanosomátidos de siete residuos se obtuvo 

el consenso P[(R/K)3X3], conformada por una prolina inicial seguida por seis residuos que 

comprenden 3 residuos básicos en cualquier posición. También han sido propuestas otras 

señales bipartitas consenso para eucariontes: (K/R)(K/R)X10–12(K/R)3/5 (Robbins et al., 

1991), KRX10-12KRRK (Fontes et al., 2003), KRX10–12K(K/R)(K/R) y KRX10–

12K(K/R)X(K/R) (Kosugi et al., 2009a). La secuencia consenso para las señales bipartitas de 

tripanosomátidos es idéntico al de levadura (R/K)2 X10 (B3 X2). Considerando que los 

tripanosomátidos son organismos de divergencia evolutiva temprana, el hecho de que las 

cNLS se encuentren conservadas en tripanosomátidos y sean similares a las de levadura y 

metazoarios, en adición con la estructura conservada del andamiaje de los complejos de poro 

nuclear en distintos taxa incluyendo el género Trypanosoma, propuesta anteriormente 

(Obado et al., 2016; Obado et al., 2017), sugiere que la vía de importación nuclear clásica de 

organismos eucariontes es de origen evolutivo temprano y quizá ya estaba presente en el 

organismo hipotético “primer ancestro eucariota común” (FECA por sus siglas en inglés). 
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8. CONCLUSIONES  

• Las proteínas TcRPA31 y TcImportina  son proteínas que pueden usarse como 

marcadores nucleolares en tripanosomátidos.  

• La importación nuclear de TcRPA31 dependiente de una NLS bipartita, su 

deslocalización nuclear mediada por ivermectina y su interacción con TcImportina , 

sugiere que la proteína adaptadora TcImportina  participa en el proceso de 

translocación nuclear de TcRPA31. 

• Los cambios en la distribución nuclear de TcRPA31 y TcImportina- indican que el 

nucléolo es un compartimento subnuclear dinámico dependiente del crecimiento y 

diferenciación a metaciclogénesis en T. cruzi. 

• El análisis bioinformático de los proteomas nucleares de tripanosomátidos sugiere 

que las señales de localización nuclear clásicas surgieron en una etapa temprana de 

la evolución de las células nucleadas, ya que la similitud con las secuencias de 

levaduras, plantas y mamíferos es muy alta; posiblemente la vía clásica de transporte 

nuclear estuvo presente en el primer ancestro común de los eucariontes. 

• El alto porcentaje de proteínas sin cNLS y proteínas con múltiples cNLS en T. cruzi 

y T. brucei sugiere que en estos parásitos el proceso de transporte nuclear es altamente 

complejo. 
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10. APÉNDICE 

Composición de amortiguadores y medios utilizados en este trabajo 

Amortiguador fosfato salino (PBS) 

• NaCl 8 g 

• KCl 0.2 g 

• Na2HPO4 1.44 g 

• KH2PO4 0.24 g 

• Se aforó a 1 L con agua desionizada y se esterilizó en autoclave 

 

Amortiguador TBE (5x) 

• Tris base 54 g 

• H3BO3 27.4 g 

• EDTA 4.65 g 

• Se aforó a 1 L con agua desionizada 

• Amortiguador TE (10,0.2) 

• 10mM Tris pH 7.4 

• 0.2mM EDTA pH 7.2 

 

Medio LB líquido 

• Bacto-triptona 10 g 

• Extracto de levadura 5 g 

• NaCl 10 g 

• Se aforó a 1L con agua desionizada 

• Se ajustó el pH a 7.0 con NaOH y se esterilizó en autoclave 

 

Medio LB Agar 

• A 1 L de Medio LB líquido se le agregaron 15 g de bacto agar. 

 

Medio LIT (Liver Infusion triptone medium) 

• NaCl 4 g 

• KCl 0.4 g 

• Na2HPO4 8 g 

• Glucosa 2 g 

• Triptosa 5 g 
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• Liver infusion broth 5 g 

• Se ajustó el pH a pH 7.2 con HCl concentrado 

• Se aforó a 1 L con agua desionizada y se esterilizó en autoclave 

 

Medio SOC 

• Triptona 20g 

• Extracto de levadura 5g 

• NaCl 0.5g 

• Se disolvió en 950 mL de agua desionizada 

• KCl 250mM 10mL 

• Se llevó a un volumen de 980 mL 

• Se ajustó el pH 7 con NaOH 5M y se esterilizó en autoclave. 

• Se agregaron 10 mL de MgCl2 y 10 mL de glucosa 2 M a una temperatura de 55 °C (se 

esterilizó por filtración con una membrana de poro de 0.22 m). 

 

Medio YT2X 

• Bactotriptona 1.6% 

• Extracto de levadura 1% 

• NaCl 0.5% 

• Se ajustó el pH a 7.2 y se esterilizó en autoclave. 

 

TB con DMSO 

• PIPES 0.15 g 

• CaCl2 0.11 g 

• KCl 0.93 g 

• MnCl2 0.54 g 

• Se aforó a 50 mL 

• Se disolvió en agua desionizada, y se ajustó el pH a 6.7 con KOH 1 N 

• Se filtró con filtros de 0.45 m (Millipore) 

• Al botón celular se le agregó DMSO a una concentración final de 7% 
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