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Resumen  

Las regiones subteloméricas o subtelómeros (STs) podrían tener un rol en la regulación de 

genes específicos de respuesta ambiental y patogenicidad; en la estructuración de la cromatina, la 

replicación del ADN y/o división celular. En este trabajo definimos los STs de todos los extremos 

cromosómicos del parásito de importancia para la salud humana y animal, Toxoplasma gondii. Se 

definieron en función de una densidad génica baja, enriquecimiento de marcas de histona de 

heterocromatina (H2A.X y H3.3) y la presencia de ADN satelital. La distribución de otras marcas 

epigéneticas: H3K4me3, H4K31me; y las variantes H2A.X/H2B.Z nos permitió detectar posibles genes 

activos, ambiguos o silenciados, como también inferir posibles genes ARN largos no codificantes 

(lncRNA). Generamos un mapa de genes STs, algunos de ellos genes de copia única funcionales 

anotados y otros hipotéticos. También identificamos a las familias multigénicas de proteínas integrales 

de membrana FamB y FamC.  Los genes FamC mostraron expresarse, al menos uno con posible 

localización apical y al menos 2 proteínas FamC resultaron levemente antigénicas con sueros de ratones 

e individuos infectados. En otras especies, el mantenimiento y silenciamiento de los STs están ligados a 

la actividad de enzimas deacetilasas del tipo sirtuinas como Sir2. Para indagar sobre la modulación de 

la cromatina en los STs, analizamos los efectos de 2 fármacos, un activador (Resveratrol –RSV-) y un 

inhibidor de sirtuinas (sirtinol). Se encontró que RSV y sirtinol tendrían un efecto inhibitorio sobre la 

replicación de T. gondii, que RSV reduciría los niveles de acetilación de H3 y H4K16 e incrementaría la 

fosforilación de H2A.X, una marca de daño de ADN. El tratamiento con sirtinol no mostró un efecto claro 

sobre las marcas de histonas. Nuestros hallazgos sugieren un posible vínculo entre el activador y el daño 

o los procesos de reparación del ADN. El análisis de localización subcelular de Sir2a y Sir2b de T. gondii 

mostró que serían citoplasmática y nuclear respectivamente. A futuro se analizará si están asociadas a 

los STs y si modulan la heterocromatina en T. gondii.  

Palabras claves: Toxoplasma gondii, telómeros, subtelómeros, cromatina, familias 

multigénicas, tratamiento, histona deacetilasa. 
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Abstract 

Subtelomeres or subtelomeric regions (STs) would be involved in the regulation of specific 

genes of environmental response and pathogenicity. They would also participate in structuring chromatin, 

DNA replication, and cell division mechanisms. Here, we define STs at all chromosomal ends of 

Toxoplasma gondii, a parasite of great importance for human and animal health. We define STs based 

on low gene density, enrichment of specific heterochromatic marks (H2A.X and H3.3), and the presence 

of satellite DNA. The distribution of other epigenetic marks: H3K4me3, H4K31me; and the variants 

H2A.X/H2B.Z allowed us to detect possible active, ambiguous, or silenced genes, as well as, to infer 

putative long non-coding RNA (lncRNA). We generated a map of STs genes, some of them annotated 

functional single-copy genes and others hypothetical. We also identified the multigene families of integral 

membrane proteins FamB and FamC. The FamC genes showed expression, one with a possible apical 

location, and at least 2 FamC proteins were slightly antigenic with sera from mice and infected individuals. 

The maintenance and silencing of STs in other species are linked to the activity of sirtuin-type deacetylase 

enzymes such as Sir2. To investigate the modulation of chromatin in STs, we analyzed the effects of 2 

drugs, an activator (Resveratrol -RSV-) and a sirtuin inhibitor (sirtinol). The RSV and sirtinol showed an 

inhibitory effect on T. gondii replication. The RSV reduced H3 and H4K16 acetylation levels and increased 

phosphorylation of H2A.X (a marker of DNA damage). Sirtinol treatment effect on histone marks was not 

evident. Our findings suggest a possible link between the activator and DNA damage or repair processes. 

Subcellular localization analysis of Sir2a and Sir2b from T. gondii showed that they are cytoplasmic and 

nuclear, respectively. Future experiments will show if they are associated with STs and if they modulate 

heterochromatin in T. gondii. 

Keywords: Toxoplasma gondii, telomeres, subtelomeres, chromatin, multigenic families, 

treatment, histone deacetylase. 
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1. Generalidades 

1.1 Toxoplasma gondii: un oportunista como modelo de estudio 

Toxoplasma gondii (T. gondii) es un parásito oportunista intracelular obligado el cual es 

agente causal de la toxoplasmosis. Actualmente se estima que más de un tercio de la población mundial 

se encuentra infectada crónicamente, aunque la mayoría resulta asintomática (Tenter, Heckeroth, & 

Weiss 2000). 

T. gondii presenta un ciclo de vida complejo (Dubey, Lindsay, & Speer 1998, Sibley et al. 

2009), ya que puede reproducirse sexual y asexualmente (Fig. 1). Su ciclo de reproducción sexual se 

lleva a cabo en los felinos (hospedadores definitivos) mientras que su ciclo de reproducción asexual 

puede ocurrir en cualquier organismo de sangre caliente (hospedadores intermediarios), infectando a su 

vez, cualquier tipo de célula nucleada (Laliberte & Carruthers, 2008). La reproducción sexual tiene como 

resultado la liberación al ambiente de ooquistes (que contienen a los esporozoítos, formas unicelulares 

infectivas) presentes en las heces de los felinos (Fig. 1 y Fig.2A). Estos pueden ser ingeridos por el 

hospedador intermediario, como les humanxs, en el consumo de verduras crudas mal lavadas o agua 

contaminada, reiniciando el ciclo asexual del parásito y constituyendo la primera vía de infección 

horizontal (Tenter, Heckeroth, & Weiss 2000). Cuando los hospedadores intermediarios ingieren los 

ooquistes, los esporozoítos se liberan del mismo en el intestino e infectan las células epiteliales. 

Subsecuentemente estos esporozoítos se desarrollarán en taquizoítos (la forma celular asexual de 

replicación activa) (Fig. 1 y Fig.2A), los cuales comenzarán a invadir rápidamente a las células 

hospedadoras. Este estadio de la infección se conoce como fase aguda, en la cual el parásito lleva a 

cabo varias rondas de invasión y replicación dentro de las células hospedadoras durante 

aproximadamente 14 días. En esta fase, los taquizoítos lisan y destruyen las células que los contienen 

para colonizar nuevas células vecinas, así como también infectar células dendríticas y macrófagos que 

colaboran en transportarlos a otras partes del cuerpo, accediendo a todos los tejidos del hospedador 

(Sibley et al. 2009). Esta fase de la infección puede presentar algunos síntomas febriles causados por la 
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destrucción de los tejidos por parte de los taquizoítos y termina cuando el sistema inmune logra controlar 

la replicación de los parásitos impulsándolos a diferenciarse al estadio de bradizoíto (Kim & Weiss 2008) 

(Fig. 1 y Fig.2A). 

Los bradizoítos constituyen el estadio persistente de Toxoplasma, y llevan a la infección a 

un estadio más avanzado denominado fase crónica. Estos son de replicación lenta y se mantienen 

durante toda la vida del hospedador alojados preferentemente en el SNC y en el músculo esquelético. 

La persistencia de los bradizoítos de manera latente se ve favorecida debido a que las células del sistema 

inmune tienen muy poco acceso al SNC, resultando, al mismo tiempo, resistentes a las terapias actuales 

de tratamiento (Kim & Weiss 2008). 

El consumo de tejidos infectados con bradizoítos (carne cruda o mal cocida) constituye la 

segunda vía de transmisión horizontal (Tenter, Heckeroth, & Weiss 2000). Dentro del hospedador, 

además, los bradizoítos pueden diferenciarse nuevamente en taquizoítos si dejara de existir la presión 

de la respuesta inmune, lo cual constituye la mayor causa de mortalidad y morbilidad asociada a 

toxoplasmosis en pacientes inmunocomprometidos asociados a HIV, transplantados, etc (Kim & Weiss 

2008), en este último caso debido a que este parásito también puede trasmitirse vía transfusiones de 

sangre y trasplante de órganos (Tenter, Heckeroth, & Weiss 2000). 

La forma replicativa y activa del parásito puede causar encefalitis y enfermedades 

neurológicas, pero también puede afectar el corazón, el hígado, el oído interno y los ojos causando 

coriorretinitis (Weiss & Dubey 2009). El estadio latente, por su presencia en el SNC, se lo ha relacionado 

con afecciones como el cáncer de cerebro, trastornos de hiperactividad y déficit de atención, trastorno 

obsesivo-compulsivo y esquizofrenia (Brynska, Tomaszewicz-Libudzic, & Wolanczyk 2001;  Yolken, 

Dickerson, & Fuller 2009; Miman et al. 2010; Vittecoq et al. 2012). 

Finalmente, Toxoplasma puede transmitirse verticalmente durante la gestación 

estableciendo una infección congénita (Tenter, Heckeroth, & Weiss 2000) (Fig. 1). En este caso, los 

taquizoítos son capaces de atravesar la barrera placentaria e infectar al feto en desarrollo, causar 
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malformaciones e inclusive la muerte del embrión (Carlier et al. 2012). En el caso del humano, la mujer 

embarazada solo puede transmitírselo al feto si se infecta por primera vez durante el embarazo, ya que 

el establecimiento de una infección crónica está ligada a la ausencia de taquizoítos, pero también a la 

imposibilidad de re-infectarse (Kravetz & Federman 2005).  

 

Fig. 1. Ciclo de vida de T. gondii. Los ciclos sexuales y asexuales del ciclo de vida son 

potencialmente independientes. La replicación sexual solo ocurre en el intestino de los felinos, lo que 

resulta en el desprendimiento de (a) ooquistes diploides que experimentan esporogonia (meiosis) en 

el ambiente para producir esporozoítos (haploides). A–E se refieren a las etapas de desarrollo dentro 

de los enterocitos. Los ooquistes son extremadamente resistentes en el ambiente y dan lugar a 

infecciones en una variedad de hospedadores intermediarios. La fase asexual puede ciclar 

teóricamente entre hospedadores intermediarios ad infinitum. Durante la infección aguda, los 

taquizoítos (b) proliferan rápidamente (endodiogenia) y se diseminan dentro del hospedador. Los 

quistes quiescentes en los tejidos los cuales contienen (c) bradizoítos dan lugar a una infección a largo 

plazo (crónica) y se transmiten asexualmente después de la ingestión oral por una variedad de 

hospedadores. Adaptado de (Sibley et al. 2009).  



 

5 
 
 

La toxoplasmosis se ha convertido en una enfermedad parasitaria desatendida y si bien 

existen algunos tratamientos que pueden ser aplicados durante la fase temprana de la infección, estos 

suelen tener efectos colaterales adversos y/o ser poco tolerados. Los tratamientos actuales de elección 

emplean pirimetamina y sulfadiazina, las cuales actúan en el estadio de taquizoíto inhibiendo el 

metabolismo del folato (Tenter, Heckeroth, & Weiss 2000). Por otra parte, existen cepas resistentes a 

estas drogas y el desarrollo de vacunas todavía no ha sido efectivo en humanos. Es por ello que es 

necesario indagar en posibles moléculas asociadas a mecanismos claves para el crecimiento y desarrollo 

del parásito dando lugar a la búsqueda de nuevos blancos terapéuticos que propicien tratamientos más 

eficientes contra la infección. 

Por último, estudiar la toxoplasmosis a nivel molecular a través de los mecanismos que 

regulan la expresión génica y la replicación de los taquizoítos en modelos in vitro, constituye un aporte 

para el conocimiento, no solo para dilucidar la maquinaria de replicación y expresión génica en un modelo 

de fácil manipulación como lo es Toxoplasma, sino también a nivel de todo un Phylum. De hecho, T. 

gondii se propone como un buen modelo de estudio para todo el Phylum Apicomplexa al cual pertenece. 

1.2 La célula: el zoíto 

El Phylum Apicomplexa comprende, además de T. gondii, otras especies de parásitos 

también de importancia para la salud humana y animal como Plasmodium, Cryptosporidium y Babesia 

(Tenter, Heckeroth, & Weiss 2000). A nivel celular, la mayoría de ellos presentan una organela particular 

denominada apicoplasto derivada de su antecesor, un alga flagelada, y un complejo apical también 

asociado a proteínas del mismo origen (Levine et al. 1980; Janouskovec et al. 2010; Sato 2011)(Fig.2). 

El complejo apical participa en la invasión, y la formación de parásitos hijos dentro de células 

hospedadoras (Morrissette 2015; Blader et al. 2015) (Fig.2).  

Entre los Apicomplejos, Toxoplasma pertenece al grupo de los Coccidia, los cuales son 

formadores de quistes (Tenter & Johnson 1997). Junto a los Ciliados y Dinoflagelados, los Apicomplexa 
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constituyen el Superphyllum Alveolata. Todos ellos comparten la presencia de un sistema de membranas 

alveolares periféricas internas que en los Apicomplexa se conoce como IMC (Blader et al. 2015) (Fig.2). 

T. gondii tiene un ciclo de vida durante el cual se desarrolla en distintas formas que ocupan 

nichos específicos. La morfología del citoesqueleto de microtúbulos se conserva en gran medida en 

cuatro etapas celulares o de "zoíto" que comparten las propiedades de invasión y de replicación asexual: 

los taquizoítos, los esporozoítos, los merozoítos y los bradizoítos (Fig.2A). Este grupo de zoítos se 

caracteriza por la presencia de cinco estructuras distintas que contienen tubulina y componen el 

citoesqueleto: los microtúbulos subpeliculares, los husos mitóticos, los centriolos, el conoide y los 

microtúbulos intraconoide (Morrissette 2015) (Fig.2B).  

El zoíto es una célula polarizada, en donde el citoesqueleto presenta estructuras 

especializadas en el extremo anterior y posterior conocidas como complejo apical y complejo basal 

respectivamente (Striepen et al. 2007) (Fig.2C). Este eje también polariza la motilidad celular, 

conduciendo al parásito dentro de las células hospedadoras a través de su ápice. En el extremo apical, 

el IMC está conectado al conoide (Hu, Roos, & Murray 2002), que protruye durante la invasión y la 

motilidad en un mecanismo dependiente de Ca+2. El IMC también está asociado a los 22 microtúbulos 

subpeliculares que emanan del extremo apical hasta 2/3 de la longitud del parásito. Estos a su vez están 

unidos por el anillo apical que coordina la formación de los microtúbulos (Morrissette & Sibley 2002). 

Cabe destacar que el extremo apical es también el sitio para la secreción de organelas específicas de 

invasión como las roptrias y los micronemas que se encuentran empaquetadas en la parte anterior de la 

célula. El conoide es una estructura con forma de canasta en el ápice de la célula que está construido 

por láminas de tubulina curvadas en forma de cono hueco, es importante para la invasión de la célula 

hospedadora y se asocia con proteínas que se encuentran típicamente en el aparato flagelar (Hu, Roos, 

& Murray 2002; Morrissette 2015). El conoide junto a los microtúbulos subpeliculares (los cuales le dan 

forma y polaridad al zoíto, uniéndose además a los centriolos) y el anillo polar apical: APR, se asocian 
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en el extremo anterior de los parásitos formando el complejo apical (De Leon et al. 2013; Katris et al. 

2014) (Fig.2C). 

 

 

1.3 La replicación celular 

El resto de la célula contiene el núcleo y las herramientas para crecer y desarrollarse una 

vez adentrada en la célula hospedadora, incluida una única mitocondria, un plastidio (apicoplasto) -

ambos con material genético propio- y el aparato de Golgi (Striepen et al. 2007). En el extremo opuesto, 

el IMC termina en un complejo basal; el cual es una estructura multimérica compuesta por la proteína 

nexo de reconocimiento y ocupación de la membrana MORN1 y un set de proteínas de IMC específicas 

(Gubbels et al. 2006; Lorestani et al. 2010), como así también la copa posterior, compuesta por la 

proteína Centrina 2 (Mann & Beckers 2001; Hu 2008). Este complejo basal funciona como un anillo 

contráctil para completar la división celular (Blader et al. 2015) (Fig.2C). Por otro lado, un centrosoma no 

canónico (centriolos paralelos sin la matriz pericentriolar) se asocian a un bolsillo de membrana 

especializado que alberga los polos del huso mitótico y el cinetocoro, conocido como centrocono, 

conectando así con el núcleo (Morrissette 2015; Francia, Dubremetz, & Morrissette 2016) (Fig.2B). 

Fig.2. Morfología general de Toxoplasma. A. Estadíos de zoíto en Toxoplasma. B. Organización del 

citoesqueleto de microtúbulos durante el ciclo de vida del zoíto. Adaptado de (Morrissette 2015). C. 

Morfología de las estructuras subcelulares. GD, granulo denso; RE, retículo endoplasmatico; IMC, 

complejo de membranas internas. Adaptado de Blader et al. 2015 y Morrissette 2015. 
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Los zoítos presentan dos estadios biológicos muy distintos cuando están dentro de la célula 

hospedadora (intracelulares) o fuera de ella (extracelulares). Los zoitos extracelulares no se dividen, son 

muy móviles, extruyen el conoide y secretan el contenido de los micronemas, estos tienen un único 

objetivo, censar, encontrar e invadir una nueva célula hospedadora. En cambio, los zoítos intracelulares 

se dividen activamente, no son motiles, no extruyen el conoide y no liberan el contenido de los 

micronemas (Striepen et al. 2007). El intercambio entre estos dos estadios es acompañado por cambios 

en los niveles de expresión génica (Lescault et al. 2010; Gaji et al. 2011), en la disponibilidad de ARN 

mensajero, ARNm, para la traducción (formación de gránulos de ARNm en taquizoítos extracelulares) 

(Lirussi & Matrajt 2011), y la translocación de enzimas glicolitícas desde el citoplasma a la película 

(microtúbulos subpeliculares e IMC) (Pomel, Luk, & Beckers 2008). 

Uno de los pasos claves en la biología y desarrollo de este parásito es la replicación de los 

taquizoítos intracelulares. Una vez que los parásitos ingresan a la célula hospedadora comienzan a 

dividirse dentro de una estructura de membrana que se desarrolla alrededor de los mismos, denominada 

vacuola parasitófora (VP). Estos se replican por un proceso conocido como endodiogenia, en donde, la 

división nuclear ocurre por mitosis cerrada, es decir sin pérdida de la envoltura nuclear, dando cada 

taquizoíto origen a dos células hijas en el interior del mismo con la participación del IMC en el proceso 

(Gubbels, White, & Szatanek 2008). La mitosis ocurre en presencia de la envoltura nuclear y con una 

condensación de la cromatina poco apreciable (Francia et al. 2020). Si bien la división nuclear y la 

formación de células están coordinadas en el tiempo, son procesos separados físicamente dentro de la 

célula madre (Striepen et al. 2007). En los Apicomplexa, las células hijas no se generan por fisión, sino 

que se forman de nuevo en el citosol de la célula madre (Francia et al. 2020). En la mitosis de T. gondii 

todas las etapas la de la mitosis eucariota canónica son observadas (es decir, metafase, anafase y 

telofase) (Francia et al. 2020). 

Cada ciclo celular consta de una fase G1 (con un contenido de ADN haploide, 1N), seguida 

de una fase S (con un contenido de ADN diploide; 1,8N), y finalmente una mitosis que llega al contenido 
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1N previo al inicio de la citocinesis de las células hijas (Radke et al. 2001). La población con un contenido 

de ADN 2N es muy baja, indicando que no habría una fase G2. Esta característica del ciclo celular de 

los taquizoítos cambia frente a la presencia de un estrés, donde, los ciclos de división del parásito se 

enlentecen y el desarrollo de bradizoítos se hace evidente. En estos parásitos en proceso de 

diferenciación aparece una nueva subpoblación con un contenido de ADN nuclear de 1,8-2N, indicando 

la presencia de una fase S-tardía/G2 en los parásitos en transición, aunque el contenido de ADN final de 

los bradizoítos sería 1N en fase G0; sugiriendo que los parásitos con fase S tardía/G2 constituirían un 

estadio intermedio en la vía de desarrollo de los quistes tisulares (Radke et al. 2003) (Fig. 3).  

 

 

Los mecanismos moleculares que subyacen a la progresión del ciclo celular están basados 

al igual que el resto de los eucariotas en un mecanismo dependiente de ciclinas y quinasas dependientes 

de ciclinas, CDK; aunque las CDK encontradas en Toxoplasma pertenecen a un tipo de quinasas 

diferentes de las CDK halladas en otros organismos. En total, se han descripto un total de 7 ciclinas 

atípicas y 10 proteínas con dominios relacionados a quinasas que regularían estos procesos celulares 

(Alvarez & Suvorova 2017). 

Actualmente se sabe que Toxoplasma presenta un genoma haploide compuesto por 13 

cromosomas (n=13) (Bunnik et al. 2019; Berná et al. 2021) que suman aproximadamente 62.4 

Fig. 3. Esquema del ciclo celular de un taquizoito 

intracelular. Fases del ciclo celular: G1 

(crecimiento, aproximadamente 5 h), S (síntesis, 

aproximadamente 2 h 30’ minutos), mientras que la 

M (mitosis) y C (citocinesis) serían bastante rápidas 

en comparación, tardando 1 hora y 20’ minutos 

aproximadamente. Se muestra además la 

morfología del parásito en cada fase. Se observa el 

porcentaje de células en cada fase y el contenido de 

ADN: 1N en G1; 1,8N en S y 2N en M (Adaptado de 

Radke et al. 2001). 
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megabases de ADN. Como se mencionó, la mitosis que se da es cerrada, es decir, que la segregación 

de los cromosomas duplicados ocurre dentro de los límites de la envoltura nuclear (Sheffield & Melton 

1968), la cual nunca desaparece (Gubbels, White, & Szatanek 2008). El extremo del huso mitótico está 

incrustado en la envoltura nuclear en la estructura conocida como centrocono, que parece ser un poro 

nuclear modificado o especializado (Fig. 4). El centrocono, pero no los microtúbulos del huso mitótico, se 

mantiene durante todo el ciclo celular. Como en otros eucariotas, los cromosomas se unen a los 

microtúbulos del huso a través del complejo de proteína del cinetocoro ensamblado en el centrómero 

(Farrell & Gubbels 2014). Los centrómeros de todos los cromosomas se agrupan siempre, y se anclan 

al centrocono (Fig. 4) (Brooks et al. 2011), que, en la interfase, es independiente de la presencia de 

microtúbulos (Farrell & Gubbels 2014). La razón de este agrupamiento de los cromosomas por sus 

centrómeros en forma persistente no se conoce bien, pero podría ser relevante para mantener la 

integridad del genoma, “contar” los cromosomas y facilitar su segregación durante la citocinesis. El 

agrupamiento de los centrómeros no estaría mediado por los microtúbulos del huso mitótico sino por un 

componente de unión a la cromatina homólogo al factor eucariota de mantenimiento estructural de los 

cromosomas 1, SMC1. TgSMC1 junto a la histona variante centromérica de H3, CenH3, interactuarían 

con TgExportin1, un componente soluble del complejo de poros nucleares, sugiriendo que la envoltura 

nuclear, y, en particular, el complejo de poros nucleares podría desempeñar un papel en el 

posicionamiento de los centrómeros en T. gondii (Francia et al. 2020).  

Toxoplasma comienza a ensamblar sus células hijas internamente en el citoplasma. El ciclo 

de división comienza con la duplicación del aparato de Golgi seguido de la duplicación del centrosoma 

(Hartmann et al. 2006). Dicha organela coordina la división nuclear y permanece asociada al centrocono 

(Francia & Striepen 2014). El andamiaje para el ensamblado del contorno de las células hijas nuevas lo 

proporcionan los microtúbulos subpeliculares y el IMC (Beck et al. 2010). Los microtúbulos emergen 

desde el anillo apical y se extienden a lo largo del eje longitudinal de la célula hasta contactar con el 

centrosoma. Por otra parte, el centrosoma se ancla al citoesqueleto en formación y a la base del conoide 
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mediante la formación de una fibra de ensamblaje estriada compuesta por proteínas de origen flagelar 

denominada SFA (Chen & Gubbels 2013; Francia et al. 2012). Los siguientes pasos implican la 

incorporación de proteínas del citoesqueleto como MORN1 y las proteínas ISP. MORN1 se asocia con 

las vesículas alveolares tempranas y luego transiciona entre los complejos apical y basal (Gubbels et al. 

2008; Hu 2008), mientras que ISP2 es esencial para el desarrollo temprano del IMC (Beck et al. 2010). 

A partir de aquí, el citoesqueleto crece desde el extremo apical mediante la deposición de varias 

proteínas IMC y el crecimiento de microtúbulos subpeliculares en forma de un cono ensanchado. 

Finalmente, los microtúbulos subpeliculares dejan de crecer cuando alcanzan 2/3 de la longitud máxima 

de la célula hija, coincidiendo con la finalización de la citocinesis, que también concluye la división del 

retículo endoplásmico (Fig. 4) (Chen & Gubbels 2013).  

Particularmente, se ha visto que el núcleo presenta el mismo aspecto a lo largo del ciclo 

celular aunque este parecería no ser homogéneo, dado que la envoltura nuclear y los cromosomas 

tendrían una re-localización y/o rotación dinámica dentro del mismo durante la división, según lo 

observado en la localización de la epicromatina, la cual es un epítope conformacional formado por ADN 

y las histonas H2A y H2B localizadas solo en la superficie exterior de la cromatina (Olins et al. 2010; 

Vanagas et al. 2013). 

1.4 Ciclo celular y transcripción 

La progresión de Toxoplasma durante su ciclo celular está caracterizada por dos 

subtranscriptomas bien definidos, uno correspondiente a G1 (donde se activan genes de biosíntesis y 

vías metabólicas) y otro que se corresponde a la fase S/M (donde se activan genes correspondientes a 

la replicación del ADN, el citoesqueleto y las organelas de invasión). De hecho, un tercio de los genes 

se expresan de manera bimodal a través del ciclo, controlados al parecer por una única familia de 

factores de transcripción (FTs) con dominios de unión a ADN de plantas denominados, ApiAp2 (Behnke 

et al. 2010;  Radke et al. 2013). 
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Estos FTs son proteínas relacionadas a la familia de proteínas de unión al ADN reguladoras 

de la transcripción, Apetala 2, descubiertas en primer lugar en plantas. Las proteínas Ap2 de plantas 

presentan un solo dominio Ap2 si están asociadas a la respuesta ambiental a estrés(Ohme-Takagi & 

Shinshi 1995) o dos dominios Ap2 en tándem si están asociadas a la regulación de la expresión génica 

durante el desarrollo (Jofuku et al. 1994); estos FTs no estarían presentes en animales (Painter, 

Campbell, & Llinás 2011). 

T. gondii presenta 68 FT AP2s en su genoma (Altschul et al. 2010), de los cuales 44 fueron 

detectados por microarrays en taquizoítos, y 24 de ellos estarían regulados durante el ciclo celular, 

muchos serían constitutivos y un grupo pequeño seria específico de bradizoíto (Behnke et al. 2010). A 

la actualidad pocos FTs AP2s de Toxoplasma han sido caracterizados; sin embargo, hay trabajos que 

Fig. 4. Proceso de división celular. (Arriba). La mitosis y la división celular están coordinadas por el 

centrosoma. A lo largo del ciclo celular, los cromosomas se agrupan por los centrómeros y se anclan al 

huso mitótico por el cinetocoro (centrocono). El ensamblaje de las células hijas nuevas comienza antes 

de la finalización de la mitosis y se controla mediante el ensamblaje del citoesqueleto cortical en una 

dirección apical-basal. El núcleo resulta anclado en los andamios de las células hijas a través del 

centrosoma y la fibra SFA. La constricción del complejo basal impulsa el estrechamiento de la célula 

hija hacia el extremo basal y estimula la separación de los parásitos hijos. (Abajo) Ampliación de la 

interacción entre el núcleo, el centrosoma y el citoesqueleto de la célula hija. Tomado de Blader et al. 

2015. 
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han avanzado en elucidar el rol de estos en la activación génica estadio específica, como es el caso del 

control de la expresión de genes de bradizoíto y formación de quistes por parte de TgAP2XI-4 (Walker 

et al. 2013a); en la supresión de genes durante el desarrollo del taquizoito, como en el caso de TgAP2XI-

9, el cual es continuamente degradado actuando como represor de la formación de bradizoítos, censando 

tal vez cuando las condiciones sean las apropiadas para la interconversión (Radke et al. 2013) y 

finalmente en la regulación de genes específicos de virulencia durante la fase S y M del ciclo celular por 

parte de TgAP2XI-5 (Walker et al. 2013b). 

1.5 Organización del genoma 

En los organismos eucariotas, el ADN genómico se envuelve alrededor de las histonas para 

conformar la cromatina. Los cromosomas son el resultado de la compactación extrema de la cromatina, 

es decir, del ADN asociado a proteínas. La cromatina puede presentarse en estados de menor o mayor 

compactación. El primer estado, más laxo, conocido como eucromatina, característica de regiones con 

abundancia de genes, se asocia a procesos de transcripción génica, replicación temprana del ADN y 

reparación del daño. Mientras que el estado más condensado que acompañaría los mecanismos de 

silenciamiento génico y de mantenimiento de la integridad cromosómica, se conoce como 

heterocromatina. En esta tesis nos referiremos como eucromatina a regiones con alta densidad de 

genes, similar al estudio de Brown et al. (2010) (Brown, Murray, & Verstrepen 2010). Las regiones de 

heterocromatina, a su vez pueden tener la característica de ser constitutivas o facultativas (Wang, Jia, & 

Jia 2016). A menudo las regiones heterocromaticas facultativas están asociadas a genes regulados por 

el desarrollo y su nivel de compactación cambiaría en respuesta a señales del mismo desarrollo, de 

estrés y/o ambientales (Trojer & Reinberg 2007). En contraste, la heterocromatina constitutiva se 

ensambla preferentemente en regiones pobres en genes y enriquecidas en elementos repetitivos, como 

el ADN satélite y los transposones, manteniendo niveles altos de compactación (Grewal & Jia 2007). A 

diferencia de los micro (<10 pares de bases -pb-) y mini (10-100 pb) satélites, que están presentes en la 

eucromatina, el ADN satelital es característico de la heterocromatina, y por lo tanto de las regiones 
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subteloméricas. Las familias de ADN satélite están organizadas en secuencias cortas (de 10 a unos 

miles de pb) altamente repetitivas en grupos en tándem mayores a 1000 pb (Garrido-Ramos 2017). 

Significativamente, estudios recientes demostraron que la heterocromatina constitutiva también estaría 

regulada dinámicamente y respondería a los estímulos. Si bien estos cambios podrían potencialmente 

ayudar a los organismos a adaptarse a nuevos entornos, en ciertos casos, como en el ser humano, estos 

cambios podrían causar ciertas enfermedades (Wang, Jia, & Jia 2016). 

En general, la heterocromatina asociada a procesos biológicos como la división celular y/o 

el manteniendo integral, es un tipo de cromatina constitutiva, como lo son los centrómeros y telómeros. 

Mientras que la heterocromatina asociada a la regulación del silenciamiento génico es del tipo facultativa, 

es decir, que puede revertir rápidamente su conformación ante un estímulo. La heterocromatina 

constitutiva presenta además un conjunto de propiedades distintivas que la diferencia del resto del 

genoma: presenta replicación tardía durante la fase S, un nivel de recombinación meiótica muy reducida, 

inactivación en mosaico de la expresión de genes cuando se encuentran físicamente asociados, 

fenómeno denominado efecto de posición variegada, PEV, enriquecimiento de secuencias satélites 

altamente repetitivas, y remanentes de elementos transponibles (Dimitri et al. 2009). 

Actualmente se sabe que, la eucromatina se encuentra asociada a histonas con marcas 

postraduccionales (PTMs) que inducen un estado hiperacetilado, mientras que la heterocromatina 

estaría asociada a histonas hipoacetiladas (Wang, Jia, & Jia 2016). Por otra parte, en la eucromatina es 

característico encontrar metilaciones sobre histonas del tipo H3K4me1/2/3. Se sabe además que las 

PTMs de histonas asociadas a la eucromatina ocupan estructuras diferentes, por ejemplo, la marca 

H3K4me3 está asociada a promotores, mientras que la marca H3K36me3 está asociada a las regiones 

codificantes (Martin & Zhang 2005; Bannister & Kouzarides 2011). Por otro lado, la heterocromatina 

constitutiva se encuentra generalmente en las regiones centroméricas, subteloméricas y teloméricas 

asociada a la marca H3K9me3 y a metilaciones en las citosinas del ADN, mientras que la 

heterocromatina facultativa estaría asociada a las marcas H3K27me2/3 (Beisel & Paro 2011). 
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En general, las secuencias subteloméricas asociadas a los telómeros han sido asociadas a 

un rol facultativo de la cromatina ligado a mecanismos epigenéticos de regulación de la expresión de 

genes. Dichos genes se encuentran físicamente comprendidos dentro de estas regiones y quedarían 

influenciados por el efecto de posición variegada o también conocido como “Efecto de Posición 

Telomérica: TPE”. El TPE es un efecto de silenciamiento de la actividad génica debido el estado de 

represión de la heterocromatina circundante. Este mecanismo epigenético es llevado a cabo por 

proteínas que introducen, reconocen, leen e implementan un estado represivo sobre la expresión génica 

bajo condiciones ambientales normales. En la mayoría de los casos, estos genes se corresponden con 

genes de respuesta a estrés ambiental y son especie específicos (Ottaviani, Gilson, & Magdinier 2008; 

Hernandez-Rivas et al. 2010). Por otra parte, se sabe que, en algunas especies, los genes 

subteloméricos reprimidos se activan en respuesta a condiciones de estrés ambiental o nutricional, 

promoviendo el crecimiento y la supervivencia de los organismos (Scherf, Figueiredo, & Freitas-junior 

2001; Harari et al. 2013).  

1.6 Heterocromatina en T. gondii 

El centrómero se corresponde con un locus genómico donde las fibras del huso mitótico se 

anclan a los cromosomas para formar el cinetocoro (Fig.2 y Fig. 4), estructura requerida para la correcta 

segregación de los cromosomas durante la división celular (Verdaasdonk & Bloom 2011). Las secuencias 

de ADN centroméricas no son conservadas entre especies y difieren incluso entre cromosomas del 

mismo organismo. Sin embargo, la cromatina centromérica de todos los organismos estudiados hasta la 

fecha contienen la variante CenH3 (Verdaasdonk & Bloom 2011; Henikoff & Dalal 2005). Los 

centrómeros de T. gondii co-localizan con CenH3 en el centrocono (Fig. 4) en un extremo de la envoltura 

nuclear (Brooks et al. 2011) y con la proteína heterocromática de cromodominio HP1 (TgChromo1) 

(Gissot et al. 2012). Brooks y col., (2011), demostraron que TgCenH3 se localiza en los dominios 

centroméricos y es detectada como un único punto durante todo el ciclo celular cerca de la membrana 

nuclear (Francia et al. 2020). Esta se encuentra unida al centrocono; estableciéndolo como el 
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compartimiento subnuclear que serviría como organizador de la localización cromosómica durante el 

ciclo celular, anclando los cromosomas al mismo. 

Por su parte, los telómeros son secuencias en los extremos cromosómicos que se encargan 

de mantener el estado del extremo final de las hebras de ADN. En la mayoría de los organismos son 

secuencias repetitivas que se asocian a proteínas formando estructuras específicas denominadas 

telosomas (Ottaviani, Gilson, & Magdinier 2008). En T. gondii, las secuencias teloméricas están 

conformadas por secuencias repetitivas del tipo TTTAGGG (Dalmasso et al. 2014) al igual que en plantas 

(Garrido-Ramos 2017) y si bien aún no se han descripto proteínas estructurales asociadas a las mismas, 

si se ha realizado una búsqueda y revisión en bases de datos de posibles proteínas homólogas 

descriptas en otras especies (Vanagas, Contreras, & Angel 2019). A su vez, al igual que otras especies 

de levaduras y parásitos como Plasmodium falciparum, T. gondii posee regiones subteloméricas 

asociadas a los telómeros (TgTAS) en la región subsiguiente a dichos extremos cromosómicos 

(Dalmasso et al. 2014). 

Durante millones de años los parásitos Apicomplexa han co-evolucionado con sus 

huéspedes y han desarrollado grandes familias multigénicas específicas de especies involucradas en las 

interacciones huésped-parásito (Reid et al. 2012). Estas familias de genes son importantes para la 

supervivencia de los mismos, la patogénesis, la virulencia y la evasión de la respuesta inmune. Todas 

las especies de Plasmodium, por ejemplo, contienen genes de virulencia que pertenecen a la 

superfamilia de repeticiones intercaladas de Plasmodium: PIR. P. falciparum y P. knowlesi han 

desarrollado familias únicas de genes que orquestan mecanismos de variación antigénica, conocidos 

como genes var y SICAvar, respectivamente presentes en regiones subteloméricas (Galinski et al. 2018; 

Deitsch and Dzikowski 2017). Durante el proceso de la variación antigénica, los parásitos pueden 

escapar de la respuesta inmune del huésped al cambiar qué miembros de estas grandes familias de 

antígenos se expresan en los parásitos. La capacidad de estos parásitos para cambiar su perfil 

antigénico se correlaciona con su alta virulencia y persistencia ante las respuestas inmunes adaptativas 
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del hospedador (Bunnik et al. 2019). En T. gondii también existen varias familias multigénicas que 

codifican para proteínas de secreción o membrana involucradas en adhesión celular e invasión (Ej. SRS, 

Rop, Mic, Gra) y las familias A, B, C, D y E (Lorenzi et al. 2016), de las cuales solo FamC se ubicó en 

regiones asociadas a los telómeros (Dalmasso et al. 2014). 

Por otra parte, la heterocromatina subtelomérica también podría tener un rol en la 

compartimentalización, dinámica nuclear y proceso de división celular. Es importante mencionar que las 

distintas configuraciones conformacionales del estado de la cromatina no están libradas al azar dentro 

núcleo; sino que están asociadas a regiones nucleares específicas. Este posicionamiento de las regiones 

cromosómicas en el núcleo de las células eucariotas presenta una íntima relación asociada a la 

expresión génica. Tal es el caso de P. falciparum, en donde el agrupamiento de una familia específica 

de genes de virulencia en las regiones TAS se correlaciona con su silenciamiento coordinado 

influenciando toda la organización del genoma. De hecho, el mecanismo de variación antigénica está 

también asociado a un efecto en el plegamiento de los cromosomas, indicando una conexión entre la 

organización del genoma, la expresión génica y una mayor virulencia de estos patógenos (Bunnik et al. 

2019). Las especies virulentas de P. falciparum y P. knowlesi mostraron agrupamiento de centrómeros, 

telómeros y genes de virulencia. Mientras que, el genoma de T. gondii solo mostró agrupamiento de 

centrómeros, sin asociación, hasta ahora, de agrupamientos de telómeros y familias de genes de 

virulencia (Bunnik et al. 2019). Cabe destacar que en T. gondii no se ha observado mecanismos de 

variación antigénica, al igual que otras especies de Plasmodium menos virulentas, aunque si posee 

familias de genes específicos que pueden estar involucradas en el escape de la respuesta inmune 

(Lekutis et al. 2001).  

Bunnik y col., (2019) indican que los organismos que no experimentan variación antigénica 

podrían tener menos requisitos con respecto a la estructuración 3D de su genoma en el núcleo. Sin 

embargo, Gissot y col., (2012) encontraron que la proteína TgChromo1-la cual reconoce la tri-metilación 

en la (K) (lisina) 9 de la histona H3 (H3K9me3)- está presente solo en regiones heterocromáticas y co-
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localizaría en la periferia nuclear con regiones subteloméricas y peri-centroméricas dando la pauta de 

que los subtelómeros podrían tener un rol en la compartimentalización del genoma de este parásito. 
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2. Regiones asociadas al telómero 

Los subtelómeros (STs), regiones próximas o contiguas a los telómeros, son regiones de 

transición entre el telómero y la secuencia de ADN específica del cromosoma. Los STs son difíciles de 

definir, y su longitud varía desde los 20 Kpb en algunas cepas de levadura hasta 100 Kpb en varios 

eucariotas superiores (Mefford & Trask 2002; Brown, Murray, & Verstrepen 2010). El mayor problema 

para el ensamblaje de los STs es que a menudo poseen una alta densidad de secuencias repetidas en 

tándem de ADN satelital (Britten & Kohne 1968; Eichler 2001). Por lo tanto, los STs permanecen 

relativamente poco estudiados. Los STs a menudo se ven como loci variables que contienen familias de 

genes de evolución rápida involucradas en procesos adaptativos (Brown, Murray, & Verstrepen 2010). 

Además, algunos genomas de plantas como el maíz, Arabidopsis o el arroz contienen bloques de 

heterocromatina, conocidos como "protuberancias", que contienen ADN satélite muy repetido 

(McClintock 1929; Fransz et al. 2000; Cheng et al. 2001).  

Las regiones subteloméricas han ganado reconocimiento de su importancia al poder ligarlas 

con diferentes funciones biológicas (Kwapisz & Morillon 2020). Están involucradas en (1) el 

mantenimiento de los telómeros y la regulación de la longitud de los telómeros, (2) la segregación 

cromosómica adecuada, (3) el reconocimiento y emparejamiento de los cromosomas durante la meiosis 

(4) la senescencia replicativa, (5) el posicionamiento nuclear de los telómeros, (6) el control de la 

propagación de la heterocromatina telomérica, (7) el polimorfismo fenotípico y plasticidad del genoma y, 

finalmente, en (8) la regulación de la transcripción de TERRA y subTERRA (Kwapisz et al. 2015), familias 

de ARN largos no codificantes, lncRNA de telómeros y subtelómeros respectivamente (Kwapisz & 

Morillon 2020). 

En general, los subtelómeros se componen de dos regiones: una región próxima a los 

telómeros, también llamada TAS (por secuencias asociadas a los telómeros), asociada a elementos 

repetitivos y una región distal a los telómeros asociada a genes subteloméricos (Kwapisz & Morillon 

2020). En general, son regiones pobres en genes, cuya expresión está bajo el efecto de posicionamiento 
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TPE arriba mencionado, el cual va disminuyendo su intensidad a medida que se aleja del telómero 

(Kwapisz & Morillon 2020). Los análisis transcripcionales han proporcionado evidencia con respecto a la 

actividad transcripcional de los telómeros y subtelómeros sugiriendo que la producción de lncRNAs 

sentido y antisentido es su característica común, pero no la única (Kwapisz & Morillon, 2020).  

2.1 Secuencias asociadas a telómeros en T. gondii 

Si bien Toxoplasma no posee mecanismos de variación antigénica si posee una 

estructuración del ADN adyacente a los telómeros, que fue inicialmente denominada como secuencias 

asociadas a telómeros de T. gondii (TgTAS). Esta estructuración se encontró en asociación a una familia 

especifica de genes de Toxoplasma, denominada Tsf (Dalmasso et al. 2014) o FamC (Lorenzi et al. 

2016).  

En el trabajo de Dalmasso y col., (Dalmasso et al. 2014) las regiones TAS fueron 

identificadas en base a un estudio de genómica comparada entre todos los cromosomas, ya que las 

regiones subteloméricas o TAS presentan altos niveles de conservación inter-cromosómica (John et al. 

1985). De esa manera se detectó la presencia de una región sinténica de entre 25-30 Kpb en uno de los 

extremos de 9 de los 14 cromosomas de Toxoplasma. En ese trabajo se encontró que los cromosomas 

Ia, II, IV, V, IX, XI y XII presentaban una única región TAS asociada, mientras que los cromosomas III y 

X contenían dos regiones TAS cada uno, habiéndose definido solo 9 regiones TAS de las 26 posibles 

(Fig.5A). Se pudo observar que las TgTAS estaban organizadas desde el telómero hacia el centrómero 

en tres regiones conteniendo elementos repetitivos en tándem denominados TARE 1, 2 y 3. Las unidades 

monoméricas de los TARE presentaron tamaños desde los 350 pb a 680 pb para TgTARE1,  250–

300 pb para TgTARE2, y de 133 a 250–300 pb para TgTARE3, en donde todos se encontraron 

separados por tres fragmentos de ADN no repetitivo diferentes entre sí, denominados fragmentos A, B y 

C (Fig.5B). Cabe mencionar que TgTARE1 se correspondió con el elemento repetitivo de ADN satelital 

de la familia sat350/sat680 descripto previamente para Toxoplasma (Matrajt et al. 1999). 
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Otro elemento de ADN repetitivo encontrado en asociación a TgTAS fue TgIRE (Echeverria 

et al. 2000; Dalmasso et al. 2006), ubicado contiguo al TgTARE3 dentro el fragmento C (Fig.5B).  

Las regiones TgTAS se encontraron flanqueadas hacia el extremo centromérico (dentro del 

fragmento C) por la familia de genes Tsf, cuya función hasta el momento no ha sido descripta. Estos 

genes sólo se habían detectado en el genoma de T. gondii y de ahí su nomenclatura inicial descripta por 

Dalmasso y col., (2014). Luego, esta familia génica fue detectada en el genoma de Hammondia 

hammondi (H. hammondi), pero no en el genoma de la especie más relacionada Neospora caninum (N. 

Fig.5. Estructura de TgTAS. A. Comparación de todos contra todos los cromosomas del genoma de la 

cepa ME49 (panel izquierdo). Los cromosomas se presentan como parte de un círculo, cada uno en un 

color diferente. La identidad de secuencia se representa con cintas, y las correspondientes a TgTAS se 

resaltan en rojo. Los cromosomas del genoma que comparten genes anotados (barras negras sobre los 

dos círculos concéntricos de fondo gris) además de TgTAS, están representados con cintas grises. Una 

inspección más cercana de las regiones TgTAS (panel derecho) muestra que éstas casi no poseen genes 

anotados con excepción de un solo gen perteneciente a la familia multigénica tsf, localizado en un extremo 

de la región (flechas azules). Se encontró además que cada TAS estaría asociado a un miembro distinto 

de la familia. B. Composición de la estructura interna de un TgTAS. Adaptado de Dalmasso et al. 2014. 
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caninum) (Lorenzi et al. 2016). Por otra parte, a través de un análisis de ChIP-qPCR se demostró que 

las regiones TgTAS analizadas estaban enriquecidas en los marcadores de heterocromatina H4K20me1 

y H2A.X, ambos asociados a promotores inactivos y/o silenciados (Dalmasso et al. 2014; Bogado et al. 

2014). 

Además de la familia C, T. gondii presenta otras familias multigénicas de genes que 

codifican para proteínas de función desconocida y con potencial de localizarse en la membrana, 

denominadas FamA, FamB, la mencionada familia FamC, FamD y FamE (Lorenzi et al. 2016).  

La proteína TgChromo1 indicada anteriormente se encontró principalmente asociada a las 

regiones peri-centroméricas (Gissot et al. 2012), pero también estaría asociada a las repeticiones 

presentes al final del cromosoma Ia y IX, regiones del tipo subteloméricas descriptas por Dalmasso y 

col., (2014). Curiosamente, la sonda del cromosoma Ia utilizada por Gissot y col., (2012); corresponde a 

TgTARE1, lo que sugiere que los elementos TgTAS podrían ubicarse en la periferia nuclear. En un 

conjunto separado de experimentos de ChIP-qPCR se detectó además un enriquecimiento de 

H4K20me1 y H3K9me1 asociadas con el elemento repetitivo de ADN satélite, sat350, el cual se 

encuentra presente en el TgTARE1 (Braun et al. 2010). 

En un trabajo previo realizado por Sautel y col., (2007) se demostró que la histona 

Metiltransferasa SET8 mediaría la mono- y tri-metilación de las lisinas en la posición 20 de H4 en 

Toxoplasma y que tanto SET8 como H4K20me1 estarían reguladas durante el ciclo celular. En este 

trabajo, los experimentos de ChiP-Chip demostraron que tanto SET8 como H4K20me1 y H4K20me3 

estarían asociadas a las regiones repetitivas teloméricas y al elemento repetitivo sat350 al igual que 

H3K9me3, pero en menor medida (Sautel et al. 2007).  

Finalmente, Dalmasso y col., (2014) demostraron que los nucleosomas asociados a las 

regiones TgTAS, II, V y XII (regiones del fragmento A, cercanas al TgTARE1) estaban enriquecidas en 

ambos marcadores, H4K20me1 y H4K20me3 (Dalmasso et al. 2014), como así también encontraron 
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enriquecimiento de H4K20me1 en otras regiones repetitivas dentro del fragmento A de TgTAS río abajo 

del TgTARE1 (TgIRE100 y TgIRE600) y del fragmento C (TgIRE) (Dalmasso et al. 2009). 

2.2 Organización nucleosomal de la heterocromatina subtelomérica 

La heterocromatina ha desarrollado formas específicas para compartimentalizar, silenciar, 

y reparar el ADN. El delicado equilibrio entre el mantenimiento epigenético de la heterocromatina y los 

procesos celulares como la mitosis, la reparación y replicación del ADN, revelan una gran dinámica y 

plasticidad de estos dominios; pero, que pueden ser perturbados por múltiples estímulos, con 

consecuencias de gran alcance para la integridad del genoma. De hecho, la disfunción de la 

heterocromatina provoca un “alboroto” genético tal, que induce una reparación aberrante del ADN, 

errores de segregación en los cromosomas, activación de transposones, y/o, estrés en la replicación, lo 

cual, en organismos superiores, está íntimamente implicado con el envejecimiento y la tumorigénesis 

(Janssen, Colmenares, & Karpen 2018). 

En general, T. gondii presenta una composición nucleosomal conservada de las histonas 

canónicas H2A, H2B, H3 y H4. Estas histonas también presentan modificaciones o PTMs conservadas 

(Vanagas, Contreras, & Angel 2019). Las modificaciones PTMs de las histonas ocurren principalmente 

en las regiones N-terminales de las mismas, las cuales son flexibles y protruyen por fuera del 

nucleosoma. Estas incluyen acetilación, metilación, fosforilación, ubiquitinización, citrulinación, 

sumoilación y ADP-ribosilación (Fischle, Wang, & Allis 2003). La adición o eliminación de estos grupos 

específicos en las histonas puede alterar la asociación histona-ADN y servir como señal para ser 

reconocida por complejos modificadores o remodeladores de la cromatina que finalmente alteran la 

actividad transcripcional, replicación y reparación del ADN. La interconexión entre estas diferentes 

modificaciones da como resultado mecanismos dependientes del contexto a través de los cuales la 

expresión génica y las demás funciones genómicas estarían reguladas. Si bien es probable que la 

acetilación de las lisinas neutralice las cargas positivas del ADN y la fosforilación al agregar cargas 

negativas provoquen la descondensación de la cromatina, el código de marcas postraduccionales de las 
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histonas es un mecanismo mucho más complejo (Fischle, Wang, & Allis 2003). Se acepta que las 

histonas hiperacetiladas se encuentran mayormente asociadas a regiones genómicas activas; mientras 

que la deacetilación principalmente resulta en represión y silenciamiento como ya se mencionó (Wang, 

Jia, & Jia 2016). 

Uno de los descubrimientos más sorprendentes en los parásitos Apicomplexa fue la 

presencia de una nueva variante H2B, anteriormente denominada H2Bv (Dalmasso et al. 2006; 

Dalmasso et al. 2009;  Dalmasso, Sullivan, & Angel 2011), pero reclasificada como H2B.Z (Talbert et al. 

2012). Toxoplasma cuenta además con variantes de H2A, H2A.X que dimeriza con H2Ba canónica y 

una variante H2A.Z, la cual dimeriza con H2B.Z (Dalmasso et al. 2009; Bogado et al. 2014). Este hecho 

también se observó en P. falciparum (Petter et al. 2013), aunque este parásito carece de la histona 

variante H2A.X (Miao et al. 2006). Toxoplasma posee también variantes de H3: la variante centromérica 

ya mencionada, CenH3 y la variante H3.3 (Vanagas, Contreras, & Angel 2019). En un análisis genómico 

global reciente propuesto por Nardelli y col., (2022) detectaron que H3.3 y H2A.X localizan en telómeros, 

mientras que H3.3, H2A.X y CenH3 están enriquecidas en centrómeros. Las histonas H2A.Z y H2B.Z 

colocalizan con la marca de activación transcripcional H3K4me3 en regiones promotoras que rodean la 

región libre de nucleosomas aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción, TSS incluyendo parte del 

5’UTR. Las histonas H2A.Z/H2B.Z también se localizan en los cuerpos génicos de genes que están 

silenciados pero preparados para la activación, incluidos los genes específicos de la etapa de bradizoíto. 

La mayoría de los loci ocupados por H2A.X y H2A.Z/H2B.Z no se superponen, lo cual concuerda con 

que las variantes de histonas delimitan regiones funcionales específicas de la cromatina (Nardelli et al. 

2022). En P. falciparum, se propuso que los nucleosomas que contienen H2A.Z demarcan las regiones 

intergénicas/reguladoras del genoma, que sirven como andamiaje para el reclutamiento de enzimas 

modificadoras de histonas (Bártfai et al. 2010) y que las modificaciones H3K9ac -acetilación en la (K) 9 

de H3- y H3K4me3 -metilación en la (K) 4 de H3- se encuentran posicionadas preferentemente en o 

junto a los nucleosomas doble variante que contienen H2A.Z/H2B.Z (Salcedo-Amaya et al. 2009). Por 
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otra parte, se encontró que los genes subteloméricos silentes no estarían asociados a estos 

nucleosomas doble variante, pero si lo harían cuando estos se activan durante el proceso infectivo (Petter 

et al. 2011). Por lo tanto, en este contexto, la regulación epigenética se ha propuesto como un 

mecanismo clave en los procesos de regulación génica, replicación y reparación del ADN en organismos 

Apicomplexa. En la Fig. 6 se propone una representación de la ocupación nucleosomal en la cromatina 

de T. gondii y un modelo de regulación génica a traves del posicionamiento de las mismas propuesto por 

Nardelli y col., (2022).  

La cromatina de las regiones subteloméricas, así como la regulación de los genes presentes 

en la misma, pueden poseer mecanismos diferentes a los observados para los genes localizados en el 

genoma propiamente dicho. La histona H2A.Z es una barrera para la dispersión de la heterocromatina 

(Meneghini, Wu, & Madhani 2003; Bártfai et al. 2010; Petter et al. 2011); y en este sentido, la localización 

y rol de las histonas H2A.Z y H2B.Z en las regiones subteloméricas de T. gondii permanece sin 

estudiarse, y, por lo tanto, se considera que el análisis de sus posicionamientos es un paso fundamental  

 

Fig. 6. Modelo de regulación génica específica asociada a variantes de histonas. Se muestra un 

modelo de la ocupación nucleosomal en la cromatina de T. gondii. Las diferentes regiones de la 

cromatina tienen configuraciones distintas que cambian diferencialmente la arquitectura de la 

cromatina de acuerdo con los procesos relacionados al ADN. Los nucleosomas en las regiones típicas 

de heterocromatina, como los centrómeros, contienen la histona centromérica específica CenH3, junto 

con H2A.X. El enriquecimiento de H3.3 también es evidente en esas regiones, lo que sugiere un 

heterodímero atípico con CenH3 y H3.3 o nucleosomas alternativos que contienen CenH3 y H3.3. 

H2A.X probablemente forma un tetrámero con una H2B desconocida, probablemente H2Ba. La H2Ba 

canónica estaría ubicada junto a H2A.X en sitios opuestos al dímero H2A.Z/H2B.Z. H3.3 y H2A.X 

también están enriquecidos en los extremos de los cromosomas. Los sitios de inicio de la transcripción 

(TSS) de los genes activos se enriquecen con el dímero variante H2A.Z/H2B.Z. En el CDS de estos 

genes, H2A.Z/H2B.Z se sustituyen por H2A.X (con H2Ba), y la histona canónica H3 por H3.3. Los 

genes silenciados transcripcionalmente tienen una composición similar con H2A.Z, H2B.Z y H3.3 en 

el TSS. Pero esta configuración se extiende por todo el CDS de estos genes, especialmente en genes 

que son específicos para bradizoítos. Estas regiones no contienen H3K4me3, un punto de referencia 

para la transcripción activa, lo que sugiere que estos genes podrían estar equilibrados. H4 no tiene 

variantes, por lo que debería estar presente en todo el genoma. Tomado de Nardelli et al. 2022. 
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para ampliar el conocimiento de las regiones subteloméricas y su dinámica. Como así también aportar 

al entendimiento de los mecanismos adaptativos de T. gondii. 
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3. Hipótesis del capítulo I 

Dado que los primeros estudios definieron regiones subteloméricas TgTAS para la mayoría 

de los cromosomas, pero no para todos, y únicamente asociadas a un solo extremo; sumada a la 

actualización constante del proyecto genoma de T. gondii (toxodb.org) es que se propone un re análisis 

de dichas regiones.  

Una hipótesis de este capítulo se basa en que se disponen de nuevas herramientas para 

definir las regiones subteloméricas de los cromosomas de T. gondii aún no descriptas o para redefinir 

las actualmente anotadas. Dada la particular composición de histonas presente en la cromatina de las 

regiones subteloméricas y la disponibilidad de nuevos estudios genómicos masivos de posicionamiento 

de histonas, consideramos que la localización de las mismas pueden ser una herramienta que contribuya 

para delimitar las regiones subteloméricas existentes e identificar nuevas.  

Otra hipótesis de este capítulo es que las regiones subteloméricas están compuestas por 

ADN satelital y genes. Los STs son pobres en genes, pero aun así existen genes que tendrían patrones 

de expresión particular, generalmente condicionados a situaciones de estrés o con roles asociados a 

patogenia, como los genes antígeno variable de Plasmodium y Trypanosoma.  

 

 

 



 

29 
 
 

4. Objetivos del capítulo I 

Definir regiones subteloméricas de T.  gondii, TgSTs. 

Describir su composición génica e inferir la posible implicancia en la biología celular de este 

parásito. 

4.1 Objetivos específicos del capítulo I 

ü Recopilar datos de las regiones teloméricas y asociadas a telómeros descriptas para 

Toxoplasma según versión actualizada del genoma en ToxoDB y bibliografía. 

ü Identificar y delimitar las regiones TgSTs en base a la densidad de genes 

subteloméricos, enriquecimiento de H2A.X, H3.3, y la presencia de ADN satelital. 
 
ü Analizar la organización de la cromatina en las regiones ST de T. gondii. 
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5. Resultados del capítulo I 

5.1 Regiones teloméricas de T. gondii 

En primer lugar, se realizó una recopilación de datos de las regiones heterocromáticas 

descriptas para Toxoplasma. Las secuencias asociadas a telómeros (TgTAS) fueron descriptas por 

primera vez por Dalmasso y col., (2014). En dicho estudio, solo se describieron 9 regiones TAS para 

uno de los dos extremos cromosómicos, derecho o izquierdo, asociadas a una única familia de genes 

Tsf. Los telómeros en T. gondii están compuestos por repeticiones simples del tipo TTTAGGG, los cuales 

solo se habían encontrado en algunos extremos cromosómicos (Dalmasso et al. 2014) y sus longitudes 

varían entre cepas (Xia et al. 2021). En este análisis se realizó una revisión genómica detallada de todos 

los extremos cromosómicos (izquierdo y derecho por convención según programa IGV, 

https://software.broadinstitute.org/software/igv/) corroborando la presencia de secuencias repetitivas en 

tándem TTTAGGG como factor determinante de la región telomérica (Tabla 1).  

 

 

En este análisis se pudo observar la presencia de repeticiones TTTAGGG en los extremos 

del lado izquierdo solamente en los cromosomas III, IV, V y VIIb. Mientras que los cromosomas Ia, Ib, II, 

III, VIIa, VIII, IX, XI, y XII mostraron repeticiones TTTAGGG en los extremos derecho de los mismos 

(Tabla 1). En el caso del cromosoma II, las secuencias TTTAGGG se encontraron a una distancia ~1.4 

Cromosoma
Telómero 

(TTTAGGG)
Cadena 
sentido

Tamaño       
(pb)

TGME49_chrIa: 1-1,859,933 (R) (+) 797
TGME49_chrIb: 1-1,955,354 (R)            (+) 966
TGME49_chrII: 1-2,347,032 (R) (+) 281

(L)                     (-)             766
(R)  (+) 1107

TGME49_chrIV: 1-2,686,605 (L)                   (-)              764
TGME49_chrV: 1-3,331,915 (L) (-) 47
TGME49_chrVI: 1-3,656,745 - - -

TGME49_chrVIIa: 1-4,541,629 (R)     (+) 1078
TGME49_chrVIIb: 1-5,069,724 (L) (-) 828
TGME49_chrVIII: 1-6,970,285 (R) (+) 126
TGME49_chrIX: 1-6,327,655 (R) (+) 769
TGME49_chrX: 1-7486,190 - - -
TGME49_chrXI: 1-6,623,461 (R)   (+) 1148
TGME49_chrXII: 1-7,094,428 (R) (+) 1070

TGME49_chrIII: 1-2,532,871

Tabla 1. Regiones 

teloméricas en T. gondii. 

Entre paréntesis se muestra el 

lado del brazo cromosómico en 

el cual se encontraron (L): del 

inglés, Left, lado izquierdo; (R): 

del inglés, Right, lado derecho. 

El guion indica que no se 

encontraron secuencias 

correspondientes en la última 

versión revisada (versión 51).  
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Kpb río arriba del extremo del brazo derecho. Para los cromosomas VI y X no se encontraron 

repeticiones teloméricas en tándem (Tabla 1).  

5.2 Definición de regiones subteloméricas de T. gondii: TgSTs 

Las regiones subteloméricas son difíciles de definir debido a su variabilidad en tamaño entre 

cromosomas, aunque según el principio de equilocalidad, las regiones heterocromáticas tienden a 

ocupar las mismas posiciones en los distintos cromosomas (John et al. 1985). Son regiones pobres en 

genes y ricas en ADN satelital que evolucionan rápido (Kwapisz & Morillon 2020). A menudo comprenden 

grupos de genes asociados a una ruta metabólica o función biológica (Teunissen & Steensma 1995; 

Hasin et al. 2008; Brown, Murray, & Verstrepen 2010; Li et al. 2021) y están bajo el efecto TPE, el cual 

mantiene silenciada la cromatina, incluyendo los genes presentes en la misma (Gottschling et al. 1990). 

A su vez, la extraordinaria inestabilidad de los subtelómeros permite una rápida adaptación a nuevos 

nichos, resultando en una alta tasa de duplicación de genes, seguida de una divergencia funcional de 

los alelos (Brown, Murray, & Verstrepen 2010). Eso implica que también es común detectar familias 

multigénicas como en Plasmodium y Trypanosoma (Omelianczyk et al. 2020; Ramirez 2019).  

En este trabajo, las regiones TAS han sido revisadas y redefinidas como subteloméricas: 

STs, sobre la base de que están asociadas a los extremos de los cromosomas, son pobres en genes y 

ricas en ADN satelital, (secuencias de ADN repetido en tándem de más de 1000 pb asociadas a la 

heterocromatina). 

Dado que en T. gondii no se realizó un análisis masivo de marcas de heterocromatina como, 

por ejemplo, HP1; empleamos como marca de heterocromatina el enriquecimiento de la histona H2A.X 

en las regiones subteloméricas (Bogado et al. 2014). Por otra parte, según lo observado en el análisis 

genómico global de Nardelli y col., (2022), H2A.X de T. gondii está enriquecida en regiones 

heterocromática centrómericas junto a CenH3, telómericas y secuencias asociadas a telómeros junto a 

H3.3. Se encuentra depletada, además, en los sitios de inicio de la transcripción (TSS) de regiones 

genómicas activas, y mantiene un enriquecimiento parcial a lo largo del resto del cromosoma mostrando 
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importantes picos de enriquecimiento en los extremos de algunos de ellos (Nardelli et al. 2022). Este 

mismo set de datos de ChiP-Seq se utilizó para abordar el análisis del enriquecimiento de H2A.X en los 

extremos cromosómicos (Fig. 7A). En esta instancia se incorporó al análisis la distribución y 

enriquecimiento de las marcas de heterocromatina H3K9me3 y H4K20me3, como así también las 

marcas propuestas por Sindikubwabo y col., (2017), H4K31me1 y H3K4me1 (que acompaña el 

enriquecimiento de H4K31me1); las cuales ocuparían regiones TSS/promotoras junto a H2A.X y H3.3 

en genes silentes (Fig. 7A).  

Por otro lado, los genes Tsf/famc fueron propuestos como un límite de las regiones STs, 

según lo descripto para TgTAS anteriormente (Dalmasso et al. 2014). En el análisis genómico local de 

las regiones TgTAS y datos de ChiP-Seq identificamos otra familia de genes que estarían dentro de las 

regiones STs, denominada famb, la cual será descripta en el capítulo II. En esta sección asumimos por 

lo tanto que los genes de las familias famb y famc/Tsf están asociados a los STs de los cromosomas de 

T. gondii, empleándose en muchos casos como marcador del límite propuesto.  Por otra parte, se 

contempló si las regiones TSS de los genes presentes en las regiones STs reanalizadas tenían marcas 

de cromatina activa (H3K4me3/H2A.Z/H2B.Z), silente (H2A.X) o ambigua (H2A.Z/H2B.Z) según lo 

reportado por Nardelli y col., (2022). En la eucromatina de T. gondii los genes poseen poca distancia 

entre sí, estando a una separación de solapamiento de 7000 pb, aunque la mayoría está a menos de 

2000 pb (datos no mostrados). Para confirmar la región ST propuesta, nos extendimos 100 Kpb más allá 

del límite propuesto analizando que este tuviera densidad de genes compatible con eucromatina (Fig. 

7B). 

El análisis de enriquecimiento de H2A.X, otras histonas variantes (Hv), PTMs de histonas, 

y la presencia de genes se realizó mediante el programa IGV. El enriquecimiento de regiones de ADN 

satelital se realizó mediante el estudio de gráficas de puntos, Dot plot, alcanzando los 100 Kpb desde 

los extremos excepto en los casos donde el ST definido fue superior a ese largo. En esos casos se llegó 

hasta el límite propuesto.  
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Fig. 7: Definición de las regiones subteloméricas de T. gondii (TgSTs). A. Posicionamiento 

cromosómico global de Hv y PTMs sobre el genoma de la cepa ME49 de T. gondii. Se muestran las 

localizaciones de las histonas y sus marcas en picos de colores a lo largo de cada cromosoma: H3K4me1 

(verde claro), H3K4me3 (verde oscuro), H3K9me3 (violeta), H4K20me3 (celeste), H4K31me1 (azul), 

H2A.X (rojo), H3.3 (amarillo); en donde el enriquecimiento coincide con la acumulación de las mismas 

(flechas hacia arriba). Las barras inferiores de color negro se corresponden con la presencia de genes a 

lo largo de los cromosomas. Se muestra la versión 53 del genoma ME49. Abajo se muestra una ampliación 

del brazo izquierdo del cromosoma IV, ST_IV_L junto a los ID de genes en la región.  B. Densidad génica 

en una ventana de hasta 200 Kbps, incluidas dos regiones ST. La flecha verde puntiaguda muestra la 

región límite ST, ST_IV_L: tgb16 (TGME49_320770). ST_V_L: tgc8 (TGME49_220080). 
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En este análisis se proponen nuevas regiones STs, una en el extremo del brazo izquierdo 

(ST_Cromosoma_L) y otra en el extremo del brazo derecho (ST_Cromosoma_R). Según lo revisado por 

Kwapisz & Morillon (2020) las regiones subteloméricas están compuestas de dos regiones: una proximal 

o asociada al telómero (TAS) y una distal del telómero. El inicio de cada región TgST estaría definido 

desde el telómero o extremo hacia el centrómero y el límite interno lo marcaría la presencia de algún 

gen desde donde comienza la eucromatina. En todos los casos se confirmó la región propuesta en base 

a la presencia de ADN satelital.  

A continuación, se describen en detalle las características de cada región ST en cada 

extremo cromosómico en particular. 

5.2.1 Cromosoma Ia 

La región ST_Ia de ~15 Kpb definida para este cromosoma se hallaba descripta tomando 

el brazo derecho como inicio del mismo (Dalmasso et al. 2014), pero en este análisis lo hemos invertido 

por cuestiones de estructuración del genoma en el programa IGV, quedando el inicio (1) en el extremo 

izquierdo del cromosoma. Esta región fue asociada previamente a la presencia del gen Tsf7/famc 

(TGME49_287280) en el límite interno de la misma (Dalmasso et al. 2014). En este análisis se redefinió 

(Fig. 8A). 

Brazo izquierdo: tal como se visualiza en la Fig. 8B, esta región no presenta un 

enriquecimiento de H2A.X marcado. Basados en la presencia del gen Tsf7 (TGME49_287280), la región 

ST_Ia_L tendría una longitud de ~13,7 Kpb, abarcando hasta la región 5’UTR de dicho gen, cuya región 

TSS presenta marcas de activación (Fig. 8B). 

Brazo derecho: se encontró una región de ~10 Kpb enriquecida en H2A.X en el extremo 

derecho delimitada por el gen codificante para la chaperona de tubulina, chapA-tub (TGME49_295310) 

cuya región TSS se encuentra activa (Fig. 8C).  Dicha región incluye además un miembro de la familia 

famb en estado silente (TGME49_295300) (Fig. 8C). 
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Fig. 8. Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_Ia_L y ST_Ia_R. A. TAS_Ia (15,7 

Kpb) en color gris (Dalmasso et al. 2014). En verde, ST_Ia_L. B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la 

región genómica ST_Ia_L. H2A.Z (naranja), H2B.Z (marrón). C. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la 

región genómica ST_Ia_R. lncRNA putativo TSS+ (ver sección 5.4.3). D. Mapeo de ADN satelital 

repetitivo en ST_Ia_L. E. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_Ia_R. RC: Reversa Complementaria. 

Líneas verdes por fuera de la diagonal indican similitud directa, mientras que las líneas rojas indican 

similitud con la cadena RC. 
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El análisis de Dot plot de ST_Ia_L  mostró la presencia de ADN repetitivo en tándem 

compatible con ADN satelital sat240 dentro los primeros 10 Kpb (Fig. 8D), mientras que ST_Ia_R (Fig. 8E) 

no mostró la presencia de ADN satelital dentro de los 100 Kpb abarcados en el extremo derecho 

cromosómico, aunque se observaron pequeños fragmentos de ADN repetido disperso (fragmentos de 

20-30 pb) en forma directa (cadena sentido) e inversa (cadena reversa complementaria) a lo largo de 

los 100 Kpb de ST_Ia_R (Fig. 8E). 

En conclusión, la región ST_Ia_L, tendría al menos un tamaño de ~13,7 Kpb, mientras que 

para el extremo en el brazo derecho se describe una nueva región ST_Ia_R de ~10 Kpb (Tabla 2). 

5.2.2 Cromosoma Ib 

Este cromosoma no presentaba regiones TAS descriptas por Dalmasso y col., (2014), por 

lo tanto, se analizaron ambos extremos cromosómicos en búsqueda de algún marcador que permitiera 

delimitar al menos parte de la región subtelomérica. 

Brazo izquierdo: en este análisis se define ST_Ib_L, como una región de ~16,5 Kpb 

enriquecida en H2A.X hasta la región TSS/5´UTR del gen hipotético TGME49_207370, la cual presenta 

marcas activas marcando el límite de la región. Dentro de la región definida se incluyen dos genes 

hipotéticos TGME49_207350 y TGME49_207360, ambos con marcas de cromatina ambigua 

(H2A.Z/H2B.Z y bajos niveles de H3K4me3) en su región TSS (Fig. 9A).  

Brazo derecho: en el extremo opuesto encontramos la región ST_Ib_R de ~40 Kpb, 

parcialmente enriquecida en picos aislados de H2A.X, libre de genes hasta la presencia de los genes 

hipotéticos TGME49_321270 (silente) y TGME49_321280 (ambiguo) (Fig. 9B).  

El análisis de Dot plot para ST_Ib_L no mostró regiones de ADN satelital estricta, aunque 

se observó una región rica en pequeños fragmentos de ADN repetido disperso en forma directa e inversa 

entre los 50 – 80 Kpb (Fig. 9C). Asimismo, se observó para ST_Ib_R la presencia de dos regiones ricas 

en ADN repetitivo en tándem, compatible con ADN satelital, dentro de los primeros 40 Kpb (Fig. 9D).  
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Por lo tanto, se describen nuevas regiones ST para el cromosoma Ib, ST_Ib_L y ST_Ib_R, 

de ~16,5 y ~40 Kpb respectivamente (Tabla 2). 

 

 

 

 

Fig. 9. Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_Ib_L y ST_Ib_R. A. Enriquecimiento 

de Hv y PTMs en la región genómica ST_Ib_L. B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica 

ST_Ib_R. C. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_Ib_L. D. Mapeo de ADN satelital repetitivo en 

ST_Ib_R.  
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5.2.3 Cromosoma II 

La región TAS descripta previamente para este cromosoma se encontró en el extremo del 

brazo derecho del mismo, TAS_II (Dalmasso et al. 2014). Dalmasso y col., la definieron como una región 

de 43 Kpb asociada a la presencia de un miembro famc, Tsf11, (TGME49_298060) y localizada 

internamente en la región subtelomérica, sin incluir el extremo cromosómico telomérico (Fig. 10A). 

Brazo izquierdo: se propone una región de ~22,2 Kpb designada aquí ST_II_L, 

parcialmente enriquecida en H2A.X y desprovista de genes abarcando una región donde además 

comienzan los nucleosomas enriquecidos en H2A.Z y H2B.Z (con picos de H3K4me3) procedida por el 

gen codificante para una treonina sintasa: TGME49_220840 con TSS en estado ambiguo, el cual 

marcaría el límite interno de la región ST_II_L (Fig. 10B).  

Brazo derecho: la región ST_II_R abarcaría ~109,4 Kpb, estando parcialmente enriquecida 

en H2A.X, definiéndose su límite por la presencia del gen de la familia famc: Tsf11 (TGME49_298060) 

cuya región TSS se encontraría activa. Dentro de ella se encontraron varios genes, el más cercano al 

telómero, el gen famb (TGME49_298090), y contiguo a este los genes hipotéticos TGME49_298080 y 

TGME49_298070, todos ellos con marca de cromatina silente en sus regiones TSS (Fig. 10A y C).  

El análisis por Dot plot de ST_II_L mostró una región dentro de los primeros 10 Kpb 

compatible con ADN satelital sat240 y también se encontró la presencia de regiones cortas directa e 

inversamente repetidas a partir de los 40 Kpb (Fig. 10D). A su vez, ST_II_R, presenta una región rica 

(~60–90 Kpb) en elementos de ADN repetitivos en tándem, compatible con ADN satelital del tipo sat350 

(Fig. 10E).  

En este caso, se plantea entonces una nueva región subtelomérica para el brazo izquierdo 

del cromosoma II, ST_II_L de ~22,2 Kpb y una región ST_II_R en el brazo derecho que tendría ~109,4 

Kpb (Tabla 2). 
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 Fig. 10. Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_II_L y ST_II_R. A. Región del 

extremo derecho del cromosoma II. TAS_II (Dalmasso et al. 2014) en color gris. Los genes en color 

rosa son los genes hipotéticos que se encontraron dentro de dicha región pero que quedaron por fuera 

de este análisis (TGME49_298050 y TGME49_298040). ST_II_R descripta en este estudio (en verde 

oscuro). B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_II_L. Recuadro negro: lncRNA 

compatible con TSS* (ver sección 5.4.3).  C. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica 

ST_II_R. (a) lncRNA compatible con TSS*, (b) lncRNA putativo TSS+ (ver sección 5.4.3).  D. Mapeo de 

ADN satelital repetitivo en ST_II_L.  E. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_II_R.  Las rayas verdes 

continuas corresponden a regiones repetitivas en tándem de ADN satelital. 
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5.2.4 Cromosoma III 

Previamente se encontró que había dos regiones TAS en el extremo derecho de este 

cromosoma, una primera región cercana al telómero de ~24 Kpb denominada TAS_IIIb y río arriba una 

segunda de ~30 Kpb denominada TAS_IIIa (Dalmasso et al. 2014). Ambas regiones se encontraron 

asociadas a genes de la familia famc: Tsf1 (TGME49_321170) y Tsf5 (TGME49_298960) 

respectivamente (Fig. 11A). 

Brazo izquierdo: la región ST_III_L abarcaría ~35 Kpb, con enriquecimiento parcial de 

H2A.X, la cual estaría desprovista de genes hasta el límite interno propuesto por el gen de la familia 

famb (TGME49_276230) (Fig. 11B). La región TSS de TGME49_276230 estaría asociada a marcas de 

transcripción activa.  

Brazo derecho: la región ST_III_R se tomó desde la región TSS ambigua del gen de la 

familia famc/Tsf5 (TGME49_298960) hasta el telómero quedando una región de ~232,4 Kpb que 

abarcaría, además, tres genes hipotéticos: TGME49_298820, TGME49_298830 y TGME49_298840; y 

el gen Tsf1 de la familia famc (TGME49_321170) (Fig. 11C). ST_III_R presenta un enriquecimiento de 

H2A.X notorio de ~85 Kpb, desde el extremo hasta el gen Tsf1, a partir del cual el enriquecimiento de 

H2A.X se muestra como picos aislados (Fig. 11C). El gen Tsf1 mostraría marcas de cromatina activa en 

su región TSS (Fig. 11D), mientras que los genes hipotéticos, excepto TGME49_298840, mostrarían 

marcas de cromatina silente en sus regiones TSS (Fig. 11E). Es de destacar que el gen hipotético 

TGME49_298830 presentaría marcas de histonas activas en la región 3´, aunque también podrían ser 

marcas de la región TSS del gen TGME49_298840, el cual solapa su región 5’/TSS, con la región 3’ del 

gen TGME49_298830 (Fig. 11E). 

En el caso de ST_III_L se detectaron 2 regiones levemente enriquecidas en ADN repetido 

en tándem dentro de los 40 Kpb (Fig. 11F). Mientras que el análisis de Dot plot para ST_III_R mostró la 

presencia de dos regiones ricas en elementos de ADN repetitivos entre 30 y 50 Kpb (sat350 y sat240) y  
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Fig. 11.  Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_III_L y ST_III_R. A. Región en el 

extremo derecho del cromosoma III. TAS_IIIa y TAS_IIIb (Dalmasso et al. 2014) en color gris. El gen en 

color rosa corresponde a un gen que se encontró dentro de TAS_IIIa pero que quedó por fuera de este 

análisis. ST_III_R (en verde oscuro). B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_III_L. 

lncRNA putativo TSS+ (ver sección 5.4.3).  C. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica 

ST_II_R. (a), (b) lncRNAs compatibles con TSS+ (ver sección 5.4.3). C. Enriquecimiento de Hv y PTMs 

en la región genómica ST_III_R. lncRNA (ver sección 5.4.3). Las flechas negras indican la posición y 

dirección de dos genes: TGME49_298840, hacia la izquierda (-) y TGME49_298830 hacia la derecha 

(+). D. Ampliación de región enriquecida en marcas activas en tsf1.  E. Ampliación de la región de genes 

hipotéticos. F. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_III_L. G. Mapeo de ADN satelital repetitivo en 

ST_III_R.  
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otras dos cajas de repetitivos más pequeña (sat240 y sat350) localizada después de los 200 Kpb, todas  

compatibles con ADN satelital (Fig. 11G).Por lo tanto, en este cromosoma se encontró una nueva región 

ST en el brazo izquierdo de ~35 Kpb, ST_III_L, y una secuencia ST_III_R, de 232,4 Kpb (Tabla 2). 

5.2.5 Cromosoma IV 

El caso de este cromosoma es particular, la región TAS_ IV de 21 Kpb descripta por 

Dalmasso y col., (2014) correspondiente al brazo derecho no se condijo con la localización el extremo 

cromosómico ni tampoco con el miembro de la familia Tsf previamente asociado, Tsf12 

(TGME49_300990). Dado que esta posición no mantenía la equilocalidad establecida para las regiones 
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subteloméricas decidimos desestimarla y tomar como región telomérica el extremo derecho del 

cromosoma IV. 

Brazo izquierdo: se identificó una región de ~77 Kpb enriquecida en H2A.X, abarcando 

desde el extremo del cromosoma al gen de la familia famb (TGME49_320770) cuya región TSS se 

encuentra en estado ambiguo. Dicho gen establecería el límite de ST_IV_L en el lado izquierdo. Por otra 

parte, se observó dentro de ST_IV_L, la presencia de los genes hipotéticos TGME49_206910, 

TGME49_317820, TGME49_317830 y TGME49_320780, todos ellos con marca de cromatina silente en 

sus regiones TSS (Fig. 12A). 

Brazo derecho: se propone una región ST_IV_R de ~41 Kb con enriquecimiento y picos de 

H2A.X desde la región TSS (ambigua) del gen TGME49_237894 (Cisteína proteasa), hasta el extremo 

del cromosoma (Fig. 12B). Aguas arriba de este gen se observó una región extensa (analizamos solo 100 

Kpb siguientes) de genes cuyo grado de separación, es compatible con una región de eucromatina. 

Luego detectamos a Tsf12 (TGME49 _300990) a 438 Kpb del extremo derecho. Sin embargo, desde su 

posición río abajo, hacia el telómero, existe una alta densidad de genes, compatible con eucromatina. 

Cabe resaltar que río arriba de Tsf12 se encuentra un gen contiguo hipotético, TGME49_300980 y luego 

82 Kpb libre de genes. Un análisis detallado de la región detectó que en esos 82 Kpb estaría el 

centrómero (2,166,000-2,177,000), por lo tanto, habría una región libre de genes entre Tsf12 y el 

centrómero de 71,7 Kpb (Fig. 12C). Nos preguntamos si antiguamente ese fragmento, o parte de él, de 

71,7 Kpb, incluido Tsf12, estarían formando parte del subtelómero y luego podría haberse translocado 

en forma invertida en la nueva posición cercana al centrómero. 

Cabe mencionar que también se observó la presencia de otros genes dentro de la región 

ST_IV_R: TGME49_317705 y TGME49_317720 con TSS activos y finalmente TGME49_237900 

cercano al telómero con TSS silente (Fig. 12B).  
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Fig. 12. Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_IV_L y ST_IV_R. A. Enriquecimiento 

de Hv y PTMs a lo largo de la región genómica ST_IV_L.  B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región 

genómica ST_IV_R. C. Un supuesto evento de translocación del ST a la posición del centrómero. 

ST_IV_R se describió de novo (cuadrado verde). D. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_IV_L. E. 

Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_IV_R.  



 

45 
 
 

El análisis de Dot plot de ST_IV_L mostró una región enriquecida en secuencias de ADN 

repetitivas en tándem, compatible con ADN satelital, sat830, que abarca desde los 15 hasta los 30 Kpb, 

y otra, menos enriquecida en secuencias de ADN repetidas en tándem, entre los 60 y 70 Kpb (Fig. 12C). 

En el caso de ST_IV_R se encontaron dos regiones enriquecidas en secuencias de ADN repetitivas en 

tándem, compatible con ADN satelital, sat529, invertidas entre ellas, una dentro de los primeros 10 Kpb 

y la otra caja entre 30-40 Kpb (Fig. 12D). 

Se presenta entonces una nueva región ST para el brazo izquierdo del cromosoma IV, 

ST_IV_L de ~77 Kpb; y, por otra parte, una región ST para el brazo derecho, ST_IV_R, de ~41 Kpb 

(Tabla 2). 

5.2.6 Cromosoma V 

La región TAS originalmente descripta para este cromosoma, TAS_V de 30 Kpb (Dalmasso 

et al. 2014) se correspondía con una región interna del extremo izquierdo de este cromosoma que no 

llegaba al extremo cromosómico y dentro de la cual se observó la presencia de un gen codificante para 

una proteína con dominio DIX (TGME49_220090) no descripto previamente, además de la presencia del 

gen Tsf8 (TGME49_220080) correspondiente a la familia famc (Fig. 13A). 

Brazo izquierdo: se identificó una región enriquecida en la histona H2A.X hasta la posición 

cercana a los 90 Kpb. No obstante, la región de baja densidad génica se dispuso hasta al gen Tsf8/famc 

(TGME49_220080), el cual mostró un estado de cromatina ambiguo en su TSS, tomándose como límite 

interno. Esto generó una región ST_V_L de 112,6 Kpb (Fig. 13B). Esta región incluye la presencia de 

varios genes hipotéticos: TGME49_220070, TGME49_220060, TGME49_296231 y TGME49_296121. 

Los genes TGME49_220070 y TGME49_220060 presentarían una cromatina silente en sus regiones 

TSS mientras que los otros dos genes hipotéticos tendrían marcas en sus TSS de cromatina activa (Fig. 

13B).  

Brazo derecho: Al analizar el extremo derecho se encontró un enriquecimiento de H2A.X 

hasta el TSS del gen famb (TGME49_283450) en aparente estado ambiguo, el cual se tomó como límite  
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Fig. 13.  Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_V_L y ST_V_R. A. Región en el 

extremo derecho del cromosoma V. TAS_V (Dalmasso et al. 2014) en color gris. ST_V_R (en verde 

oscuro). B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_V_L. (a), (b) lncRNAs compatibles 

con TSS* (ver sección 5.4.3). C. Enriquecimiento de Hv y PTMs   en la región genómica ST_V_R. (a), 

(b) lncRNAs compatibles con TSS+ (ver sección 5.4.3). D. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_V_L. 

E. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_V_R. C. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región 

genómica ST_II_R.  
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de la región ST_V_R. De esa manera, la región ST_V_R tendría una extensión de 177,9 Kpb, y la 

presencia de tres genes de la familia famb (TGME49_307460 y TGME49_307480, además del 

mencionado arriba), y los genes hipotéticos TGME49_307450 y TGME49_307470 (Fig. 13C). Los genes 

hipotéticos y el famb TGME49_307460 tendrían marcas de cromatina silente en sus regiones TSS. El 

gen famb TGME49_307480 tendría marca de cromatina ambigua a activa en su TSS. 

El análisis de Dot plot en ST_V_L mostró una región de ADN repetido en tándem, sat350, 

compatible con ADN satelital, entre 60 y 90 Kpb, y otra más pequeña, sat240, río abajo de los 100 Kpb 

(Fig. 13D). Mientras que para ST_V_R se muestra la presencia de ADN repetido en tándem, compatible 

con ADN satelital, en varias posiciones a lo largo del ST, incluyendo tres repeticiones de regiones 

extensas de ADN dentro del mismo (Fig. 13E).  

Es así que se re-definieron los parámetros de la región ST para el cromosoma V. La región 

ST en el extremo izquierdo, ST_V_L, tendría una longitud de 112,6 Kpb; mientras que ST en el extremo 

derecho, ST_V_R, tendría una longitud de 177,9 Kpb (Tabla 2). 

5.2.7 Cromosoma VI 

En el caso de este cromosoma, Dalmasso y col., (2014), no describieron regiones TAS 

asociadas a alguno de los extremos cromosómicos; por lo tanto, se analizaron ambos extremos. 

Brazo izquierdo: se encontró una región enriquecida en H2A.X de ~2 Kpb sin genes, y luego 

una región corta hasta el gen codificante peptidil-prolil isomerasa, ppi (TGME49_238000) cuya región 

TSS activa demarcaría el fin de ST_VI_L, de 8,1 Kpb (Fig. 14A).  

Brazo derecho: En el extremo opuesto, para ST_VI_R, se observó la presencia de una 

región enriquecida en H2A.X de ~25 Kpb que llega hasta el gen hipotético TGME49_244940. La región 

con baja densidad génica se extendió mas allá, delimitándose a esta región ST en función de la posición 

del gen de la familia famb (TGME49_244920) aguas arriba (Fig. 14B) cuya región TSS se observó en 

estado activo. De esa manera, la región abarca ~53,7 Kpb y contiene un gen de la familia famc 

correspondiente a un gen Tsf no descripto previamente, Tsf13 (TGME49_292610) (Fig. 14B), con marca 

de cromatina activa en su TSS. La región ST_VI_R también comprende los genes hipotéticos 
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TGME49_292600, TGME49_244950, TGME49_244940 y TGME49_244930; y un gen codificante para 

una proteína ADP/ATP carrier (TGME49_237700), todos ellos con marcas de cromatina silente en sus 

regiones TSS (Fig. 14B).  

 

Fig. 14. Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_VI_L y ST_VI_R. A. 

Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_VI_L. Se muestran los genes río arriba de la 

región. B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_VI_R. (a),(b) lncRNAs putativos 

TSS+ (ver sección 5.4.3). C. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_VI_L. D. Mapeo de ADN satelital 

repetitivo en ST_VI_R.  
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El análisis por Dot plot para ST_VI_L no mostró regiones ricas en ADN satelital, excepto 

una pequeña caja de ADN en tándem a ~50 Kpb y numerosos fragmentos pequeños de ADN (20-60 

nucleótidos) repetido disperso en forma directa e inversa desde los 30 Kpb hasta cerca de los 90 Kpb 

(Fig. 14C), región compatible con eucromatina. El análisis de Dot plot para ST_VI_R mostró la presencia 

de regiones de elementos repetitivos en tándem, dentro de los 20-50 Kpb donde una de ellas sería 

compatible con ADN satelital sat240 (Fig. 14D).  

Por lo tanto, para el cromosoma VI se describe una región ST_VI_L en el extremo izquierdo 

de al menos 8,1 Kpb; y una región ST_VI_R de 53,7 Kpb en el brazo derecho (Tabla 2). 

5.2.8 Cromosoma VIIa 

Según Dalmasso y col., (2014), este cromosoma no presentaba regiones TAS asociadas, 

por lo tanto, al igual que para los demás cromosomas, se procedió a buscar enriquecimiento de H2A.X 

en los extremos y genes asociados. 

Brazo izquierdo: en su extremo izquierdo se encontró una región parcialmente enriquecida 

en H2A.X de ~58,4 Kpb, la cual se denominó ST_VIIa_L. No se encontraron genes de las familias famb 

o famc, pero si se observaron genes hipotéticos: TGME49_279540, TGME49_279550, 

TGME49_280070, TGME49_281040, TGME49_281030 y TGME49_280810. De estos genes 

hipotéticos, solo dos presentaban marcas de cromatina activa en sus regiones TSS (TGME49_279550 

y TGME49_280810) el resto tendrían TSS en estado silente. Se consideró hasta el gen 

TGME49_280810 (con TSS activo), como límite de la región ST_VIIa_L, desde donde comienza una 

densidad génica compatible con eucromatina (Fig. 15A).  

Brazo derecho: Mientras que, el extremo derecho del cromosoma se observó una región 

de ~81 Kpb enriquecida en varios picos de H2A.X. Basados en la densidad génica, se propuso como el 

límite interno de ST_VIIa_R el gen ap2VIIa-9 (TGME49_282220), con marca de TSS activo, quedando 

incluido el gen sulfato adeniltransferasa/adenilsulfato kinasa (TGME49_282230) (sa-t/k), el cual muestra 

una marca de cromatina ambigua en su región TSS (H2A.Z/H2B.Z) (Fig. 15B).  
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El análisis de Dot plot para ST_VIIa_L mostró la presencia de una región de ADN repetido 

en tándem, compatible con ADN satelital, entre 40-50 Kpb, que también estaría presente en menor grado 

de extensión en la posición de 10 Kpb, reforzando la región ST_VIIa_L propuesta (Fig. 15C). Mientras 

Fig. 15.  Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_VIIa_L y ST_VIIa_R. A. 

Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_VIIa_L. (a),(c) lncRNAs putativos TSS+, (b) 

lncRNA compatible con TSS* (ver sección 5.4.3).  B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región 

genómica ST_VIIa_R. lncRNA putativo TSS+ (ver sección 5.4.3) C. Mapeo de ADN satelital repetitivo 

en ST_VIIa_L. D. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_VIIa_R.  



 

51 
 
 

que el análisis de Dot plot para ST_VIIa_R mostró la presencia de fragmentos de ADN repetidos en 

forma directa a lo largo de los primeros 60 Kpb de la región ST propuesta (Fig. 15D). Por lo tanto, se 

proponen aquí dos regiones ST nuevas asociadas al cromosoma VIIa, ST_VIIa_L de ~58,4 Kpb en el 

extremo izquierdo, y la región ST_VIIa_R de ~81 Kpb en el extremo derecho (Tabla 2). 

5.2.9 Cromosoma VIIb-VIII 

Estos cromosomas estarían fusionados según un trabajo de Bunnik y col., (2019); por lo 

tanto, solo se analizó el extremo izquierdo del cromosoma VIIb (VIIb_L) y el extremo derecho del 

cromosoma VIII (VIII_R). 

Brazo izquierdo: En el caso de este extremo se encontró una región parcialmente 

enriquecida en H2A.X de ~56,7 Kpb, hasta el gen miembro de la familia famb en estado activo 

(TGME49_264225) el cual marcaría el límite interno de una nueva región ST_VIIb_L. En esta región se 

observó, además, la presencia de cuatro genes hipotéticos: TGME49_264260, TGME49_264250, 

TGME49_264240 y TGME49_264230, todos ellos con marcas de cromatina silente en sus regiones TSS 

(Fig.16A).  

Brazo derecho: Asimismo, en el extremo derecho del cromosoma VIII se encontró una 

región enriquecida en H2A.X de ~53,1 Kpb, ST_VIII_R, libre de genes, a la cual se la delimitó por un 

miembro de la familia famb (TGME49_200480) el cual solo presentó marca de H3K4me3, compatible 

con un estado activo (Fig.16B).  

El análisis de Dot plot de ST_VIIb_L mostró un enriquecimiento de elementos repetidos en 

tándem, compatibles con ADN satelital, sat350, entre los 10–50 Kpb aproximadamente (Fig.16C), 

mientras que el análisis para ST_VIII_R mostró un enriquecimiento de elementos repetidos en tándem, 

compatibles con ADN satelital, a lo largo de los primeros 50 Kpb (Fig.16D). 

Por lo tanto, se describen aquí dos nuevas regiones ST para el cromosoma VIIb-VIII, 

ST_VIIb_L de ~56,7 Kpb, y derecho, ST_VIII_R de ~53,1 Kpb (Tabla 2). 
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5.2.10 Cromosoma IX 

La región asociada al telómero descripta para este cromosoma, TAS_IX (Dalmasso et al. 

2014) se correspondía con una región de 20 Kpb asociada al gen famc Tsf4 (TGME49_200130) en el 

Fig.16.  Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_VIIb_L y ST_VIII_R. A. 

Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_VIIb_L. lncRNA putativo TSS+ (ver sección 

5.4.3). B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_VIII_R. lncRNA putativo TSS+ (ver 

sección 5.4.3). D. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_VIIb_L. E. Mapeo de ADN satelital repetitivo 

en ST_VIII_R.  
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brazo izquierdo del cromosoma. Cuando se analizó la localización genómica se encontró una región 

enriquecida en H2A.X, pero sin el gen descripto por Dalmasso y col., (2014) (Fig. 17A). Cabe señalar que, 

en este caso, la localización genómica de Tsf4 estaría asociada a un cromosoma distinto (cromosoma 

XII) según la versión 53 del genoma de referencia (TGME49_chrXII: 7,033,492-7,035,777). 

Brazo izquierdo: Debido a lo expuesto más arriba, se amplió el rango de esta región en 

dirección al centrómero y se encontró la presencia de dos genes de la familia famb (TGME49_274290, 

TGME49_279460), el primero con marca de cromatina activa en su región TSS, y el último en estado 

ambiguo, a partir de la cual comenzaba la eucromatina. El gen TGME49_279460 fue propuesto para 

delimitar internamente la región (Fig. 17B), Se estableció así una nueva región la cual se denominó, 

ST_IX_L de ~179,1 Kpb. ST_IX_L estaría enriquecida en H2A.X en los primeros 50 Kpb, aunque 

presentaría enriquecimientos parciales hasta el gen famb TGME49_279460. Contaría además con la 

presencia de dos genes hipotéticos: TGME49_274700 y TGME49_274280 dentro de la misma, ambos 

con marca de cromatina silente en sus regiones TSS (Fig. 17B).  

Brazo derecho: Cuando se analizó el extremo derecho, el gen TGME49_306680 (activo) 

fue propuesto como posible límite de ST_IX_R estableciendo una región de ~49,6 Kpb (Fig. 17C).  Muy 

cerca del extremo, a ~2 Kpb se identificó el gen famb (TGME49_299570) con TSS con marcas de 

cromatina silente. Al seguir analizando la región río arriba de famb, se encontró una región rica en genes 

hipotéticos: TGME49_306730, TGME49_306720, TGME49_306710, TGME49_306700, 

TGME49_306692 y TGME49_306688; todos ellos también con marcas de cromatina silente. La región 

ST_IX_R sugerida está parcialmente enriquecida en H2A.X (Fig. 17C). 

La región ST_IX_L propuesta presentaría a lo largo de ella numerosas regiones ricas en 

ADN repetitivo en tándem, compatibles con ADN satelital (Fig. 17D); mientras que la región ST_IX_R no 

mostraría regiones ricas en ADN repetitivo (Fig. 17E). 

En conclusión, se re-definió la región en el brazo izquierdo, ST_IX_L, como una región del 

cromosoma IX enriquecida en H2A.X de ~179,1 Kpb; mientras que en el extremo contrario se encontró 

y definió una región ST_IX_R de ~49,6 Kpb (Tabla 2). 
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Fig. 17.  Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_IX_L y ST_IX_R. A. Región en el 

extremo izquierdo del cromosoma IX. TAS_IX (Dalmasso et al. 2014) en color gris. ST_IX_L (en verde 

oscuro). B. Enriquecimiento de Hv y PTMs a lo largo de la región genómica ST_IX_L. (a) lncRNA 

putativo TSS+; (b) lncRNAcompatible con TSS* (ver sección 5.4.3). C. Enriquecimiento de Hv y PTMs 

en la región genómica ST_IX_R. D. lncRNA putativo TSS+ (ver sección 5.4.3). Mapeo de ADN satelital 

repetitivo en ST_IX_L. E. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_IX_R.  
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5.2.11 Cromosoma X 

En este caso se describieron previamente dos regiones TAS: TAS_Xa y TAS_Xb en el 

extremo izquierdo del cromosoma, las cuales se correspondían con regiones de 25 y 26 Kpb respectiva 

y originalmente (Dalmasso et al. 2014). Al igual que en otros extremos cromosómicos las regiones 

TAS_Xa y TAS_Xb mostraron asociación a un miembro de la familia famc, Tsf2 (TGME49_200700) y 

Tsf6 (TGME49_200590) cada una respectivamente (Fig. 18A). 

Brazo izquierdo: Debido a lo mencionado anteriormente, se redefinió la región ST en el 

cromosoma X. Un aspecto novedoso de esta región en el brazo izquierdo es que se encontró aguas 

arriba de Tsf6 la presencia de un tercer gen de la familia famc, Tsf10 (TGME49_228780) descripto 

previamente en asociación al cromosoma XII cuya región TSS estaría en asociación a nucleosomas 

activos. A partir de Tsf10 comenzaría la eucromatina, por lo tanto, se describe a este gen como límite 

de la región ST en el extremo izquierdo (ST_X_L). De esta manera la región ST_X_L abarcaría toda la 

zona con picos de enriquecimiento de H2A.X desde el inicio del telómero y como limite interno la región 

TSS del gen Tsf10, alcanzando una región de ~138,9 Kpb (Fig. 18B). Dentro del ST propuesto se observa 

la presencia de los otros genes de la familia famc como Tsf2 (TGME49_200700) y Tsf6 

(TGME49_200590) con regiones TSS con marcas de cromatina ambigua (Tsf2) y activa (Tsf6) y dos 

genes hipotéticos (TGME49_200595 y TGME49_200600) con regiones TSS tipo silentes (Fig. 18B). 

Brazo derecho: Al analizar extremo derecho del cromosoma X (ST_X_R) se encontró una 

región enriquecida en H2A.X, que incluye un miembro de la familia famb (TGME49_301890) con marcas 

de cromatia activa. También se observó una región parcialmente rica en H2A.X hasta el gen hipotético 

TGME49_207240, donde comienza la eucromatina. Dicha región incluye además un gen que codifica 

para la flavoproteína de transferencia de electrones: TGME49_207250, el cual presenta marca de 

cromatina silenciada en su región TSS (Fig. 18C). Mientras que el gen TGME49_207240 posee una región 

TSS activa y se propone como límite interno de la región ST_X_R, la cual tendría una longitud de ~27,5 

Kpb y (Fig. 18C).  
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Fig. 18.  Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_X_L y ST_X_R. A.  Región en el 

extremo izquierdo del cromosoma X. TAS_Xa y TAS_Xb (Dalmasso et al. 2014) en color gris. ST_X_L 

(en verde oscuro). B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_X_L. (a) lncRNA 

compatible con TSS*, (b) lncRNA putativo con TSS+ (ver sección 5.4.3). C. Enriquecimiento de Hv y 

PTMs en la región genómica ST_X_R. D. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_X_L. E. Mapeo de 

ADN satelital repetitivo en ST_X_R.  
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La región ST_X_L propuesta presentaría además numerosas regiones ricas en ADN 

repetitivo en tándem, compatibles con ADN satelital, principalmente en la posición 40-50 Kpb (sat350, 

sat240), 60 Kpb y entre 90-120 Kpb (sat830, sat350 y sat240) (Fig. 18D). Mientras que, la región ST_X_R 

propuesta mostró una región enriquecida en ADN repetitivo compatible con sat350 en sus primeros 10 

Kpb. También existiría una región con presencia de ADN repetitivo en tándem entre los 60–80 Kpb, 

formado por al menos tres copias de un fragmento cercano a los 2000 pb (Fig. 18E). 

Por lo tanto, se redefinió una nueva región ST para el brazo izquierdo del cromosoma X, 

ST_X_L de ~139,8 Kpb; y una nueva región ST en el extremo cromosómico derecho, ST_X_R, de ~27,5 

Kpb (Tabla 2). 

5.2.12 Cromosoma XI 

Para este cromosoma se había descripto una región TAS de 26 Kpb asociada al extremo 

izquierdo del mismo, TAS_XI, y al gen Tsf3 (TGME49_307260) de la familia famc (Dalmasso et al. 2014) 

(Fig. 19A). 

Brazo izquierdo: Por lo tanto, debido a lo observado para esta región se procedió a re-

definir la zona como en los casos anteriores. ST_XI_L abarcaría entonces desde el telómero hasta el 

TSS activo de famb: TGME49_307045, con un largo de ~88,2 Kpb. Esta región presentaría una región 

con picos de enriquecimiento de H2A.X y la presencia del gen de la familia famc/Tsf3 (TGME49_307260) 

y genes hipotéticos: TGME49_307270, TGME49_307090, TGME49_307080, TGME49_307070, 

TGME49_307060, TGME49_307050 (Fig. 19B). Los genes TGME49 307050-307060-307070 tienen 

distancias de 3790 y 1713 pb entre sí, pero TGME49_307050 está separado del gen TGME49_307045 

por 17391 pb, y el gen TGME49_307070 está separado de TGME49_307080 por 12329 pb. A excepción 

de los genes de la famb y famc, el resto, de los genes hipotéticos, presentan marcas de cromatina silente 

en sus regiones TSS (Fig. 19B).   

Brazo derecho: En el extremo opuesto se observó una región parcialmente enriquecida en 

H2A.X de ~13,2 Kpb, hasta la región TSS del gen vtc2 (TGME49_298630), la cual presenta marcas de 
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cromatina activa (Fig. 19C). La región TSS de este gen fue propuesta como límite interno de la región 

ST_XI_R (Fig. 19C).  

Fig. 19.  Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_XI_L y ST_XI_R. A.  Región en 

el extremo izquierdo del cromosoma X. TAS_XI (Dalmasso et al. 2014) en color gris. ST_X_L (en verde 

oscuro). B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_XI_L. lncRNA putativo TSS+ (ver 

sección 5.4.3).  C. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_XI_R. D. Mapeo de ADN 

satelital repetitivo en ST_XI_L. E.  Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_XI_R. 
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La región ST_XI_L propuesta presentaría una región rica en ADN repetitivo en tándem, 

compatible con ADN satelital, sat350 y sat240 dentro de los primeros 20 Kpb (Fig. 19D). Mientras que los 

100 Kpb desde el extremo derecho del cromosoma XI que comprenden a ST_XI_R no presentan 

regiones ricas en ADN repetitivo en tándem (Fig. 19E). 

Por lo tanto, para el cromosoma XI se re-definió la región subtelomérica ST_XI_L en el 

brazo izquierdo de ~88,2 Kpb, mientras que en el extremo derecho para ST_XI_R se propuso una región 

de ~13,2 Kpb (Tabla 2). 

5.2.13 Cromosoma XII 

La localización genómica de TAS_XII de 16 Kpb descripta previamente (Dalmasso et al. 

2014) para este cromosoma en el extremo izquierdo y asociada al gen de la familia famc Tsf10 

(TGME49_228780) no se condijo con lo observado en este análisis (Fig. 20A). Cabe mencionar que la 

localización del gen Tsf10 descripto para este TAS, no se encuentra en el cromosoma XII como se 

planteaba, sino que se encuentra en el cromosoma X (TGME49_chrX:137206-139810), formando parte 

de la región ST_X_L. 

Brazo izquierdo: se observó una región enriquecida en la histona H2A.X hasta la región 

TSS activa del gen codificante para una oxidoreductina de retículo endoplasmatico: TGME49_300380 

abarcando una región de ~47,6 Kpb (Fig. 20B). Esta región ST_XII_L propuesta incluiría la presencia de 

dos genes hipotéticos: TGME49_300780 y TGME49_300790, ambos casos con marca de cromatina 

ambigua río arriba de sus regiones TSS, y localizados dentro de los 11 Kpb del extremo, generando una 

región libre de genes de cerca de 36 Kpb (Fig. 20B).   

Brazo derecho: Cuando se analizó el extremo opuesto se encontró una primera región 

enriquecida en H2A.X de ~61 Kpb hasta llegar a la región TSS silente a ambigua del gen de la familia 

famc Tsf4 (TGME49_200130) (previamente descripto para el TAS_IX) (Fig. 20C). Luego se observó hacia 

el telómero aguas abajo de Tsf4 la presencia de un gen hipotético (TGME49_200110) tambien con marca 

de cromatina silente a ambigua (Fig. 20C). También se observaron picos de enriquecimiento de H2A.X 

en dirección al centrómero abarcando dos genes hipotéticos más, TGME49_276810 (con TSS ambiguo) 
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Fig. 20.  Mapa cromosómico de la localización genómica de ST_XII_L y ST_XII_R. A. Región en el 

extremo izquierdo del cromosoma XII. TAS_XII (Dalmasso et al. 2014) en color gris. ST_XII_L (en verde 

oscuro). B. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_XII_L. LncRNA compatible con TSS* 

(ver sección 5.4.3). C. Enriquecimiento de Hv y PTMs en la región genómica ST_XII_R. lncRNA putativo 

con TSS+ (ver sección 5.4.3). D. Mapeo de ADN satelital repetitivo en ST_XII_L. E. Mapeo de ADN satelital 

repetitivo en ST_XII_R. Dot plot de 200 Kpb. 
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TgSTs Localización genómica
Tamaño      

~Kpb
Gen Interno                                       ID 5'-3' TSS

ST_Ia_L TGME49_chrIa:1-13,724 13,7 tgc7 _287280 (-) activo
ST_Ia_R TGME49_chrIa:1,849,361-1,859,933 10 tgb _295300 (+) silente

chapA-tub _295310 (+) activo
ST_Ib_L TGME49_chrIb:1-16,551 16,5 tgh _207350 (-) ambiguo

tgh _207360 (+) ambiguo
tgh _207370 (-) activo

ST_Ib_R TGME49_chrIb:1,909,459-1,954,388 40 tgh _321270 (+) silente
tgh _321280 (+) ambiguo

ST_II_L TGME49_chrII:1-22,252 22,2 ts _220840 (-) ambiguo
ST_II_R TGME49_chrII:2,237,617-2,346,750 109,4 tgb _298090 (+) silente

tgh _298080 (+) silente
tgh _298070 (+) silente

tgc11 _298060 (+) activo
ST_III_L TGME49_chrIII:766-35,746 35 tgb _276230 (-) activo
ST_III_R TGME49_chrIII:2,299,208-2,531,764 232,4 tgc1 _321170 (+) activo

tgh _298820 (+) silente
tgh _298830 (+) silente
tgh _298840 (-) activo

tgc5 _298960 (+) ambiguo
ST_IV_L TGME49_chrIV:764-77,001 77 tgh _317830 (-) silente

tgh _317820 (+) silente
tgh _206910 (-) silente
tgh _320780 (-) silente
tgb _320770 (-) ambiguo

ST_IV_R TGME49_chrIV:2,645,530-2,686,605 41 otu-cp _237900 (-) silente
eIF3 _317720 (+) activo

enoil-CoA _317705 (+) activo
otu-cp _237894 (+) ambiguo

ST_V_L TGME49_chrV:47-112,661 112,6 tgh _296121 (-) activo
tgh _296231 (-) activo
tgh _220060 (+) silente
tgh _220070 (-) silente

tgc8 _220080 (-) ambiguo
ST_V_R TGME49_chrV:3,153,949-3,331,915 177,9 tgb _307480 (+) ambiguo

tgh _307470 (+) silente
tgb _307460 (+) silente
tgh _307450 (+) silente
tgb _283450 (+) ambiguo

ST_VI_L TGME49_chrVI:1-8,500 8,5 ppi _238000 (-) activo
ST_VI_R TGME49_chrVI:3,602,980-3,654,215 53,7 tgc13 _292610 (+) activo

tgh _292600 (+) silente
adp/atp _237700 (+) silente

tgh _244950 (+) silente
tgh _244940 (+) silente
tgh _244930 (+) silente
tgb _244920 (+) activo

ST_VIIa_L TGME49_chrVIIa:1-58,843 58,4 tgh _279540 (-) silente
tgh _279550 (-) activo
tgh _280070 (+) silente
tgh _281040 (-) silente
tgh _281030 (+) silente
tgh _280810 (-) activo
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ST_VIIa_R TGME49_chrVIIa:4,459,521-4,540,552 81 sa-t/k _282230 (+) ambiguo
 ap2VIIa-9 _282220 (+) activo

ST_VIIb_L TGME49_chrVIIb:828-57,559 56,7 tgh _264260 (-) silente
tgh _264250 (-) silente
tgh _264240 (-) silente
tgh _264230 (-) silente
tgb _264225 (-) activo

ST_VIII_R TGME49_chrVIII:6,916,849-6,970,159 53,1 tgb _200480 (+) activo
ST_IX_L TGME49_chrIX:1-179,116 179,1 tgh _274700 (-) silente

tgb _274290 (-) activo
tgh _274280 (+) silente
tgb _279460 (-) ambiguo

ST_IX_R TGME49_chrIX:6,277,213-6,326,886 49,6 tgb _299570 (+) silente
tgh _306730 (+) silente
tgh _306720 (+) silente
tgh _306710 (+) silente
tgh _306700 (+) silente
tgh _306692 (+) silente
tgh _306688 (-) silente
tgh _306680 (+) activo

ST_X_L TGME49_chrX:1-139,810 139,8 tgc2 _200700 (-) ambiguo
tgc6 _200590 (-) activo
tgh _200595 (-) silente
tgh _200600 (+) silente

tgc10 _228780 (-) activo
ST_X_R TGME49_chrX:7,458,705-7,486,190 27,5 tgb _301890 (+) activo

electron-t _207250 (-) silente
tgh _207240 (+) activo

ST_XI_L TGME49_chrXI:1-89,389 88,2 tgh _307270 (-) silente
tgc3 _307260 (-) activo
tgh _307090 (-) silente
tgh _307080 (-) silente
tgh _307070 (-) silente
tgh _307060 (-) silente
tgh _307050 (-) silente
tgb _307045 (-) activo

ST_XI_R TGME49_chrXI:6,609,042-6,622,313 13,2 vtc2 _298630 (+) activo
ST_XII_L TGME49_chrXII:1-47,600 47,6 tgh _300780 (-) ambiguo

tgh _300790 (-) ambiguo
oxired-RE _300380 (+) activo

ST_XII_R TGME49_chrXII:6,901,775-7,093,358 191,5 tgh _200110 (+) ambiguo
tgc4 _200130 (+) ambiguo
tgh _276810 (+) ambiguo
tgh _276820 (+) silente

Tabla 2. Regiones TgSTs definidas en este estudio. Se describen regiones subteloméricas, STs, 

para el brazo izquierdo: ST_Cromosoma_L, y para el brazo derecho, ST_Cromosoma_R. Los genes 

asociados a cada región se describen en orden de aparición desde el telómero hacia el límite interno 

subtelomérico. (L): del inglés, Left, lado izquierdo; (R): del inglés, Right, lado derecho. Se tomó como 

lado derecho el final de la secuencia genómica según programa IGV. ID: TGME49; tgc: genes famc, 

tgb: genes famb, tgh: genes hipotéticos. 5’-3’: (+) cadena de ADN sentido, (-) antisentido. 
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y TGME49_276820 (con TSS silente), el cual marcaría el límite interno de ST_XII_R estableciendo una 

región de ~191,5 Kpb.  Entre el gen 276820 y el gen 276810 hay 87,3 Kpb libre de genes, y entre Tsf4 

y el gen 276810 hay 42,5 Kpb libre de genes, denotando la característica de regiones libres de genes 

de los STs, diferente a lo que se observa en regiones de eucromatina.La región ST_XII_L propuesta 

presentaría regiones ricas en ADN repetitivo en tándem, compatibles con ADN satelital, sat350 y sat240, 

entre los 5-15Kpb (Fig. 20D). Por su parte, la región ST_XII_R propuesta presentaría además numerosas 

regiones ricas en ADN repetitivo en tándem, algunas compatibles con ADN satelital (sat350 y sat240), 

entre los 40 Kpb y 70 Kpb y finalmente una región de ADN repetitivo satelital entre los 130-200 Kpb (Fig. 

20E). También se observa la presencia de fragmentos de ADN repetido en forma directa en la región 

comprendida por los 60 a 80 Kpb (Fig. 20E). 

Por lo tanto, para el cromosoma XII se re-definió la región subtelomérica ST_XII_L en el 

brazo izquierdo de ~47,6 Kpb, mientras que en el extremo derecho se propuso una región ST_XII_R de 

~191,5 Kpb (Tabla 2). 

5.3 ADN satelital y subtelómeros 

Como se mencionó, se pudo detectar mediante Dot plot la presencia y composición de los 

elementos de ADN repetitivo de las regiones STs de T. gondii. De esta forma fue posible revelar regiones 

de ADN repetitivo en tándem, compatibles con el ADN satélite, en casi todos los STs. Los diferentes 

elementos repetitivos no presentarían una alta identidad entre ellos (datos no mostrados). Esto no es 

inesperado ya que el elemento satélite de T. gondii más reconocido, sat350, presente en los ST_II_R, 

III_R, V_L, VIIb_L, X_L, XI_L, XII_L y XII_R, presentó según un estudio del laboratorio niveles de 

identidad intra-monoméricos entre 58 y 95% (Clemente et al. 2004).  

Curiosamente, este nuevo análisis no concuerda con la organización anterior de TARE 1 a 

TARE 3 observada por Dalmasso y col., (2014). De hecho, casi no hay relación de identidad entre los 

ADN satelitales detectados en cada subtelómero, exceptos los descriptos en las Fig. 8 a 20: sat350, n= 
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12; sat240, n=12; sat830, n=2 y sat529, el cual se detectó uno solo, pero había sido caracterizado en su 

localización centromérica (Xia et al. 2021). 

En general, el elemento repetitivo más consistente como ADN satélite corresponde a la 

familia sat350/sat680. Mientras que los ADN satélites son bastante homogéneos y se observan 

diferencias a nivel de secuencia entre las especies, el ADN sat350 consta de unidades o monómeros 

con alta variabilidad (Clemente et al. 2004). Otra pregunta es el origen de los otros satélites de ADN que 

no tienen relación con sat350. De estos, solo sat240 mostró alguna propagación. Sat830 y el resto 

parecen ser satélites de ADN únicos, aunque habría pequeñas regiones de identidad entre todos ellos. 

La presencia de grandes regiones de ADN satélite en los STs, mayormente diferentes y la presencia de 

solo pocas familias de ADN satélite, cuyos monómeros presentan un bajo porcentaje de identidad entre 

ellos, sugieren que el ADN satelital en estas regiones podría contribuir a la plasticidad y evolución de los 

subtelómeros.   

5.4 Análisis de la cromatina en las regiones TgSTs 

5.4.1 Posicionamiento de histonas variantes  

Como se describió en la sección 5.2, el enriquecimiento de la variante de histonas H2A.X 

es un componente fundamental en la definición de las regiones TgSTs. Específicamente, se evaluó la 

distribución nucleosomal de H2A.X y H3.3 sobre las regiones TSS y cuerpos génicos (CGen) de los 96 

genes que integrarían las regiones STs (Fig. 21A). Las histonas variantes H2A.X y H3.3 se encontraron 

asociadas a casi todos los CGen de los genes STs independientemente de su estado: activo, ambiguo 

o silente (Fig. 21B) con excepción del gen TGME49_237900, donde se encontraron posicionadas sobre 

el 3’UTR (Fig. 21C). Sin embargo, 52 genes STs mostraron enriquecimiento de H2A.X y H3.3 en sus 

 

Fig. 21.  Ocupación nucleosomal en genes STs. A. Distribución de H2A.X y H3.3 en función de la 

cromatina asociada a la actividad génica. TSS: barra azul, enriquecimiento de H2A.X/H3.3 sobre región 

TSS. CG: barras naranjas, enriquecimiento de H2A.X/H3.3 sobre el CGen. B. Se muestra el 

enriquecimiento de las Hv junto a PTMs específicas en genes STs y su relación con los estados de 

expresión génica. C. Gen STs con estado de cromatina ST indefinida (TGME49_237900). 
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regiones TSS además del enriquecimiento de H2A.X y H3.3 en el CGen (Fig. 21A y B); los cuales se 

corresponderían con un estado de cromatina silente (Tabla 2). Estas observaciones establecen una 

relación inversa con lo observado por Nardelli y col., (2022) cuando H2A.X ocupa los CGen en genes 

activos como por ejemplo genes de taquizoito: ldh1, pero también ocupa los CGen en el caso de genes 

estadío específico de bradizoíto como ejemplo: eno2 (Nardelli et al. 2022).  

Durante el análisis, también se observó el patrón de distribución de las histonas variantes 

H2A.Z y H2B.Z. Se encontró que se posicionan junto a la marca H3K4me3 en 26 regiones TSS de los 

genes STs (Fig. 21B, Tabla 2). En las regiones STs, el doble dímero de histonas variantes H2A.Z/H2B.Z 

marca regiones TSS de genes activos junto a H3K4me3 como lo describieron Nardelli y col., (2022). Sin 

embargo, a diferencia de lo observado para genes silentes en el resto del genoma (Nardelli et al. 2022), 

los CGen de dichos genes STs no se encontraron asociados al doble dímero (Fig. 21B). Mientras que en 

17 genes STs, se encontró enriquecimiento únicamente de H2A.Z y/o H2B.Z en la región TSS, 

definiéndolos como genes ambiguos (Fig. 21B). 

El análisis de las 3 variantes de la histona H2A y la marca H3K4me3 en las regiones río 

arriba del extremo 5’ UTR de los genes, compatible con la región TSS, nos permitió respaldar la selección 

de algunas regiones STs ricas en genes, según si los genes mostraban cromatina en un estado silente, 

ambigua o activa a saber: genes STs ambiguos (17%) (donde los genes poseen TSS únicamente con 

H2A.Z/H2B.Z) y genes STs silentes (55%) (cuyo TSS está asociado a H2A.X y H3.3) (Tabla 2). 

También se pudo observar la presencia de picos de H2A.Z y/o H2B.Z a veces acompañado 

por H3K4me3, en regiones libres de genes como las observadas en ST_III_R (posición 2,400,500-

2,410,000, H2A.Z/H2B.Z), ST_V_L (posición 30,000-33,000, H2A.Z/H2B.Z/H3K4me3), ST_V_R 

(posición 3,304,000-3,307,000, H2A.Z/H2B.Z/H3K4me3), ST_X_L (posición 118,000-129,000, 

H2A.Z/H2B.Z/H3K4me3), ST_X_R (posición 7,472,000-7,474,300, H2A.Z/H2B.Z) y ST_XII_R (posición 

7,045,500-7,050,000, H2A.Z/H2B.Z/H3K4me3) (Fig. 22).  
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5.4.2 Posicionamiento de PTMs específicas 

Sorprendentemente, también pudimos observar la presencia de picos de H3K4me3 sin 

acompañamiento de H2A.Z/H2B.Z cerca de los extremos de los cromosomas (Fig. 23), con excepción de 

los extremos de ST_Ia_L, ST_II_L, ST_II_R, ST_IV_R, ST_V_L, ST_V_R, ST_VI_R, ST_X_R. De los 18 

STs que mostraron estos picos, 11 coincidieron con la presencia de la repetición telomérica TTTAGGG 

en el extremo del cromosoma, exceptuando solo a 3 (ver Tabla 1); lo que sugiere que, la presencia de 

H3K4me3 en los nucleosomas de los extremos de las regiones STs estaría estrechamente asociada al 

funcionamiento de los telómeros de T. gondii en cuanto a la transcripción de lncRNA TERRA. 

De manera global se vio que H3K4me3 tiene una ocupancia relativamente baja (27%) en 

genes STs (26) en comparación con las marcas de metilación asociadas a la heterocromatina: 

H3K9me3, H3K4me1 y H4K31me1 que están presentes en un ~70% de los genes y en un 45% en el 

caso de H4K20me3 (Fig.24A).   

La marca H3K4me3 se encontró exclusivamente en regiones TSS y no en los CGen 

(Fig.24B). Dada su asociación como marca de gen activo, cuando estuvo sola o en presencia de 

H2A.Z/H2B.Z se la empleó para definir cromatina activa. El 82% de los genes activos STs (22) presentó 

en promedio correspondencia entre el enriquecimiento de H3K4me3 y datos de transcriptómica (Tabla 3, 

Tabla 5, Tabla 7, Tabla 8), aunque  solo el 34,6% de los genes (9) coincidieron con valores promedios de 

transcripción del 70% o más.  

Las metilaciones sobre H3K9me3 y H4K20me3 se encontraron mayormente asociadas a 

las regiones TSS de los genes STs independientemente del estado de los mismos, aunque H4K20me3 

se asociaría mayoritariamente con genes STs activos. Dichas marcas también se observaron 

distribuidas sobre el CGen en algunos pocos casos (Fig.24B).  

Por otra parte, las marcas H3K4me1/H4K31me1 se encontraron preferencialmente en las 

regiones TSS de genes con cromatina silente (Fig.24B). De manera notable, una gran parte de los genes 

STs con TSS asociados a cromatina silente no presentan asociación a H3K9me3 ni H4K20me3, sino 

que estarían únicamente asociados a H2A.X/H3.3/H3K4me3/H4K31me1 tanto en la región TSS como 
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en el CGen (Fig.24C y D). Se ha podido corroborar, por lo tanto, que tal como lo vieron Sindikubwabo y 

col., (2017); H4K31me1 y H3K4me1 tendrían distribución cromosómica a lo largo del CGen en genes 

activos y ambiguos (Fig.24B). Sin embargo, también ocuparían regiones TSS junto a H2A.X y H3.3 en la 

mayoría de los genes STs silentes, pudiendo tal vez establecerse como marcas de inactivación 

específica en las regiones heterocromáticas subteloméricas de T. gondii. 

Fig. 22.  Mapeo de histonas variantes H2A.Z/H2B.Z y H3K4me3 en regiones STs sin genes. 
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Fig. 23.  Mapeo de H3K4me3 en regiones teloméricas.   
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Fig.24. Análisis de metilaciones específicas en los genes STs.  A. Porcentaje de metilaciones 

asociadas a los genes STs. El cálculo se realizó sobre el total de genes (95) que presentaban asociación 

o no a cada una de las marcas. B. Posicionamiento genómico de las metilaciones en relación a la 

estructura de los genes STs. C. Asociación de ocupación nucleosomal de Hv y metilaciones específicas 

sobre genes STs silentes. D. Ejemplo de posicionamiento de Hv y PTMs sobre TSS y CG de gen ST 

silente (TGME49_264240). 
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5.4.3 Detección de putativos lncRNAs STs 

De manera extraordinaria, durante el análisis de las metilaciones se han observado 

enriquecimientos de las marcas H4K31me1/H3K4me1 en regiones subteloméricas no génicas en los 

extremos cromosómicos. Este enriquecimiento en regiones no génicas fue previamente observado por 

Sindikubwabo y col., (2017) en el extremo del cromosoma III y en otras regiones cromosómicas internas 

argumentado que se correspondían con regiones codificantes de ARN largos no codificantes (lncRNA) 

no caracterizados de 20 a 70 Kpb (Sindikubwabo et al. 2017). En este sentido, cuando se analizó la 

posición genómica del lncRNA de 72 Kpb propuesta por Sindikubwabo y col., (2017) 

(TGME49_chrIII:2,436,887-2,532,880) se encontró que estaba inmerso dentro del ST_III_R y que el 

inicio de esta región en el extremo interno correspondía con la región TSS del gen Tsf1/famc 

TGME49_321170 (Fig. 25).  

 

Por lo tanto, teniendo en cuenta esta conformación del enriquecimiento de 

H3K4me1/H4K31me1 por fuera de los cuerpos génicos (CGen) y la presencia de una región TSS con 

marcas activas (H4K31ac/H3K14ac/H3K4me3) (Sidikubwabo et al. 2017) y H2A.Z/H2B.Z (Nardelli et al. 

2022) cercana a alguno de los extremos, se revisaron todas las regiones STs definidas en búsqueda de 

Fig. 25.  ARN no codificantes (lncRNA) en TgSTs.  Se muestra la posición genómica del lncRNA 

de 72 Kpb descripto por Sindikudwabo et al. 2017, correspondiente con el extremo derecho del 

cromosoma III junto a las Hv y las PTMs correspondientes. Se muestra, además, el posicionamiento 

genómico de las marcas de cromatina activa:H4K31ac y H3K14ac.  
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posibles lncRNAs (Fig. 8 a Fig. 20). Mediante este análisis se detectaron regiones compatibles con 

putativos lncRNA subteloméricos, subTERRA, según lo planteado por Sindikubwabo y col., (2017) (Fig. 

25). Estas regiones lncRNA presentaron: a) regiones TSS coincidentes con regiones TSS de genes 

activos en su mayoría en 15 STs (TSS+) (Fig. 8B; Fig. 10C; Fig. 11B,C; Fig. 13C; Fig. 14B; Fig. 15A,B; Fig.16A,B; 

Fig. 17B,C; Fig. 18B; Fig. 19B; Fig. 20C) y b) regiones TSS compatibles con regiones activas pero no 

coincidentes con regiones TSS de genes en 6 STs (compatibles con TSS*) (Fig. 11C; Fig. 13B; Fig. 15A; 

Fig. 17A; Fig. 18B; Fig. 20B) (Tabla 3). Mientras que 8 STs no mostraron marcas de H3K4me1/H4K31me1 

extensas (>200bp) fuera del CGen, es decir, no mostraron regiones no génicas con enriqucimiento solo 

de H3K4me1/H4K31me1 (Fig. 8C; Fig. 9A,B; Fig. 12A,B; Fig. 14A; Fig. 18C; Fig. 19C).  Los STs presentarían 

putativos lncRNAs asociados a regiones TSS activas en: ST_Ia_L, ~8,5 Kpb (Fig. 8B); ST_II_R(b), ~45 

Kpb (Fig. 10C); ST_III_L, ~27 Kpb (Fig. 11B); ST_III_R(a), 72 Kpb; ST_III_R(b), ~62 Kpb (Fig. 11C); 

ST_V_R(a), ~57 Kpb; ST_V_R(b), ~62 Kpb (Fig. 13C); ST_VI_R(a), ~13Kpb; ST_VI_R(b), ~27 Kpb (Fig. 

14B);  ST_VIIa_L(a), ~18 Kpb; ST_VIIa_L(c),  ~14 Kpb (Fig. 15A); ST_VIIa_R, ~78 Kpb (Fig. 15B); 

ST_VIIb_L, ~52  Kpb (Fig.16A); ST_VIII_R, ~52  Kpb (Fig.16B); ST_IX_L(a), ~48 Kpb (Fig. 17B);ST_IX_R, 

~48 Kpb (Fig. 17C); ST_X_L(b), ~58 Kpb (Fig. 18B); ST_XI_L, ~57 Kpb (Fig. 19B) y ST_XII_R, ~40 Kpb 

(Fig. 20C). Por otra parte, en algunos STs la región compatible con lncRNA se superpone con la presencia 

de otros genes dentro de la región sin TSS con cromatina activa como por ejemplo el gen 

TGME49_244930 dentro de ST_VI_R entre otros (ver Tabla 3). Esto abre la pregunta de si estos genes 

serían productos de los ARN no codificantes largos.  

Otro aspecto fundamental es el posicionamiento de las PTMs fuera de los contextos de 

estructura génica. Tal es el caso de H3K4me3 en los extremos telómericos y de H4K31me1/H3K4me1 

en regiones no codificantes dentro de los STs. El posicionamiento de H3K4me3 indicaría la asociación 

de esta marca al funcionamiento y expresión en los telómeros como ARN no codificantes TERRA; 

mientras que el posicionamiento de H4K31me1/H3K4me1 a partir de regiones TSS de genes 

subteloméricos activos, en su mayoría de las familias b y c, indicaría la posibilidad de expresión de ARN 

largos no codificantes en los STs de T. gondii, subTERRA. 
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La mayoría de los genes que se encontraron delimitanto la región enriquecida en 

H3K4me1/H4K31me1 pertenecen a familias multigénicas b y c, aunque también se observaron genes 

hipotéticos como ya se mencionó.  

Por lo tanto, el análisis de la ocupación nucleosomal de las variantes de histonas y de las 

PTMs específicas nos abren el panorama acerca de la constitución de la cromatina en las regiones STs 

de T. gondii. 

ST_Ia_L 8,5 _287280 tgc7 53.0/36.9 activo
ST_II_R(b) 45 _298060 tgc11 14,5/32.6 activo

ST_III_L 27 _276230 tgb5 69.9/85.4 activo
ST_III_R (a) 72 _321170 tgc1 44.7/61.2 activo

ST_III_R (b)1 62 _298830 tgh33 70.0/53.1 activo

ST_V_R (a)4 57 _307480 tgb14 NDA (?)

ST_V_R (b)5 62 _307460 tgb13 NDA (?)

ST_VI_R (a)6 13 _292600 tgh28 84.6/85.8 activo

ST_VI_R (b)7 27 _244920 tgb2 NDA (?)

ST_VIIa_L (a)8 18 _279550 tgh23 3.01/3.03 activo

ST_VIIa_L (c)10 14 _280810 tgh25 5.5/15.7 activo

ST_VIIa_R 11 78 _282220  ap2VIIa-9 32.8/19.4 activo

ST_VIIb_L 12 52 _264225 tgb3 NDA (?)

ST_VIII_R 52 _200480 tgb1 NDA (?)
ST_IX_L (a) 65 _274290 tgb4 91.8/87.7 activo

ST_IX_R 14 48 _306680 tgh38 31.8/37.9 activo

ST_X_L (b)15 58 _228780 tgc10 15.2/23.9 activo

ST_XI_L 57 _307045 tgb12 63.7/37.9 activo
ST_XII_R 40 _276810 tgh20  NDA (?)

ST_II_L 10,5 (-) (?)
ST_II_R(a) 25 (-) (?)

ST_V_L (a)2 13 (-) (?)

ST_V_L (b)3 48 (-) (?)

ST_VIIa_L (b)9 25 (-) (?)

ST_IX_L (b) 13 35 (-) (?)

ST_X_L (a) 44 (-) (?)
ST_XII_L 23 (-) (?)

TSS
+

compatibles con TSS*

Regiones 
lncRNA

 ~Kpb gen ID Transcrip. condición 
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Tabla 3. Putativos lncRNAs en subtelómeros de T. gondii. TSS+: regiones compatibles con TSS de 

genes STs. (a), (b), (c), etc; hacen referencia a más de una región lncRNA putativa, siendo la primera 

(a) las más cercana al telómero. TSS*: putativos lncRNA definidos a partir de una región con marca 

compatible de TSS (H3K4me3/H2A.Z/H2B.Z) seguido de una región amplia con marca 

H3K4me1/H4K31me1 sin genes STs asociados. 1La región putativa del lncRNA abarca una región 

interna la cual posee picos de H4K31ac/H2A.Z/H2B.Z aguas abajo del gen interno TGME49_298820 

ubicado dentro de la región sin TSS activo. 2La región putativa del lncRNA abarca una región interna 

la cual posee picos de las PTMs: H4K31ac/H3K4me3/H2A.Z/H2B.Z. 3La región putativa del lncRNA 

abarca una región interna la cual posee picos de H2A.Z/H2B.Z aguas abajo del gen interno 

TGME49_220060 sin TSS activo. 4La región putativa del lncRNA abarca una región interna la cual 

posee picos de las PTMs: H4K31ac/H3K4me3/H2A.Z/H2B.Z/H3K9me3/H4K20me3, sin estructura 

génica asociada. 5La región putativa del lncRNA abarca una región interna la cual posee picos de las 

PTMs: H4K31ac/H3K4me3/H2A.Z/H2B.Z/H3K9me3/H4K20me3, aguas abajo del gen interno 

TGME49_307470 sin TSS activo. 6La región putativa incluye dos posibles genes internos: _237700 y 

_244950 sin TSS activos. 7La región putativa incluye dos posibles genes internos: _244930 y _244940 

sin TSS activos. 8La región putativa incluye gen interno: _279540 sin TSS activo. 9La región putativa 

incluye gen interno: _280070 sin TSS activo. 10La región putativa incluye dos posibles genes internos: 

_281040 y _281030 sin TSS activos. 11La región putativa incluye gen interno: _282230 sin TSS activo. 

12La región putativa incluye genes internos: _264230, _264240, _264250, _264260 sin TSS activos. 

13La región putativa incluye gen interno: _284280 sin TSS activo. 14La región putativa incluye genes 

internos: _306688, _306692, _306700, _306710 sin TSS activos. 15La región putativa del lncRNA 

abarca una región interna la cual posee picos de las PTMs: H2A.Z/H2B.Z, sin estructura génica 

asociada aguas abajo del gen tgc10. 
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6. Discusión del capítulo I 

En este trabajo se encontraron 17 regiones STs nuevas, siete de ellas asociadas a los 

extremos en los brazos izquierdos cromosómicos: ST_Ib_L, ST_II_L, ST_III_L, ST_IV_L, ST_VI_L, 

ST_VIIa_L, ST_VIIb_L; diez asociadas a los extremos en los brazos derechos cromosómicos: ST_Ia_R, 

ST_Ib_R, ST_V_R, ST_VI_R, ST_VIIa_R, ST_VIII_R, ST_IX_R, ST_X_R, ST_XI_R, ST_XII_R; y una 

de ellas (ST_VI_R) asociada a un gen Tsf famc no descripto previamente (TGME49_292610). También 

se corrigieron y re-definieron las nueve regiones TAS descriptas previamente, ahora STs, seis en los 

extremos izquierdos: ST_Ia_L, ST_V_L, ST_IX_L, ST_X_L, ST_XI_L y ST_XII_L; y tres en los extremos 

derechos cromosómicos: ST_II_R, ST_III_R, y ST_IV_R (Tabla 2). En la Fig. 26 se muestra para cada 

cromosoma el panorama global de la estructura de las nuevas regiones subtelméricas de T. gondii 

planteadas por este análisis, TgSTs. 

A diferencia del trabajo de Dalmasso y col., (2014); el cual baso su búsqueda de regiones 

TAS mediante un análisis de genómica comparada fundamentada en que las regiones subteloméricas 

presentan un alto grado de conservación inter-cromosómica, aquí nos basamos en diferentes 

parámetros: el enriquecimiento evidente de H2A.X, la existencia de regiones extensas libres de genes, 

la presencia de ADN satelital, y en el caso de que hubieran genes, se reforzó con el hecho de que estos 

estuvieran en estado silente o ambiguo. Al momento, solo se habían detectado 9 de 26 posibles STs 

(Dalmasso et al. 2014). En otro trabajo, se basaron en que los STs son regiones con baja densidad 

génica, realizando un estudio estadístico desde los extremos comparando las distribuciones uniformes 

de genes contra la observada, con la consigna de que las regiones con distribuciones uniformes 

(asociadas a eucromatina) no son subteloméricas. En ese estudio, realizado en levaduras, definieron a 

los STs como una región de 33 Kpb (Brown, Murray, & Verstrepen 2010). No obstante, los STs pueden 

tener largos diferentes aún entre los cromosomas de la misma especie. El tamaño de las regiones 

subteloméricas en Trypanosoma cruzi varía de 5 a 182 Kpb y la más pequeña de estas regiones podría 

haber sido generada por una ruptura cromosómica reciente y un evento de reparación de los telómeros.  
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Fig. 26.  Mapa cromosómico putativo de las regiones STs de T. gondii. A la izquierda se muestra 

el extremo izquierdo del cromosoma y a la derecha el extremo derecho de los cromosomas. Las 

regiones enriquecidas en H2A.X se presentan en verde claro. La presencia de repeticiones TTTAGGG 

en los telómeros se representan en círculos verde oscuro según la versión 53 del genoma de referencia 

ME49. La presencia de genes famb se representan en azul, de genes famc en turquesa, de genes 

hipotéticos (hp) en marrón y de otros genes en amarillo. Los triángulos corresponden a ADN satelital. 
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Las regiones subteloméricas en este parásito están ligadas a los genes ts, que codifican para proteínas 

de superficie con actividad de transialidasa, los cuales son genes que juegan un rol fundamental en la 

adaptación de T. cruzi a los distintos nichos (Moraes Barros et al. 2012). En ese sentido, es de alta 

relevancia conocer el conjunto de genes asociados a las regiones subteloméricas de T. gondii y sus 

posibles roles. En concordancia con lo observado en T. cruzi, se ha observado aquí que el tamaño de 

los TgSTs inferidos varía entre 13,2 a 232,4 Kpb abarcando en sus territorios uno, a varios genes, 

dándonos la pauta de que serían regiones dinámicas en las que probablemente estén asociados 

mecanismos de rearreglos cromosómicos durante la recombinación genética.  

Como se ha mostrado, el análisis genómico a través de la composición nucleosomal 

permitió tener un nuevo panorama acerca de la composición estructural cromosómica de los telómeros 

y más específicamente de las regiones STs de T. gondii en la cepa de referencia ME49. Se pudo 

observar que a diferencia de lo planteado por Dalmasso y col., (2014) las regiones STs estarían 

asociadas a más de una familia de genes específicos, tal como se analizará en detalle en el capítulo 

siguiente, y a variantes de ADN satelital. Estas cuestiones se hacen notar a medida que los curados de 

los genomas van avanzando y van apareciendo nuevas regiones que antes no habían sido 

correctamente ensambladas. Estas regiones nuevas muchas veces se corresponden con regiones 

repetitivas de los genomas que terminan resultando en huecos durante el ensamblaje, y que en 

ocasiones pueden conducir a predicciones incorrectas de la estructura cromosómica (Xia et al. 2021). 

Este hecho quedó demostrado en el trabajo comparativo realizado por Xia y col., (2021) y Berná y col., 

(2021). Dichos grupos demostraron que los cromosomas VIIb y VIII están fusionados, que no en todas 

las regiones de los extremos se detectaron secuencias repetitivas teloméricas, y que las regiones 

repetitivas asociadas a las regiones STs como, por ejemplo: TARE1, en algunos casos, serían más 

largas que las descriptas por las actuales bases de datos. En ese sentido, en este trabajo, la presencia 

de ADN repetitivo en tándem, compatible con ADN satelital, fue observado en la mayoría de los STs 

redefinidos, pero sin seguir estrictamente el orden TARE1-3, tal como había sido descripto previamente 

(Dalmasso et al. 2014), sino mas bien se observó la presencia de diferentes regiones de ADN satelital, 
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sin relación entre ellas, salvo algunas familias (sat240, sat350); y con diferentes longitudes y dispersión. 

En general, el elemento repetitivo más consistente como ADN satelital corresponde a la familia 

sat350/sat680. De manera interesante, las unidades o monómeros de sat350 han mostrado alta 

variabilidad entre sí, sugiriendo incluso la posibilidad de la existencia de elementos de ADN repetitivo de 

alto orden (Clemente et al. 2004). Sat350 también mostró variabilidad en número entre cepas y también 

en número de copias en la progenie F1 respecto a sus parentales (Xia et al. 2021). Por lo pronto, la gran 

diversidad y plasticidad en número y secuencia de estos ADN satelitales en los STs de T. gondii sugieren 

una tasa de evolución y dinamismo importantes para ese dominio cromosómico. Su significado biológico 

es aún desconocido e intrigante. En este sentido, hay un trabajo que ha observado que las regiones 

repetitivas asociadas a las secuencias TARE de P. falciparum están asociadas a la replicación del ADN 

(Broadbent et al. 2011). Por lo tanto, resulta imprescindible ampliar el estudio y caracterización de estas 

secuencias repetitivas en los extremos teloméricos-subteloméricos para entender los mecanismos 

adaptativos de T. gondii.  

En Toxoplasma se describieron ARN no codificantes pequeños codificados por el elemento 

repetitivo sat350 ubicado dentro del TgTARE1 los que a su vez estaban enriquecidos en marcadores 

H4K20me1, H4K20me3, H3K9me1 y H3K9me3 (Sautel et al. 2007; Braun et al. 2010). Estos ARN 

pequeños fueron clasificados como ARN de interferencia pequeños (ARNi) y asociados al complexo de 

silenciamiento inducido por ARN o RISC junto con la proteína TgAGO (Argonauta 1) descripta por 

primera vez en Toxoplasma (Braun et al. 2010) por lo que sería interesante detectar en el futuro los 

posibles blancos de ARNi provenientes de estos elementos repetitivos como así también estudiar sus 

patrones de expresión. 

El enriquecimiento de H2A.X a lo largo de toda la región subtelomérica observada a través 

del análisis de los datos de Chip-Seq respalda el enriquecimiento de H2A.X observado por ChIP-qPCR 

por Dalmasso y col., (2014), en las regiones correspondientes al Fragmento A de las regiones TAS 

(Fig.5). De hecho, el estudio deja claro que principalmente los picos de H2A.X se detectaron 
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mayoritariamente hacia los extremos y luego van decayendo hacia la región interna de los brazos de los 

cromosomas. Eso podría estar indicando un rol importante de H2A.X en el efecto de silenciamiento 

telomérico o TPE, asociado a su vez con que este efecto se va tornando más débil a medida que se 

aleja de los telómeros (Kwapisz & Morillon 2020).  

Los picos de H2A.Z/H2B.Z en regiones libre de genes es más intrigante. En aquellos casos 

donde además de detectarse H2A.Z/H2B.Z se detectó H3K4me3, se podría inferir la presencia de algún 

promotor de algún gen no identificado o de un promotor asociado a la expresión de miRNA (Mei et al. 

2014) o de lncRNA en asociación a la presencia de otras marcas específicas como H3K4me1 y 

H4K31me1 (Sindikubwabo et al. 2017), que de hecho se ha observado. Por lo que, el enriquecimiento 

de H2A.Z/H2B.Z en regiones libre de genes apoyaría el hecho de la transcripción de lncRNs subTERRA. 

Por otro lado, H2A.Z, en combinación con H3K4me1 y H3K27ac, se posiciona en enhancers activos (Jin 

et al. 2009; Heintzman et al. 2009), sugiriendo que la presencia de picos de H2A.Z/H2B.Z en regiones 

libres de genes podría corresponderse a enhancers. Finalmente, recientemente se observó que la 

histona H2A.Z se posiciona en los orígenes de replicación tempranos, facilitando la unión de H4K20me2 

a dichos sitios, la cual es relevante para el reconocimiento de las proteínas ORC1 a dicho sitio y 

comenzar de esa manera la replicación del ADN (Long et al. 2019). En los casos de regiones STs, se 

trataría de orígenes de replicación tardíos (ST_III_R y ST_X_R). Sin embargo, podría ser una posibilidad 

a estudiar en el futuro.  

Otra observación importante es el hecho de la presencia de H3K4me3 en los telómeros y 

en algunos casos también, enriquecimiento de H2A.Z y H2B.Z. En mamíferos, los telómeros consisten 

en repeticiones de TTAGGG organizadas en nucleosomas y asociadas con un complejo de seis 

proteínas conocido como Shelterinas, las cuales preservan la estructura y protegen los extremos de los 

cromosomas de la respuesta al daño del ADN (de Lange 2005). Estudios recientes han encontrado que 

los telómeros de mamíferos se transcriben en ARN telomérico que contiene repeticiones UUAGGG 

(TERRA) a partir de regiones teloméricas. La unión de TERRA en los telómeros pareciera estar implicada 
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principalmente en los mecanismos cis de la organización y el mantenimiento de la cromatina telomérica. 

Se demostró además que la enzima HMT de la histona 3 en la lisina 4 (H3K4me3) (con dominio SET) y 

el regulador transcripcional MLL se asocian con los telómeros y contribuyen a su metilación y 

transcripción de una manera dependiente de la longitud del telómero, influyendo en el estado general de 

la cromatina telomérica (Caslini et al. 2009). Un aspecto interesante es que los lncRNA TERRA no se 

expresan en todos los cromosomas, sino en algunos (uno o dos) como fue observado en mamíferos 

(Montero et al. 2016). Queda abierta la pregunta de si la presencia de H3K4me3 en el borde de los 

telómeros de varios cromosomas de T. gondii estarían implicados en la transcripción de varios ARN 

TERRA o también solo se expresan unos pocos de ellos.  

El análisis de las regiones TSS de los genes STs ha permitido establecer distintos estados 

para la cromatina subtelomérica en la cual habría: genes silentes, ambiguos, activos.  

Por otra parte, se ha descripto la asociación de las metilaciones específicas de 

heterocromatina como H3K9me3 y H4K20me3 que si bien se encontraron asociadas a promotores 

silentes también estarían enriquecidas en promotores activos y ambiguos. La marca de histona 

H3K9me3 en regiones TSS activas, junto a H3K4me3, podría deberse a una posible reacción cruzada 

del anticuerpo con H3K4me3 (K. Kim, comunicación personal). En forma similar podría ocurrir con la 

marca H4K20me3 en regiones TSS activas. Por lo tanto, se requieren de mayores estudios para 

confirmar la localización de esas histonas en los TSS activos.  

Ahora bien, también se describieron otras marcas específicas en asociación a las regiones 

STs, H3K4me1 y H4K31me1, las cuales fueron planteadas como nuevos marcadores de regiones 

silenciadas que acompañan el enriquecimiento de H2A.X y H3.3 tanto en el TSS como en el cuerpo 

CGen de la mayoría de los genes STs silentes. Por otra parte, la presencia de estas marcas en regiones 

no génicas con algún extremo en cercanías a regiones TSS activas (presencia de 

H3K3me/H2A.Z/H2B.Z) podría estar indicando la presencia de lncRNA en los STs de T. gondii aún no 

descriptos los cuales funcionarían en cis cerca del sitio de su producción (p.ej., podrían funcionar en la 
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homeostasis de los telómeros) o en trans para alterar la forma de la cromatina y la expresión génica en 

loci distantes, como se informó en otros organismos modelo (Azzalin & Lingner 2015) (Sindikubwabo et 

al. 2017). De hecho, Sindikubwabo y col., (2017) detectaron enriquecimiento de estas marcas en 

regiones TARE de P. falciparum por lo que se sugiere seguir avanzando de manera experimental en la 

comprobación de la expresión de estos lncRNAs putativos subTERRA de T. gondii. 
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7. Conclusiones del capítulo I 

Basados en la densidad de genes se ha podido establecer las regiones STs de todos los 

cromosomas de T. gondii, las cuales presentan como característica general un enriquecimiento notorio 

de H2A.X y H3.3 hacia sus extremos con el telómero; la identificación de numerosos genes únicos y dos 

familias multigénicas, cuyas regiones TSS presentan diferentes composiciones de cromatina según 

estuvieran activas, ambiguas o silentes. La presencia de picos aislados de H3K4me3 fuera de los genes 

podría estar implicada en la expresión de lcnRNAs TERRA. Mientras que la presencia de H3K4me1 y 

H4K31me1 en regiones no génicas podría indicar la presencia de lncRNA en los STs. 

La identificación de numerosas regiones de ADN satélite en la mayoría de los STs, sin 

relación evidente entre ellos en cuanto a origen evolutivo, estaría indicando que los STs de T. gondii 

podrían presentar una dinámica de evolución rápida. Finalmente, el hallazgo de numerosos genes, entre 

ellos, las familias multigénicas, permite establecer que las regiones TgSTs podrían tener roles en 

aspectos de la biología del parásito que pueden estar relacionados a resistencia al estrés, virulencia, 

patogenicidad, etc. Todos estos aspectos podrían ser de gran relevancia para comprender la evolución 

y adaptabilidad de T. gondii.                                                                                                   
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8. Familias de genes subteloméricos 

Si bien los STs son conocidos como regiones pobres en genes, en muchos organismos se 

observó la presencia de algunos grupos de genes cuyas funciones pueden ser relevantes para los 

mismos. Es así que en Trypanosoma sp y Plasmodium sp, se encuentran una serie de familias 

multigénicas que codifican para proteínas de membrana cuya función está asociada a la evasión de la 

respuesta inmune y a la patogenicidad (Omelianczyk et al. 2020; Ramirez 2019). En levaduras se ha 

observado el enriquecimiento subtelomérico de genes relacionados con la respuesta al estrés y al 

metabolismo que son esenciales en condiciones de crecimiento no óptimas (Ottaviani, Gilson, & 

Magdinier 2008). En especies de hongos patógenos como Candida albicans y Candida glabrata existen 

familias de genes subteloméricos (genes ALS y genes EPA, respectivamente), que codifican para 

proteínas responsables de la adherencia a los tejidos de mamíferos (Cormack, Ghori, & Falkow 1999; de 

Las Peñas et al. 2003; Hoyer 2001).  En Saccharomyces cerevisiae los genes subteloméricos flo codifican 

proteínas que confieren adherencia al agar, superficies sólidas y a otras células de levadura (Guo et al. 

2000; Reynolds & Fink 2001). En estos ejemplos, la proteína codificada por cada miembro de las familias 

mencionadas es capaz de alterar las propiedades de la superficie celular logrando generar variación 

fenotípica en respuesta al ambiente del hospedador (Halme et al. 2004).  

En T. gondii se había asociado a las secuencias TgTAS (aquí TgSTs) a la familia multigénica 

FamC específica de la especie, denominada Tsf (aquí, tgc) (Dalmasso et al. 2014; Lorenzi et al. 2016). 

En el capítulo anterior encontramos que en las regiones STs definidas existiría otra familia multigénica 

(FamB, aquí tgb) y genes de copia única tanto con identidad asociada como hipotéticos. En este capítulo 

describiremos los genes presentes en las regiones STs propuestas.  
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9. Hipótesis del capitulo II 

La identificación, descripción y análisis in silico de los genes subteloméricos de T. gondii 

es esencial para detectar grupos de genes asociados por alguna condición metabólica, localización 

subcelular y/o familias específicas de especie, y/o habilitar un conocimiento que facilite futuros estudios 

de genes de interés.  
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10. Objetivo del capítulo II 

Indagar acerca de la estructura génica y proteica de las familias de genes subteloméricos y 

la posible función en la biología del parásito. 

10.1. Objetivos específicos del capítulo II  

ü Describir in silico los genes asociados a TgST, analizar la expresión génica, las 

estructuras proteicas correspondientes e indagar acerca de su origen filogenético y 

sintenia. 

ü Analizar las proteínas FamB y FamC como posibles factores de virulencia. 

ü Caracterizar la expresión génica de familia FamC en T. gondii. 

ü Caracterizar la expresión proteica de familia FamC en T. gondii. 
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11. Resultados del capítulo II 

11.1 Descripción de los genes subteloméricos 

Las regiones subteloméricas de T. gondii (TgSTs) se encontraron asociadas a un total de 

96 genes, donde solo el 11% se correspondió con la familia multigénica Tsf (famc/tgc) descripta por 

Dalmasso et al. 2014 (Fig.27A). Se pudo observar que un 16% se correspondió con la familia multigénica 

famb/tgb y un 14% con genes de copia única con alguna función anotada. Un gran porcentaje de genes 

(59%) se correspondió a genes únicos hipotéticos sin aparente relación evolutiva entre ellos. Sin 

embargo, hemos visto que la contribución de los genes delimitando las regiones STs sería bastante 

proporcionada entre los genes multigénicos y de copia única, aunque los genes tgb parecerían ocupar 

prioritariamente los límites propuestos (Fig.27B). Mediante un primer análisis del estado de expresión de 

estos genes con datos de transcriptómica recabados de la base de datos ToxoDB se pudo ver que 

muchos de ellos se encontrarían en estado activo de expresión (Fig.27C). La mayoría de los genes únicos 

con función anotada (FA) se transcribirían y un 60% de los genes tgc también lo haría. Mientras que los 

genes tgb y hp presentarían una mayor proporción de genes en estado inactivo de transcripción (Fig.27C).  

A continuación, se detallan las características de los genes encontrados en asociación a las 

regiones TgSTs junto a la descripción de su composición, función, estructura y expresión según la base 

de datos ToxoDB. 

11.1.1 Genes de copia única 

Se describe por primera vez en este análisis la presencia de genes de copia única asociados 

a las regiones TgSTs. En la Tabla 4 y Tabla 5 se describen las características de estos genes, ya sea 

aquellos que fueron anotados con su identidad funcional como los que son hipotéticos, respectivamente.  

11.1.1.1 Genes con función anotada 

Se detectaron 13 posibles genes STs cuya anotación se refiere a la identidad del gen con 

respecto a la función asignada, cuyo análisis esta detallado en la Tabla 4. Doce de ellos presentan datos 

de expresión de mRNA en las cepas ME49 y RH, siendo ADP/ATP traslocasa el único sin datos de 
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transcripción. Once muestran datos de proteomica. En general, los datos de transcripción acompañaron 

la descripción de su composición nucleosómica en la región TSS definida en el capítulo anterior. 

 

 

Resulta muy interesante destacar los valores fenotípicos encontrados para estos genes. Los 

valores fenotípicos están basados en un experimento de disrupción génica masiva mediante la tecnología 

CRISPR/Cas9, el cual permitió identificar genes esenciales de aquellos que no lo son durante el ciclo 

lítico de T. gondii in vitro (Sidik et al. 2016). Los genes que contribuyen a la aptitud del parásito, es decir 

que no fueron detectados o fueron débilmente detectados luego de dos días de cultivo, estarán 

representados por puntuaciones negativas ya que la pérdida de la función del gen reduce la aptitud y, 

por lo tanto, menos parásitos sobreviven a tres ciclos líticos. Los valores positivos indican que esos genes 

Fig.27. Genes subteloméricos de T. gondii.  A. Composición total de familias multigénicas y genes 

únicos.  Los valores son en porcentaje relativo al total de los genes descriptos (96). HP: hipotéticos, 

FA: con función asignada. B. Los valores son relativos al total de genes que delimitan una región ST 

(26). C. Porcentaje de genes que se encontraron asociados a datos de transcriptomica en ToxoDB (se 

muestra la proporción en relación al total de genes cada grupo). 
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no están asociados a la supervivencia del parásito en el ciclo lítico. Las puntuaciones del fenotipo 

encontradas en este conjunto de datos van desde -6,89 a +2,96, indicando, los valores muy negativos, 

una alta probabilidad de indispensabilidad de función para dicho gen. Por lo tanto, se han observado aquí 

5 genes con un valor fenotípico muy negativo en escala, correspondientes a los genes chapA-tub 

(TGME49_295310), otu-cp (TGME49_237894), elF3 (TGME49_317720), pp-i (TGME49_238000) y vtc2 

(TGME49_298630) (Tabla 4), los cuales serían indispensables para la biología del parásito y podrían ser 

considerados como posibles blancos terapéuticos. 

Como se ha mencionado, varios de estos genes limitarían internamente las regiones STs, 

mientras que otros tendrían localización interna, por lo tanto, hemos analizado si había una 

correspondencia entre los niveles de transcripción observados y sus localizaciones en el subtelómero. 

En la Fig.28A comparamos genes anotados (FA) bordeando las regiones STs o internos con sus 

porcentajes de transcripción observando que un 23% de los genes localizados en el límite tendrían 

niveles de transcripción elevados mientras un 31% de ellos ocuparía una región limitante tendría niveles 

bajos de transcripción. Esto podría indicar que algunos de los genes identificados en el borde podrían 

estar sujetos a TPE.  

En total, solo dos de 5 genes codificarían proteínas nucleares, un factor de transcripción 

relacionado a la cromatina, ap2VIIa-9 y un factor de elongación no relacionado a la cromatina sino a la 

traducción, elF3; y al menos 3 de genes codifican proteínas detectadas en el nucléolo por la técnica 

experimental de marcado y localización proteica, LOPIT (Barylyuk et al. 2020), chapA-tub, pp-i y enoil-

coA (Tabla 4) (Fig.28B). Por otro lado, dos de los 13 genes, vtc2 y oxidoreductina, lo harían para proteínas 

del retículo endoplasmatico y/o proteínas vacuolares, en el caso de vtc2, estaría relacionada además al 

Golgi y a las proteínas de membrana (Tabla 4) (Fig.28B). Estos resultados sugieren un cierto sesgo entre 

los genes presentes en TgSTs con respecto a la localización subcelular de sus productos, al menos los 

de localización nuclear. 
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Una observación destacada con respecto a algunos de estos genes es que al analizar la 

sintenia  (conservación de la localización génica en el cromosoma) en todas las cepas de T. gondii (Tg) 

y especies relacionadas (H. hammondi: Hh, N. caninum: Nc, Besnoitia besnoiti: Bb, Cyclospora 

cayetanensis: Cc, Cystoisospora suis: Cs, Sarcocystis neurona: Sn) en la base datos (ToxoDB) (Fig.29), 

se pudo ver que algunos de ellos están conservados en todas las cepas y especies relacionadas 

(TgHhNc/conservados) como chapA-tub, ts, pp-i, adp/atp traslocasa, ap2VIIa9, sa-t/k y oxired-RE; y/o 

conservados pero reorganizados (con variaciones leves en la localización genómica) como enoil-coA, 

elF3 y electron-t. Mientras que, otros genes solo se encuentran en T. gondii (Tg/conservados) y no en 

especies relacionadas (no se encontró correspondencia en H. hammondia o N. caninum) como adp/atp 

traslocasa, o, únicamente en algunas de las cepas de T. gondii (parcialmente conservados) y 

reorganizados como otu-cp TGME49_237894. El gen TGME49_237900 solo esta presente en la cepa 

de T. gondii ME49 (cepa específico). Otros estarían duplicados como ts (COUG) y vtc2 (p89), apoyando  

Fig.28. Evidencia de transcripción y localización de genes únicos con función asignada (FA). 

A. Evidencia de transcripción génica vs localización génica. B. Compartimentos asignados. RE: 

retículo endoplasmatico, NDA: not data assigned. https://toxodb.org/toxo/app.  
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la idea de que estas serían regiones sujetas a recombinación genómica (Fig.29). Cabe destacar que la 

mayoría de estos genes presentan en la cepa ME49 una expansión del tamaño de los exones e intrones 

que componen sus estructuras génicas, como por ejemplo chapA-tub, enoil-coA, elF3, ppi, ap2VIIa9, sa- 

Tabla 4. Descripción de genes únicos anotados asociados a TgSTs. ID: TGME49. 1Los genes 

pueden tener errores de anotación. 2Predicción de localización nuclear por PsortII o evidencia de LOPIT. 

3Los sets de datos corresponden a porcentajes de perfiles de expresión de tres líneas arquetipo según 

base de datos ToxoDB de las cuales solo se muestran dos: ME49 y RH (puede haber evidencia de otros 

datos de transcripción no analizados). SP+TM: posible proteína de secreción. NDA: not data available. 

PR: proteómica. 

Anotación Gen ID ST AA1 Motivo/Dominio SP TM SP+TM Núcleo2 Fenotipo ME49/RH3 PR LOPIT Función posible

Chaperona A de 
unión a tubulina

_295310 Ia_R 189
TBCA (Tubulin 

Binding Cofactor A )
no no no si -4,78 85.7/85.6 si nucleolo

ensamblaje de 
complejos proteicos, 

plegamiento de 
proteínas, unión a 

proteínas 
citoesqueléticas

Treonina sintasa _220840 II_L 571 TS (Treonine Sintase ) no no no si 1,76 20.7/7.66
ooquiste 
proteoma

NDA

proceso metabólico, 
actividad treonina 
sintasa, unión de 
piridoxal fosfato

Cisteína proteasa de 
la familia OTU-I

_237894 IV_R 219
OTU-like cysteine 

protease
no no no no -4,37 39.9/38.8 NDA NDA actividad peptidasa

Enoil-CoA hidratasa / 
isomerasa

_317705 IV_R 371
Crotonase/Enoyl-CoA 
hydratase/isomerase

no no no si -0,45 93/92.3 si nucleolo

actividad catalítica, 
actividad enoil-CoA 
hidratasa, actividad 

isomerasa
Subunidad 7 del 

factor 3 de iniciación 
de la traducción 

eucariota

_317720 IV_R 609 eIF-3_zeta no no no si -4,87 90.8/92.7 si
núcleo- no 
cromatina

iniciación de la 
traducción, actividad 

del factor de iniciación 
de la traducción

Cisteína proteasa de 
la familia OTU-II

_237900 IV_R 486
OTU-like cysteine 

protease
no no no no NDA 39.9/38.8 si NDA actividad peptidasa

Peptidil-prolil 
isomerasa

_238000 VI_L 283
Cyclophilin type 

peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase

no no no si -6,27 83.2 /87.1 mitocondria nucleolo

proceso de 
modificación de 

proteínas celulares, 
plegamiento de 

proteínas, actividad de 
isomerasa

ADP/ATP 
translocasa

_237700 VI_R 61 Solute carrier no no no no -0,76 NDA NDA NDA NDA

 AP2VIIa-9 _282220 VIIa_R 1271 AP2 domain (2) no no no si -0,67 32.8/19.4 si
nucleo-

cromatina

regulación de la 
actividad del factor de 
transcripción de unión 

a ADN, plantilla de 
ADN, transcripción

Sulfato 
adenililtransferasa / 

adenililsulfato 
quinasa

_282230 VIIa_R 634
Adenylylsulphate 

kinase
no no no 0,94 10.2/6.1

ooquiste 
proteoma

NDA

asimilación de sulfato, 
actividad de 

adenililsulfato 
quinasa, actividad de 

sulfato 
adenililtransferasa 

(ATP)
Flavoproteína de 
transferencia de 

electrones
_207250 X_R 450 ETF_alpha no no no no 0,73 33.4/16.6

ooquiste 
proteoma

NDA NDA

Chaperona 
transportadora 
vacuolar  VTC2

_298630 XI_R 1308 SPX, VTCD/SPXD no 2 si si -3,3 31.9/35.4 si ER/Golgi/PM
Unión de polifosfato 
de inositol / fusión de 
membrana vacuolar

Oxidorreductina de 
retículo 

endoplásmico 
_300380 XII_L 587

Endoplasmic 
Reticulum 

Oxidoreductin 1 
(ERO1)

no si si no 0,82 63.7/74.8 si ER

proceso de oxidación-
reducción, actividad 

de isomerasa de 
disulfuro de proteína, 
unión a dinucleótidos 
de flavina y adenina
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 Fig.29. Sintenia de genes únicos anotados asociados a TgSTs.  El recuadro amarillo denota la 

región ST definida en cada caso. H. hammondi: Hh, N. caninum: Nc, Besnoitia besnoiti: Bb, Cyclospora 

cayetanensis: Cc, Cystoisospora suis: Cs, Sarcocystis neurona: Sn. 
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t/k, oxired-RE y vtc2 (Fig.29), lo que apoyaría un gran dinamismo evolutivo de esta región entre las 

diferentes cepas.  

11.1.1.1.1 Características, dominios y motivos de las proteínas únicas con función 

asignada 

Los productos de los genes únicos anotados no mostraron presencia de péptido señal, 

aunque algunos de ellos tendrían dominios transmembrana indicando posibilidad como proteína de 

membrana expresada en la vía del retículo endoplasmático, RE, o el aparato de Golgi (Tabla 4). Los 

diferentes productos proteicos de los genes fueron analizados por presencia de motivos y dominios 

conservados empleando predictores por homología de secuencias: https://myhits.sib.swiss/cgi-

bin/motif_scan y https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi respectivamente (Tabla 4).  Para 

establecer la significancia de los mismos se tomó en cuenta que los dominios y motivos encontrados 

coincidieran en los dos predictores utilizados y que los valores de E-value sean similares en ambos 

casos. En la Fig.30 se muestran los dominios detectados. Abajo se describen las funciones de los mismos 

para cada una de las proteínas identificadas. 

La proteína Chaperona A de Tubulina (ChapA-Tub) (Tabla 4) presenta un dominio de unión 

cl03807: correspondiente al cofactor A de unión a β-Tubulina (primer cofactor identificado que participa 

en el proceso de plegamiento de Tubulina "in vitro") (Tesis Doctoral Kerman Aloria, 1990) (Fig.30). Se 

encontró que dicha proteina tendría expresión y localización asociada al nucléolo (Tabla 4), en 
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concordancia con su localización detectada en el Atlas humano de proteínas 

(https://www.proteinatlas.org/). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.30. Productos proteicos posibles de genes únicos anotados en asociación TgSTs.  Los 

números indican la posición de aminoácidos predicha para cada dominio según la base de datos del 

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi. Ilustrado con IBS (W. Liu et al. 2015). 
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La proteina Treonina sintasa presenta un dominio PRK09225 perteneciente a la super 

familia de TS (Fig.30) y participaría en procesos metabólicos de unión a fosfato piridoxal, PLP, a través 

de su actividad treonina sintasa, enzima dependiente de PLP que cataliza la última reacción en la síntesis 

de treonina a partir de aspartato (Thomazeau et al. 2001). Dicha proteína se encontró asociada a datos 

de proteomica del estadio de ooquiste y su localización por LOPIT es nuclear (Tabla 4). Cabe destacar 

que TS tiene una débil localización mitocondrial en el Atlas humano de proteínas 

(https://www.proteinatlas.org/).  

 La familia de proteasas de cisteína tipo OTU (del inglés: Ovarian TUmor), OTU-I y OTU-II, 

tendrían homología a la proteina OTU encontrada en Drosophila, virus y bacterias patógenas las cuales 

poseen actividad peptidasa en varios procesos celulares (Makarova, Aravind, & Koonin 2000) pero que 

sin embargo, no han podido ser ligadas aún a algún compartimento celular específico en T. gondii (Tabla 

4).  

En la proteína EnoilCoA (ECH-1) encontramos asociación a un dominio cl23717 

perteneciente la superfamilia de Crotonasas EnoilCoA-Hidratasas/Isomerasas (Fig.30) las cuales poseen 

roles muy importantes en el metabolismo de ácidos grasos, la cual fue detectada en la fracción nucleolar 

(Tabla 4). Cabe destacar que ECH-1 tiene una localización mitocondrial en el Atlas humano de proteínas 

(https://www.proteinatlas.org/).  

La subunidad 7 (D o EIF3_zeta) del factor 3 de iniciación de la traducción eucariota, ElF3, 

posee un dominio eIF-3 zeta (Fig.30) (Tabla 4). El factor de iniciación eucariota 3 es un complejo de 

múltiples subunidades que se requiere para la unión del ARNm a las subunidades ribosómicas 40S, la 

estabilización de la unión del complejo ternario a las subunidades 40S y la disociación de las subunidades 

40S y 60S. Estas funciones y la naturaleza compleja de EIF3 sugieren múltiples interacciones con 

muchos componentes de la maquinaria de traducción. En nuestro caso encontramos evidencia de 

localización nuclear no asociada a la cromatina (Tabla 4). Cabe destacar que ElF3 tiene una localización 

citosólica en el Atlas humano de proteínas (https://www.proteinatlas.org/). 
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La proteína PP-I, Peptidil-Prolil Isomerasa, también se encontró asociada a la fracción 

mitocondrial y al nucléolo, presenta un dominio perteneciente a la superfamilia de las Ciclofilinas: 

cl00197, las cuales son enzimas chaperonas que aceleran el plegamiento proteico y tienen actividad 

isomerasa (Fig.30) (Tabla 4). Esta proteína tiene mayor identidad con PPI-G de humanos las cual estaría 

localizada en el núcleo y citosol según el Atlas humano de proteínas (https://www.proteinatlas.org/)  

La proteína carrier ADP/ATP Traslocasa (TGME49 _237700) es una proteína pequeña que 

presenta motivos Solcar y Mito_carrier (carrier de solutos asociados a la mitocondria). Esta proteína 

presenta un dominio cl36523: PTZ00169, perteneciente a la superfamilia de transportadores ADP/ATP o 

Adenilato Traslocasas (Fig.30). Cabe mencionar que esta superfamilia de proteínas aparecería 

únicamente en los Apicomplexa, y su inhibición en P. falciparum detendría el desarrollo del parásito en 

los eritrocitos (Razakantoanina, Florent, & Jaureguiberry 2008). No se encontraron datos de proteomica 

y/o de localización celular para esta proteína (Tabla 4). 
 
AP2VIIa-9 pertenece a la superfamilia de factores de trascripción con dominio Apetala 2 de 

plantas, cl00033. AP2VIIa-9 presenta dos de estos dominios en su secuencia (Fig.30).  Los datos de 

proteomica mostraron expresión de dicho FT en parásitos intracelulares 36 horas (h) post-infección y 

localización nuclear asociada a la cromatina (Tabla 4). 

La proteína SA-T/K presenta un dominio: cl32078: PRK05537 perteneciente a la 

superfamilia de quinasas bifuncionales sulfato adenil transferasa quinasa (Fig.30) y su expresión estaría 

asociada al estadio de ooquiste al igual que la subunidad alfa de la flavoproteína de transferencia de 

electrones, Electron-T (Tabla 4) (Fig.30). Estaría localizada en vesículas según el Atlas humano de 

proteínas (https://www.proteinatlas.org/). 
 
La proteína VTC2 (Fig.30) sería una proteína chaperona de transporte vacuolar que mostró 

señales de localización en RE, Golgi y membrana; con presencia de dos dominios (Tabla 4), el dominio 

cl34877: VTC/SPXD implicado en la acumulación de poli-fosfato vacuolar (transporte y metabolismo de 
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iones inorgánicos, tráfico intracelular, secreción y transporte vesicular) y el dominio cl21499, de la 

superfamilia SPX, donde los miembros de esta familia están involucrados en la transducción de señales.  

Finalmente se muestra la estructura de la proteína Oxidorreductasa de retículo 

endoplásmico (Fig.30), la cual estaría asociada a procesos de oxidación-reducción, actividad isomerasa 

de disulfuro de proteínas y unión a dinucleótidos de flavina y adenina en el RE (Tabla 4). 

11.1.1.2 Genes hipotéticos 

 En total se encontraron 57 genes hipotéticos asociados a las regiones TgSTs, donde 2 de 

ellos son compatibles con genes similares a la Familia B (Tabla 5). En general, la gran mayoría de las 

regiones TSS de estos genes se observaron enriquecidas en nucleosomas con H2A.X, es decir, en un 

posible estado de cromatina silente (Capítulo I). Para el 42% de los genes analizados se encontraron 

datos que avalan la evidencia de existencia génica como tal, debido a la presencia de datos de 

transcripción/proteómica (evidencia de Espectrometría de Masas) y/o LOPIT recabados de la base de 

datos ToxoDB, mientras que el 49% restante solo presentaría datos fenotípicos, y el 9% ningún dato 

(Fig.31A). Del 42% (24 genes), más de la mitad presenta un percentil de transcripción por debajo del 50% 

(Fig.31B). Dentro de este grupo, 1 gen codificaría un producto que tendría homología a la Familia B, 

TGME49_321280 (tgh57); y otros 6 de ellos; tgh4, tgh18, tgh23, tgh28, tgh29 y tgh38 tendrían asociación 

a dominio TM y/o péptido señal (Tabla 5). Del grupo que no tiene evidencia de transcriptómica, 1 de ellos, 

TGME49_321270 (tgh56), también codificaría un producto homologo a la Familia B y 3 de ellos; tgh20, 

tgh31 y tgh43 codificarían productos cuyo único indicio es la presencia probable de un dominio putativo 

TM (Tabla 5).   

El análisis de datos fenotípicos mostró que los genes hipotéticos tgh5 y tgh8 presentarían 

valores muy negativos (-1,98 y -3,89 respectivamente) lo cual indicaría indispensabilidad de los mismos 

para el parásito y posibilidad de blancos terapéuticos. Ambos mostraron evidencia de expresión, donde 

tgh5 estaría asociado al estadio especifico de ooquiste y tgh8 asociado a localización nuclear en la 

cromatina (Tabla 5).   
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Gen ID ST AA1 NLS/BP SP TM
SP+
TM

LN Fenotipo ME49/RH2 PR LOPIT EE S# Otros

tgh56 _321270 Ib_R 95 NDA no 1 si no -0,15 ND NDA NDA no 2
 tipo-FamB CIM 

GO:0005575
tgh57 _321280 Ib_R 79 NDA si 1 si no -0,24 29.1/12.5 NDA NDA si 2 tipo-FamB

tgh1 _200110 XII_R 125 NDA no (-) no no NDA 50.7/32.0 NDA NDA si 4
tgh4 _206910 IV_L 98 NDA si (-) si no 0.53 56.8/26.4 NDA NDA si 3

tgh5 _207240 X_R 108 NDA no (-) no no -1,98 93.3/94.4 si, Tz/Oo citosol si 1
proteína de unión 

GO:0003674

tgh8 _207370 Ib_L 1373 NDA no (-) no si -3,89 75.5/82.4 si
nucleo-
cromatin

a
si 1

dominio de 
interacción 

proteica
tgh10 _220070 V_L 155 NDA no (-) no no NDA 22.9/24.0 NDA NDA si 2
tgh14 _264230 VIIb_L 112 NDA no (-) no no NDA 12.3/10.6 NDA NDA si 3 similar a _274700
tgh18 _274700 IX_L 220 NDA no 1 si no NDA 6.0/5.2 NDA NDA si 3 similar a _264230
tgh23 _279550 VIIa_L 239 NDA no 3 si no 1.7 3.01/3.03 NDA NDA si 1 CIM GO:0005575

tgh25 _280810 VIIa_L 244 NDA no (-) no no 0.04 5.5/15.7 si NDA si 1
1 peptido en la 

fracción citosólica
tgh26 _281030 VIIa_L 153 NDA no (-) no no 0.74 42.4/38.6 NDA NDA si 3
tgh27 _281040 VIIa_L 132 NDA no (-) no no NDA 58.12/45.2 NDA NDA si 3
tgh28 _292600 VI_R 209 NDA si (-) si no NDA 84.6/85.8 NDA NDA si 1
tgh29 _296121 V_L 904 si si (-) si no 2.28 40.7/72.1 NDA NDA si 3
tgh30 _296231 V_L 817 NDA no (-) no no NDA 65.0/65.8 NDA NDA si 3
tgh32 _298830 III_R 304 NDA no (-) no no NDA 70.0/53.1 NDA NDA si 3
tgh33 _298840 III_R 242 NDA no (-) no no 0.25 28.1/37 NDA NDA si 2
tgh36 _300780 XII_L 116 NDA no (-) no no NDA 57.6/53.9 NDA NDA si 4
tgh37 _300790 XII_L 221 NDA no (-) no no NDA 35.0/18.6 NDA NDA si 4

tgh38 _306680 IX_R 243 NDA no 2 si no 1.91 31.8/37.9
si, 

membra
na

NDA si 1
CIM GO:0005575 
(similar aTgH31)

tgh39 _306688 IX_R 176 NDA no (-) no no NDA 79.0/85.0 NDA NDA si 3
tgh41 _306700 IX_R 207 NDA no (-) no no 1.11 40.2/38.2 NDA NDA si 2
tgh52 _307470 V_R 174 NDA no (-) no no NDA 21.1/20.1 NDA NDA si 3
tgh53 _317820 IV_L 164 NDA no no no no NDA 11.1/9.31 NDA NDA si 2

tgh31 _298820 III_R 173 NDA no 1 si no -0,2 NDA NDA NDA no 1
CIM GO:0005575 
(similar aTgH38)

tgh2 _200595 X_L 126 NDA no (-) no no 0.18  NDA NDA NDA no 2

tgh3 _200600 X_L 122 NDA no (-) no no 0.38 NDA NDA NDA no 3

poca evidencia 
acerca de que se 

transcribe o se 
traduce

tgh6 _207350 Ib_L 94 NDA no (-) no no 1.83 NDA NDA NDA no 1
tgh7 _207360 Ib_L 126 NDA no (-) no no 1.83 NDA NDA NDA no 2

tgh12 _244940 VI_R 77 NDA no (-) no no 1.04 NDA NDA NDA no 2

tgh13 _244950 VI_R 96 NDA no (-) no no 0.36 NDA NDA NDA no 2
diversidad 
funcional, 
adhesión

tgh15 _264240 VIIb_L 99 NDA no (-) no no 0.66  NDA NDA NDA no 3

tgh16 _264250 VIIb_L 141 NDA no (-) no no 1.4 NDA NDA NDA no 3
interacciones 

proteína-proteina
tgh17 _264260 VIIb_L 134 NDA no (-) no no 0.91  NDA NDA NDA no 2
tgh20 _276810 XII_R 246 NDA no 2 si no 0  NDA NDA NDA no 2
tgh21 _276820 XII_R 162 NDA no no no no 0,5 NDA NDA NDA no 2
tgh22 _279540 VIIa_L 124 NDA no (-) no no 1.56 NDA NDA NDA no 1
tgh34 _298070 II_R 107 NDA no (-) no no 1.42 NDA NDA NDA no 2
tgh35 _298080 II_R 79 NDA no (-) no no 0.75 NDA NDA NDA no 3
tgh40 _306692 IX_R 79 NDA no (-) no no 0.81  NDA NDA NDA no 2
tgh42 _306710 IX_R 88 NDA no (-) no no 0.79 NDA NDA NDA no 2
tgh43 _306720 IX_R 148 NDA no 1 si no 0.29 NDA NDA NDA no 2
tgh44 _306730 IX_R 139 NDA no (-) no no 0.17 NDA NDA NDA no 2
tgh45 _307050 XI_L 69 NDA no (-) no no 0.67 NDA NDA NDA no 3
tgh46 _307060 XI_L 104 NDA no (-) no no 0.57 NDA NDA NDA no 2
tgh47 _307070 XI_L 136 NDA no (-) no no 0.7 NDA NDA NDA no 2
tgh48 _307080 XI_L 100 NDA no (-) no no 0.69 NDA NDA NDA no 2
tgh49 _307090 XI_L 146 NDA no (-) no no 0.57 NDA NDA NDA no 2
tgh50 _307270 XI_L 95 NDA no (-) no no 0.37  NDA NDA NDA no 2
tgh51 _307450 V_R 84 NDA no (-) no no -0,29 NDA NDA NDA no 2
tgh54 _317830 IV_L 74 NDA no no no no 0,44 NDA NDA NDA no 2
tgh55 _320780 IV_L 103 NDA no no no no 0,05 NDA NDA NDA no 2

tgh9 _220060 V_L 116 NDA no (-) no no NDA  NDA NDA NDA no 3
tgh11 _244930 VI_R 103 NDA no (-) no no NDA NDA NDA NDA no 3
tgh19 _274280 IX_L 98 NDA no (-) no no NDA NDA NDA NDA no 3
tgh24 _280070 VIIa_L 226 si no (-) no si NDA NDA NDA NDA no 3

Genes tipo-FamB

Evidencia de  transcripción

Fenotipo

Sin datos
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El análisis de la sintenia también se realizó para los genes hipotéticos en donde se pudo 

observar cuatro grupos: genes conservados en todas cepas de T. gondii y en las especies relacionadas 

H. hammondi y N. caninum (TgHhNc_conservados: tgh5, tgh6, tgh8, tgh22, tgh23, tgh25, tgh28, tgh31,  

tgh38), genes conservados únicamente en todas las cepas de T. gondii (Tg_conservados: tgh2, tgh7, 

tgh10, tgh12, tgh13, tgh17, tgh20, tgh21, tgh33, tgh34, tgh40, tgh41, tgh42, tgh43, tgh44, tgh46, tgh47, 

tgh48, tgh49, tgh50, tgh51, tgh53, tgh54, tgh55, tgh56, tgh57), genes conservados en algunas cepas 

(Tg_parcialmente conservados: tgh3, tgh4, tgh9, tgh11, tgh14, tgh15, tgh16, tgh18, tgh19, tgh24, tgh26, 

tgh27, tgh29, tgh30, tgh32, tgh35, tgh39, tgh45, tgh52) y algunos genes específicos de la cepa ME49 

(Tg_cepa específicos: tgh1, tgh36 y tgh37) (Tabla 5) (Fig.32A). El 46% de estos genes se corresponden 

Tabla 5. Descripción de genes únicos hipotéticos asociados a TgSTs. ID: TGME49. AA: cantidad de 

aminoácidos, 1Los genes pueden tener errores de anotación. NLS_BP: Bipartite nuclear localization signal 

profile.  NDA: not data available. SP: signal peptide. TM: transmembrane domain. LN: Localización nuclear 

estimada por PSORT II. 2Los sets de datos corresponden a porcentajes de perfiles de expresión de dos 

líneas arquetipo según base de datos ToxoDB ME49 y RH. PR: Proteomica. EE: Evidencia de expresión 

(ver texto). CIM: Componente integral de membrana, GO: análisis de componente por ontología de genes 

(https://toxodb.org/toxo/app). S#: Sintenia: (1) TgHhNc_conservados; (2) Tg_conservados; (3) 

Tg_parcialmente conservados: (4) Tg_cepa específicos. 

Fig.31. Evidencia de expresión de genes hipotéticos. A. Evidencia génica global (57 genes 

analizados). Evidencia de expresión: en conjunto datos de transcriptómica, proteomica y/o LOPIT. 

Fenotipo: solo datos de fenotipo. NDA: sin datos. B. Percentiles de transcripción según base de datos 

(24 genes analizados con alguna evidencia de expresión). TP: Transcriptional percentile. NDA: not data 

assigned. https://toxodb.org/toxo/app.  
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con genes específicos de la especie, mientras que el 5% sería específico de la cepa ME49 analizada. 

Un dato interesante que surgió de este análisis fue la observación de posibles eventos de duplicación 

génica y reordenamiento entre los genes tgh23 (TGME49_279550) y tgh25 (TGME49_280810) como así 

también entre los genes específicos de especie tgh29 (TGME49_296121) y tgh30 (TGME49_296231) 

(Fig.32B). Vale aclarar que también hay genes cepa específicos no detectados en ME49 y no detallados 

en esta tesis. 

 

 

Fig.32. Sintenia de genes hipotéticos asociados a TgSTs.  A. Grupos de genes hipotéticos según 

conservación a nivel de especies relacionadas, especie específicos y cepa. B. Eventos de recombinación 

entre genes hipotéticos en regiones STs. La región resaltada en amarillo correspondería a los loci de 

genes con posibles eventos de recombinación génica. 



 

102 
 
 

11.1.1.2.1 Características, dominios y motivos de las proteínas hipotéticas, TgH 

 El análisis de motivos y dominios en las bases de datos no reveló estructura proteica 

consistente en ninguno de ellos, aunque algunos se encontraron como posibles componentes integrales 

de membrana o de interacción proteica mediante análisis por ontología de genes, GO (Tabla 5) (Fig.33). 

Como ya se mencionó, en la Tabla 5 se describe la presencia de péptido señal, de dominios 

transmembrana y datos de proteomica y/o LOPIT encontrados en la base de datos ToxoDB. Los datos 

de LOPIT, péptido señal y dominio TM nos estarían indicando posibilidad de proteínas de secreción en 

algunos casos, aunque para la gran mayoría no existen datos de localización subcelular descriptos o 

asignados. 

Las proteínas hipotéticas descriptas tendrían tamaños que irían desde 69 a 1373 

aminoácidos. Algunas proteínas presentarían de 1 a 3 dominios TM: como TgH18, TgH20, TgH23, 

TgH31, TgH38, TgH43, TgH56 y TgH57; donde en algunos casos estarían respaldadas por el análisis 

de GO como componentes integrales de la membrana (TgH23, TgH38, TgH31 y TgH56) (Tabla 5). 

Mientras que, el único dato de proteomica con localización específica hallado fue para la proteína TgH38, 

la cual se encontró asociada a la membrana.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.33. Evidencia de localización de proteínas hipotéticas. Los compartimentos fueron asignados 

en base a la evidencia observada.  
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11.1.2 Familias multigénicas 

Tal como se mencionó en el Capítulo I, se identificaron dos familias multigénicas en las 

regiones STs, denominadas FamB y FamC. T. gondii presenta varias familias multigénicas en su 

genoma, que generalmente codifican para proteínas de membrana o secreción, algunas asociadas a 

virulencia como ser las familias de proteínas de las roptrias y gránulos densos, o invasión como ser las 

proteínas de las micronemas o de superficie SRS  (Lorenzi et al. 2016). Además, los estudios genómicos 

detectaron otras familias multigénicas, que codificarían para posibles proteínas de membranas las cuales 

fueron denominadas FamA, FamB, FamC, FamD y FamE (Lorenzi et al. 2016). De ellas solo FamB y 

FamC fueron asociadas a los subtelómeros (Dalmasso et al. 2014; y Capítulo I).  

Con el objetivo de determinar si las proteínas de las familias FamB y FamC tenían alguna 

relación evolutiva cercana se planteó un estudio filogenético. T. gondii cuenta con 33 miembros anotados 

pertenecientes a la familia TgA (FamA), 16 miembros de la familia TgB (FamB) y 2 de Tipo-B 

(reasignados en este trabajo), 14 miembros de la familia TgC (FamC), 11 miembros de la familia TgD 

(FamD), y 7 para la familia TgE (FamE), en la cepa de referencia ME49. Respecto a las familias FamB y 

FamC, en las especies relacionadas encontramos 7 miembros de la familia B y 4 de la familia C en H. 

hammondi, 4 de la familia B y 3 miembros de la familia C en N.  caninum (nombrados en base a su gen 

homólogo en T. gondii) (ver más adelante Tabla 7 y Tabla 8).  En la Fig.34 se muestra el árbol evolutivo 

correspondiente únicamente a las familias TgA, TgB y TgC y las proteínas ortólogas encontradas en H. 

hammondi y N. caninum. Debido a que las distancias entre las secuencias de las familias TgD y TgE 

eran muy largas y divergentes como para alinearlas (dato no mostrado), estas no se emplearon en el 

análisis. Por otro lado, las secuencias de la familia TgA coinciden en organización de dominios y longitud 

de secuencias de las familias B y C. De la familia TgA solo se incluyeron los miembros de T. gondii. Cabe 

mencionar que ninguno de los genes miembros de TgA se encuentran en asociación a las regiones STs 

o en cercanías como así tampoco los miembros de las familias TgD y TgE, estando todos sus genes a 
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una distancia mayor a 500 Kpb de los extremos de los cromosomas, mientras que todos los miembros 

de TgB y TgC son STs, excepto tgc12 (Tabla 6). 

En este análisis evolutivo se pudo observar que existe una clara diferenciación en clústers 

por familias dentro del árbol filogenético, en donde la familia FamB parecería enraizar el árbol y cuyo gen 

ancestral podría haber dado origen a las familias TgA y FamC. Entre FamB y FamC, ésta última 

constituiría sería la mas conservada del grupo (Fig.34).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.34. Relación evolutiva de las familias A, B y C. Árbol filogenético. La historia evolutiva se infirió 

utilizando el método de Máxima Verisimilitud mediante el programa MEGA-X (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis Software Versión X). El soporte interno se midió usando 500-1000 réplicas de la 

opción de base de búsqueda heurística. El árbol se condensó (valor de corte: 50%). Las secuencias de 

aminoácidos se alinearon mediante alineación múltiple ClustalW (penalización por apertura de gap: 

10,00, penalización por extensión de gap: 0,10, penalización por apertura de gap de alineación múltiple: 

10,00, penalización por extensión de gap: 0,20, uso de matriz negativa desactivada, corte divergente 

de retardo (30%).  
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11.1.2.1 Genes famb 

Se describen 15 miembros de los genes de la familia B (famb: tgb) en asociación a las 

regiones TgSTs (Tabla 7). Sin embargo, por búsqueda de homología de genes se encontró un miembro 

más de esta familia anotado como gen hipotético, TGME49_306870, el cual localiza por fuera de la 

región subtelomérica del brazo izquierdo del cromosoma XI a unos ~40,6 Kbp (ToxoDB) y por lo tanto 

fue excluido del análisis. La búsqueda de genes se amplió a H. hammondi donde se encontraron siete 

genes famb (hhb), seis de ellos con ortólogos en T. gondii y uno especie específico (hhb16) (Tabla 7). 

Por otra parte, para N. caninum se detectaron 4 genes ncb por búsqueda en la base de datos ToxoDB 

y NCBI (Bioproject PRJEB7872) en la cual se encontraron dos secuencias más largas (CEL68745 y 

CEL64819) que las existentes en ToxoDB (NCLIV_004620 y NCLIV_006930 respectivamente). El gen 

ncb13 compartiría una alta identidad con tgb13, mientras que ncb17, ncb18 y ncb19 serían especie 

específicos.  En la Tabla 7 se detallan los miembros de esta familia junto a las características en cuanto 

a expresión génica encontradas en la base de datos ToxoDB. Como se pudo ver en el Capítulo I, un 

tercio de los genes tgb (5 genes, 33%) parecerían estar en un estado activo de expresión en la cepa 

ME49. Mientras que el analisis de los datos de transcripción en las cepas ME49 y RH indicaría que un 

~46% (7 genes) lo harían (Tabla 7).  

Por otra parte, solo tgb10 presentó fenotipo de fitness negativo de -1.12, lo que podría 

representar algún fenotipo importante para la biología de T. gondii (Tabla 7).  

Tabla 6. Localización cromosómica de genes FamA a FamE. +Clúster fueron definidos por la 

presencia de 3 o más genes ligados en una región cromosómica. *Ambos clústers son cercanos. § 

TGME49_300990 (tgc12), chrIV: 2,248,782-2,255,114 (longitud cromosómica 2,686,605). ND: no 

detectado. 
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Tabla 7. Descripción familia multigénica famb. ID: TGME49. *Bioproject PRJEB7872 (NCBI). 

**Cromosoma corresponde a la secuencia de gDNA de NCLIV_004620, una versión truncada de 87aa. 

***Cromosoma corresponde a la secuencia de gDNA de NCLIV_006930, una versión truncada de 113aa. 

NA: not assigned. In.: intrones. NDA: not data available. AA: cantidad de aminoácidos. SP: probability of 

signal peptide; (+): predicho por PSORT II (https://psort.hgc.jp/form2.html). TM: transmembrane domain. 

CUno es un TM con un sitio de clivaje putativo. ME49/RH: transcripción, expresión en dos linajes 

arquetípicos. PR: proteomica. S#: Sintenia; (1) TgHhNc_conservados; (2) Tg_conservados; (3) 

Tg_parcialmente conservados: (4) Tg_cepa específicos. Estructura génica de tamaño expandido en 

algunas regiones (ex), estructura génica de tamaño contraído algunas regiones(con), gen duplicado (du).  

Gen ID ST In. AA SP TM Fenotipo ME49/RH PR TSS Sintenia S#

tgb1 _200480 VIII 1 167 0.19/+ 1 1.23 NDA NDA silente Tg conservado 2

tgb2 _244920 VI 1 162 0.39 1 -0.82 NDA NDA activo
Tg conservado, 

reordenado
2

tgb3 _264225 VIIb 2 208 0.72 2c 2.03 NDA NDA activo
TgHh/conservado, 

reordenado, 
1

tgb4 _274290 IX 1 136 <0.01 1 0.9 91.8/87.7 NDA activo
Tg conservado,              

(ex) ME49, (con) ARI
2

tgb5 _276230 III 1 163 0.87/+ 1 2.38 69.9/85.4 NDA activo
Tg conservado,            

(-COUG), (ex)  ME49
2

tgb6 _279460 IX 1 149 0.82/+ 1 0.43 NDA NDA ambiguo
TgHh/conservado, 
reordenado, (ex) 

ME49 
1

tgb7 _283450 V 3 265 0.35 1 1.72 67.0/25.3 NDA ambiguo

TgHh/conservado,       
(-CatBr9), 

reordenado, (du) 
RUB, (ex) ME49

1

tgb8 _295300 Ia 1 158 0.87/+ 1 0.42 60.7/24.7 NDA silente
TgHh/conservado,        
reordenado, (ex) 

ME49
1

tgb9 _298090 II 2 172 0.91/+ 1 -0.24 NDA NDA silente

TgHh/conservado,        
reordenado, (ex) 
CAST, GT1, RUB, 

VAND

1

tgb10 _299570 IX 1 150 0.85/+ 1 -1.12 50.9/31.0 NDA silente
Tg conservado,              

(ex) ME49
2

tgb11 _301890 X 2 165 0.012 1 NDA 91.0/82.2 NDA ambiguo

Tg parcialmente 
conservado, (ex) 

ME49, MAS, 
CatPCR2, (con) 

VAND, VEG

3

tgb12 _307045 XI 2 258 0.17/+ 1 1.30 63.7/37.9 NDA activo
Tg conservado, 

reordenado, (ex) 
ME49

2

tgb13 _307460 V 2 212 <0.01 1 1.16 NDA NDA silente

Tg conservado,           
(-CatBr9,p89) 
reordenado,              

(ex) CAST, VEG

2

tgb14 _307480 V 1 177 <0.01 1 0.28 NDA NDA ambiguo Tg conservado 2

tgb15 _320770 IV 2 182 0.89/+ 1 -0.05 NDA NDA ambiguo
Tg conservado,              

(ex) ME49
2

hhb3 _264225 NA 1 264 0.064 2c NDA NDA NDA NDA contraído 1

hhb6 _279460 NA 1 152 0.84/+ 1 NDA NDA NDA NDA conservado 1
hhb7 _283450 NA 1 126 <0.01 1 NDA NDA NDA NDA conservado 1
hhb8 _295300 NA 1 158 0.92/+ 1 NDA NDA NDA NDA conservado 1
hhb9 _298090 NA 1 137 0.92/+ 0 NDA NDA NDA NDA contraído 1

hhb10 _299570 NA 1 107 0.91/+ 1 NDA NDA NDA NDA no comparte sintenia 4

hhb16 _454170 NA 1 183 0.79/+ 1 NDA NDA NDA NDA
no comparte sintenia, 

especie específico
4

ncb13 CEL64573* Ib** NDA 163 0.71 1 NDA NDA NDA NDA no comparte sintenia 4

ncb17 _060290 XII 1 147 <0.01 1 NDA NDA NDA NDA
no comparte sintenia, 

especie específico
4

ncb18 CEL66112 NDA NDA 199 0.30 1 NDA NDA NDA NDA NDA
ncb19 CEL64819* III*** NDA 173 <0.01 1 NDA NDA NDA NDA NDA
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Los genes tgb presentan en general un modelo de dos exones y un intrón, aunque algunos 

presentan exones adicionales cortos que codificarían la región C-terminal (Tabla 7).  

En el análisis de la sintenia de este grupo génico se pudo observar que tgb3, tgb6, tgb7 

(con algunos reordenamientos), tgb8 y tgb9 (con algunas regiones génicas de mayor longitud en algunas 

cepas) poseen genes ortólogos en H. hammondi; mientras que el resto de los genes están conservados 

dentro de la especie (ToxoDB) (Tabla 7). La localización genómica se mantiene estrictamente conservada 

dentro de la especie en tgb1 y tgb15. Finalmente, tgb11 es el único gen encontrado en algunas cepas: 

ME49 (con regiones génicas de mayor longitud, es decir, expandidas), MAS, CatPCR2, VAND (contraído, 

es decir, con regiones génicas de menor longitud y/o tamaño), y VEG (ToxoDB) (Tabla 7).  

11.1.2.1.1 Características, dominios y motivos de las proteínas FamB 

 En la Tabla 7 se muestra las características de los productos proteicos de la FamB (TgB, 

HhB y NcB). Se pudo observar, que todas las proteínas varían en longitud, desde los 107 a los 264 

aminoácidos. Los miembros de esta familia poseerían en general un péptido señal en el extremo N-

terminal y tendrían un dominio transmembrana codificado por el exón 2 (Fig. 35). En el caso de TgB3 y 

HhB3, hay dos dominios transmembranas, pero uno de ellos esta localizado en la región N-terminal, 

solapando con el posible péptido señal (Fig. 35).  

El análisis de motivos y dominios de las proteínas FamB en las bases de datos 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi y https://myhits.sib.swiss/cgi-bin/motif_scan) no 

reveló estructura proteica consistente en ninguna de ellas.  

11.1.2.2 Genes famc 

 Se describen aquí 13 miembros de esta familia para T. gondii (tgc), donde 12 de ellos 

estarían asociados a regiones STs y uno de ellos (tgc14) no posee localización cromosómica asignada 

(Tabla 8). Los genes tgc4 y tgc10 originalmente habían sido asignados a localizaciones cromosómicas 

que no coincidieron con este análisis. En este análisis, el gen tgc4 fue reasignado a la región ST en el 

brazo derecho del cromosoma XII, mientras que el gen tgc10 ha sido agregado como parte de la región  
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Fig. 35. Estructura proteica intrínseca de proteínas de la FamB. La región subrayada se 

corresponde con la región del péptido señal, las flechas negras encierran junto a la Metionina 1 la región 

codificada por el primer exón, las flechas rojas encierran la región codificada por el exón 2, la región 

con letra roja corresponde al dominio TM. 
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ST en el brazo izquierdo del cromosoma X, ST_X_L. Por otro lado, se ha descripto la asociación de 

nuevos miembros de esta familia a TgSTs, como en el caso de tgc13 y la aparición de un nuevo miembro, 

tgc14 (TGME49_329400) (Tabla 8). Al igual que para famb, la búsqueda se amplió a H. hammondi y N. 

caninum. En Hammondia se encontraron cuatro genes ortólogos a genes tgc: hhc6a, hhc6b, hhc8 y 

hhc11; mientras que en Neospora los tres genes encontrados serían especie específicos: ncc15, ncc16 

y ncc17. Los genes ncc15 y ncc17 fueron detectados en NCBI Bioproject PRJEB7872 donde se extrajo 

una secuencia más larga (CEL68745) que la existente en ToxoDB (LIV_000632200) para ncc15 y lo 

mismo para CEL66113 y NCLIV_019380 en el caso de ncc17 (Tabla 8).  

En este caso, la composición nucleosomal observada para genes tgc activos (Capítulo I) 

parecería estar en congruencia con los datos de transcripción recabados con excepción de tgc6 para el 

cual no se registraron datos. Mientras que se observaron datos de transcriptómica para tgc5, tgc8 y 
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tgc12, pero con valores de percentiles por debajo del 50% (Tabla 8), sugiriendo bajos niveles de 

expresión.  

Por otra parte, no se observaron entre estos genes, fenotipos de fitness negativos extremos 

que demuestren ser indispensables para la biología del parásito.  

Los genes tgc presentan un modelo general de dos exones y un intrón, aunque algunos 

presentan exones adicionales cortos que codificarían la región C-terminal al igual que los miembros de 

la familia tgb (Tabla 8).  

En el análisis de la sintenia de los genes tgc los únicos miembros que poseen genes 

ortólogos en H. hammondi (con versiones de genes más cortos) son tgc8 y tgc11 (ToxoDB) (Tabla 8). Los 

genes tgc3, tgc5, tgc10 y tgc12 son específicos de la especie, pero no conservan localización genómica 

entre cepas; mientras que tgc1, tgc4, tgc6 y tgc13 solo están en algunas cepas y mantienen la 

localización genómica (ToxoDB) (Tabla 8). Por otra parte, tgc2, solo estaría presente en las cepas ME49 

y CatPCR2, mientras que tgc7 y tgc14 solo estarían en ME49 (ToxoDB) (Tabla 8).  

En este análisis se ha observado que los genes tgc que están duplicados en algunas cepas, 

tal es el caso de tgc4 (CatPCR2), tgc6 (ARI, CAST, COUG) y tgc10 (ARI, CAST, COUG, CatPCR2) 

(ToxoDB) (Tabla 8). Cabe mencionar que dos genes de H. hammondi, hhc6a y hhc6b no comparten 

sintenia con su ortólogo en T. gondii lo que sugeriría mecanismos de recombinación cromosómica, 

reordenamiento génico y posibles eventos de duplicación especie específicos dada la pérdida de 

sintenia. Por otra parte, N. caninum también poseería miembros específicos de la especie que no 

comparten sintenia con ningún otro gen (ncc16) (ToxoDB) (Tabla 8).   

11.1.2.2.1 Características, dominios y motivos de las proteínas FamC 

 En la Tabla 9 se muestra una comparación los dominios estructurales encontrados para los 

productos proteicos de esta familia génica C con distintas bases de datos: NCBI CDD, J-PRED y ToxoDB. 

Como vimos en la Tabla 8 la única proteína TgC con datos disponibles de proteomica en la base de datos 

ToxoDB pertenece a la fracción de membrana y corresponde a TgC8. El análisis de dominios  
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Gen ID ST In. AA SP TM Fenotipo ME49/RH PR Sintenia S#

tgc1 _321170 III 2 232 0.13 2c 0.52 44.7/61.2 NDA
Tg parcialmente 

conservado, (ex) ME49, 
(con) p89

3

tgc2 _200700 X 0 139 0.05 1c NDA NDA NDA
Tg parcialmente 

conservado, ME49, 
CatPCR2

3

tgc3 _307260 XI 1 206 0.14+ 1 0.96 75.2/64.8 NDA
Tg conservado,                     (-
RH), reordenado, (ex) ME49

2

tgc4 _200130 XII 1 238 0.04+ 1 NDA NDA NDA
Tg parcialmente 

conservado, (du) CatPCR2, 
(ex) ME49

3

tgc5 _298960 III 0 282 <0.01 1c 0.06 53.9/40.5 NDA Tg conservado, reordenado 2

tgc6 _200590 X 2 201 0.01+ 1 2.09 NDA* NDA

Tg parcialmente 
conservado, (du) 

ARI,CAST,COUG; (ex) 
ME49, (con) MAS

3

tgc7 _287280 Ia 3a 225 0.06+ 1 NDA 53.0/36.9 NDA Tg cepa específico ME49 4

tgc8 _220080 V 2a 306 <0.01 1 0.44 23.7/22.4
Membr

ana

TgHh conservado,                 
(-CATBr9), reordenado, (ex) 

ME49, RH CatPCR2
1

tgc10 _228780 X 2a 286 <0.01 2 1.49 15.2/23.9 NDA

Tg conservado,                      
(-CATBr9), reordenado, (du) 

ARI, CAST, COUG, 
CatPCR2, (ex) RH 

2

tgc11 _298060 II 16 305 <0.01 3c 1.22 14,5/32.6 NDA
TgHhconservado, 

reordenado, (con) RH
1

tgc12 _300990 IV 3 252 <0.01 1 0.04 18.4/16.0 NDA Tg conservado, (ex) ME49 2

tgc13 _292610 V 5b 265 0.06+ 1 NDA 53.0/36.9 NDA
Tg parcialmente 

conservado, (ex) ME49, 
VAND, VEG

3

tgc14 _329400 NA 3 225 0.06+ 1 NDA 53.0/36.9 NDA Tg cepa especíco ME49 4
hhc6a _321170 NA 1 216 0.02 1 NDA NDA NDA no comparte sintenia 1
hhc6b _200590 NA 1 193 0.06+ 1 NDA NDA NDA no comparte sintenia 1
hhc8 _220080 NA 0 180 0.004 1c NDA NDA NDA contraído 1

hhc11 _298060 NA 6 330 <0.01 1 NDA NDA NDA contraído 1
ncc15 CEL68745* VIII** NDA 313 0.01 2c NDA NDA NDA NDA

ncc16 _069620 NA 2 242 0.03 1 NDA NDA NDA Nc conservado 4
ncc17 CEL66113* VIIa*** NDA 146 0.005 1 NDA NDA NDA NDA

Tabla 8. Descripción familia multigénica famc. ID: TGME49. In.: intrones. AA: aminoácidos. (+): SP 

predicho por PSORT II. ME49/RH: transcripción, corresponde al porcentaje del perfil de expresión en 

dos linajes arquetípicos (ME49 y RH). PR: proteomica.  S#: Sintenia: (1) TgHhNc_conservados; (2) 

Tg_conservados; (3) Tg_parcialmente conservados: (4) Tg_cepa específicos. NA: not assigned. NDA: 

not data available. *Bioproject PRJEB7872 (NCBI). **Cromosoma corresponde a la secuencia de gDNA 

de Ncaninum_LIV_000632200, una versión truncada de 153aa. ***Cromosoma corresponde a la 

secuencia de gDNA de NCLIV_019380 una versión truncada de 122aa. a Un intrón in GT1 (tgc8) y VEG 

(tgc7, tgc8, tgc10). b Dos intrones en VEG. c Uno es un dominio TM en un sitio putativo de clivaje. 

Estructura génica de tamaño expandido en algunas regiones (ex), estructura génica de tamaño 

contraído algunas regiones(con), gen duplicado (du).  
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conservados arrojó que TgC5, TgC8 y NcC16 tendrían dominios correspondientes a la superfamilia de 

bombas de Na+/Ca+ dependiente de K+ implicadas en el transporte de cationes, iones y unión a proteínas 

(Tabla 9). Mientras que TgC7 poseería un dominio S2P correspondiente a una clase de metaloproteasas 

de Zinc (MEROPS family M50) que clivan dominios transmembrana en las proteínas sustrato. Por otra 

parte, TgC8 tendría además de una correspondencia con una proteína Vir de Plasmodium y una proteina 

viral Vpr de unión a proteínas implicada en el control del ciclo celular, la división celular y la división de 

los cromosomas (Tabla 9). TgC10 se encontró asociado a un dominio de quelatasa de Mg, implicada en 

el transporte de esta co-enzima y el metabolismo de la misma (Tabla 8). Otro miembro de la FamC, HhC8, 

se encontró asociado a un dominio estructural BDHCT. Esta familia de dominios es encontrada en el 

síndrome Bloom asociado a las helicasas DEAD-box en eucariotas superiores (Tabla 9).   

En la búsqueda por predicción de estructuras secundarias con JPred y el banco de proteínas 

PBD se encontró que TgC1, TgC3, TgC5, TgC8, NcC15, NcC16 comparten un dominio de 

monometilamino metiltransferasa MTMB. Este dominio se encuentra en proteínas metiltransferasas de 

metilamina en bacterias metanogénicas (Burke, Lo, & Krzycki 1998). Mientras que TgC3 y TgC8, además 

de, TgC10, y NcC15 presentaron asociación a un dominio de la subfamilia de canales receptores 

transientes de cationes v miembro 2, TRPV2. Este dominio se encuentra en receptores de calcio en 

células humanas (https://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y5S1).  

En conclusión, dada la diversidad de posibles dominios e identitidades, no hay evidencias 

firmes para establecer ninguna identidad de las proteínas FamC, aunque los datos acumulados sugieren 

una identidad asociada a proteínas integrales de membrana.  

Se pudo observar, además, que todas las proteínas FamC varían en longitud, desde los 

139 a 330 aminoácidos (Tabla 8). Todas las proteínas FamC presentan de 1 a 3 dominios transmembrana, 

y la gran mayoría posee péptido señal en el extremo N-terminal (Tabla 8). Nuevamente, cuando presenta 

más de un dominio transmembrana, uno de ellos está relacionado al extremo N-terminal, como posible 
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péptido señal (Fig. 36). A diferencia de TgB, la región de transmembrana se encuentra flanqueando la 

unión de los exones 1 y 2 (Fig. 36).  

 

 

Nombre NCBI CDD searcha (interval; E-
value)

Jpred 4b PDB (E-value) ToxoDB 

mtmb1i (2e-07)
receptor cation channel 

subfamily v 2j (3e-0.7)
TgC4 - - NDA

TgC5 Ion dependent exchangerc               

(94-227; 4.88e-0.3)
mtmb1i (2e-09) NDA

TgC7 Site-2 protease (S2P)d        (133-
176; 0.08)

- NDA

Plasmodium  Vir superfamilye (65-
150; 3.86e-0.3)

mtmb1i (1e-06)

HIV-1 Vpr-binding proteinf   (45-
192; 4.67e-0.3)

receptor cation channel 

subfamily v 2j (5e-0.7)
LpxA enzymek   (125-

171, 2.0e-05)

Ion dependent exchangerc    (53-
214; 0.03)

chloride ion channels 
(8.8e-9)

TgC10 Mg-chelataseg                      (54-
209, 0.05)

receptor cation channel 

subfamily v 2j (9e-0.7)
NDA

TgC11 - - NDA
TgC12 - - NDA
TgC13 - - NDA
TgC14 - - NDA
HhC1 - - NDA

HhC8 BDHCT-box associated domh                               

(91-157, 8.75e-0.3)
- NDA

mtmb1i (3e-06)

NcC15 -
receptor cation channel 

subfamily v 2j (5e-0.6)
NDA

NcC16 Ion dependent exchangerc    (53-
175; 2.50e-03)

- NDA

NcC17 - mtmb1i (2e-07) NDA

HhC11 - - NDA

HhC6b - - NDA

HhC8 - NDA

TgC8

TgC3 - NDA

TgC6 - - NDA

TgC1 - mtmb1i (1e-07) NDA

TgC2 - - NDA
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Otro rasgo distintivo es que los miembros de la FamC presentan tres regiones conservadas, 

una extensa hacia la región N-terminal, una corta codificada por el exón 1 y otra también extensa que 

abarca parte del exón 1 y parte del 2, y una tercera región hipervariable hacia el extremo C-terminal (Fig. 

37). Dentro de la región variable que esta codificada por el exón 1, antes de la región conservada 3, se 

puede observar la presencia de motivos repetidos variables en tamaño y secuencia en algunas TgCs, 

los cuales se muestran en la Fig. 36. Los motivos repetidos son diferentes en secuencias aminoacidica. 

Sin embargo, cuando se analiza a nivel de nucleótidos, se puede observar que existe una mayor similitud 

en las secuencias codificantes para las regiones repetitivas, lo que podría soportar la posibilidad de que 

las diferencias observadas a nivel proteína se deban a cambios de marco de lectura por deleciones o 

inserciones (Fig.38).    

11.2 Las proteínas FamB y FamC y la virulencia 

Debido a la posible estructura como proteínas integrales de membrana se hipotetizó una 

asociación como posibles familias génicas específicas participes en la interacción parásito-célula 

hospedadora y se decidió indagar un poco más acerca del potencial rol de estos genes como factores 

virulentos de T. gondii. Cabe agregar, que la mayoría de los factores de virulencia de T. gondii, P. 

falciparum, Trypanosoma sp., etc, están codificados por familias multigénicas de proteínas de  

Tabla 9. Dominios conservados y proteínas putativas de productos FamC según bases de 

datos. a(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi); opciones: CDD v3.17, 

NCBI_curated 14908, pfam  v31.0, SMART v6.0, KOG v1.0, COG v1.0, PRK v6.9, TIGR v15.0. b 

http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/. c K+-dependent Na+/Ca+ exchanger. Nombre: 2A1904 

super family, número de acceso: cl36772. d Site-2 protease (S2P). Nombre: S2P-M50 super family, 

número de acceso: cl10020. e Plasmodium Vir superfamily; provisional. Nombre: PTZ00473 super 

family, número de acceso: cl26999. f HIV-1 Vpr-binding protein. Nombre: KOG1832, número de 

acceso: KOG1832. g Cobalamin biosynthesis protein CobN, Mg-chelatase. Nombre: CobN super 

family, número de acceso: cl34262. h BDHCT-box associated domain on Bloom syndrome protein. 

Nombre: BDHCT_assoc super family, número de acceso: cl24698. i Monomethylamine 

methyltransferase mtmb1; PDB id: 1nth. j Transient receptor potential cation channel subfamily v 

member 2. Chain: a, d, b, c; PDB id: 6bo4. k Trimeric LpxA-like enzymes; InterPro ID: IPR011004. 

NDA: not data available.  
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Fig. 36. Estructura proteica intrínseca de proteínas de la FamC. Subrayado: péptido señal, flechas 

negras encierran junto a la Metionina 1 la región codificada por el exón 1, las flechas rojas encierran la 

región codificada por el exón 2, la región con letra roja corresponde al dominio TM. Las regiones 

resaltadas en colores denotan los motivos repetitivos. Diferentes colores delimitan la unidad de 

repetición o diferentes regiones de la unidad de repetición en una secuencia (TgC8). (*) Codón stop en 

NCLIV_019380. Las regiones de color verde denotan un TM extra. 
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membranas, en algunos casos de localización subtelomérica (Lorenzi, et al. 2016; Omelianczyk et al. 

2020; Ramirez 2019). Para esto se utilizó la base de datos ProtVirDB en búsqueda de asociación a 

factores virulentos de diferentes especies. El análisis comparativo se realizó utilizando la herramienta 

ViroBLAST con los parámetros por defecto. Para algunos productos proteicos se obtuvieron más de una 
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coincidencia, por lo tanto, se realizó un filtrado de las proteínas corroborando la proteína de score más 

alto, E-value más pequeño y porcentaje de identidad más alto con la base de datos VEuPathDB 

constatándose los números de identificación y la anotación.  

 

 

Fig. 37. Alineamiento estructural de proteínas de la FamC. En azul se demarca la región conservada 

y en rojo el dominio TM. El numero pi en color amarillo marca la unión de los dos exones. 
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En la Tabla 10 se listan todos los factores virulentos que se encontraron asociados a las 

proteínas de la familia FamB (TgB/HhB/NcB/Blike) y FamC (TgC/HhC/NcC). También se incluyeron al 

Fig.38. Distintos marcos de lectura en proteínas FamC con motivos repetitivos.  Se muestran las 

regiones codificantes para los motivos repetitivos en tgc5, tgc8 y nnc15. R: marco de lectura (repeat). 
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menos un miembro de la FamA, FamD, FamE y la de antígenos de superficie (sin dominios 

transmembrana) SRS. Las proteínas de las FamA a FamE no están incluidas en las bases de datos, por 

lo tanto, el programa se verá forzado a identificar proteínas probables de otras familias de factores de 

virulencia según su similitud. Por el contario, SAG1 pertenece a una familia de genes que, si está 

incorporada a la base de datos y de esta manera los scores mas fuertes estarán relacionados a esta 

familia.  

Los scores de alineamiento no superaron el 30% de identidad para los miembros de la 

FamB y FamC, FamD y FamE, mientras que para un miembro de la FamA fue del 42% (Tabla 10). Todas 

ellas identificaron proteínas de la familia Trans-Sialidasas (TS) de T. cruzi, de establecimiento de la 

patogénesis de Babesia bovis y a través de la variación antigénica de Trypanosoma brucei y de P. 

falciparum, como así también moléculas de adhesión también implicadas en los mecanismos de 

establecimiento de la infección en P. falciparum (Tabla 10). Si bien estas proteínas fueron asociadas a 

algún factor patogénico, los valores de score e E-value no son suficientemente robustos para aseverar 

la correlación de dichas moléculas. Por otra parte, dada la diversidad de blancos, que además involucra 

diferentes regiones de esos antígenos según el caso (dato no mostrado) se podría inferir que su relación 

con dichas proteínas no es suficiente para sugerir alguna relación. Más aún, las proteínas de la familia 

SRS presentaron valores de score altos con respecto a otros miembros de dicha familia, pero también 

detectaron algunas de estas proteínas a score similar que las de la FamB y FamC (dato no mostrado). 

Cabe mencionar que algunas proteínas no identificaron factores virulentos entre ellas: TgB2, TgB5 y 

NcB13. 

 
11.3. Caracterización de la familia FamC en T. gondii: TgCs 

Del árbol filogenético se desprendió que los miembros de la familia C serían los más 

conservados, agrupados de manera conjunta, lo que denota un gran porcentaje de similitud es sus 

secuencias (Fig.34). Este grado de conservación también fue visible durante los alineamientos (Fig. 37).  
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Al revisar las secuencias genómicas en la base de datos ToxoDB, se observaron diferencias 

de secuencias con algunas cepas. Los genes tgc7, tgc8 y tgc10 mostraban diferencias en el número de 

intrones entre las cepas GT1 y VEG de T. gondii (Tabla 8), generando principalmente diferentes 

Nombre ViroBLASTDB EuPathDB_ID Score E value Especie Proteína Proceso Biológico
TgB1 XP_818862 TcCLB.507875.220 25 3,2 T. cruzi trans-sialidase, Group II, putative Invasión
TgB2 NCF (-) (-) (-) (-) (-) (-)
TgB3 XP_001609033 BBOV_I000020 27   0.74 B. bovis variant erythrocyte surface antigen-1 Bb Establecimiento
TgB4 XP_001608796 BBOV_I000020 23 6.8 B. bovis variant erythrocyte surface antigen-1 Bb Establecimiento
TgB5 NCF (-) (-) (-) (-) (-) (-)
TgB6 XP_807757 TcCLB.418185.70 24  3.2  T. cruzi trans-sialidase, Group II, putative Invasión
TgB7 XP_001609754 BBOV_I000020 27 1.1 B. bovis variant erythrocyte surface antigen-1 Bb Establecimiento
TgB8 XP_812720 TcCLB.505365.60 24 4.3 T. cruzi trans-sialidase, Group VIII, putative Invasión
TgB9 XP_001351221 PF3D7_0315200 23 8.1 P. falciparum circumsporozoite- and TRAP-related protein Adhesión
TgB10 XP_820300 TcCLB.506245.60 24 4.0 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión
TgB11 AAS38514  TVAG_127180 28 0.31 T. vaginalis CP65 -purine nucleoside phosphorylase Cisteina proteasa
TgB12 XP_845640 Tb427.BES126.15 25  5.1 T. brucei variant surface glycoprotein (VSG) Establecimiento
TgB13 XP_821703 TcCLB.508873.60 26 1.9 T. cruzi trans-sialidase, Group V Invasión
TgB14 XP_807449 TcCLB.508581.40 27  0.90 T. cruzi trans-sialidase, Group II, putative Invasión
TgB15 XP_845135 Tb927.5.4730 24 4.7 T. brucei variant surface glycoprotein (VSG, atypical) Establecimiento
HhB3 XP_001609033 BBOV_I000010 26 2.2 B. bovis variant erythrocyte surface antigen-1 Bb Establecimiento
HhB6 XP_001610496 BBOV_I000010 27 2.3 B. bovis variant erythrocyte surface antigen-1 Bb Establecimiento
HhB7 XP_001350798 PF3D7_1240600 26 0.68 P. falciparum erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1 Establecimiento
HhB8 XP_818883 TcCLB.510729.280 25 3.0 T. cruzi trans-sialidase, Group III, putative Invasión
HhB9 XP_001611365 BBOV_I000010 27 0.54 B. bovis variant erythrocyte surface antigen-1 Bb Establecimiento
HhB10  XP_804812 TcCLB.506035.4 24 1.9 T. cruzi trans-sialidase, putative (fragment) Invasión
HhB16 XP_805548 TcCLB.509931.20 28 0.35 T. cruzi trans-sialidase, Group VIII, putative Invasión
NcB13 NCF (-) (-) (-) (-) (-) (-)
NcB17 XP_804432 TcCLB.509771.10 28 0.28 T. cruzi trans-sialidase, Group II, putative Invasión
NcB18 XP_804173  TcCLB.463279.20 27 0.72 T. cruzi trans-sialidase, Group II, putative Invasión
NcB19 XP_001351563 PF3D7_0426000 25 1.8 P. falciparum erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1 Establecimiento

TgH56Blike XP_804800  TcCLB.510419.20 24 1.4 T. cruzi trans-sialidase, Group VI, putative Invasión
TgH57Blike XP_821669 TcCLB.511255.10 27 0.14 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión
HhH56Blike XP_816556 TcCLB.506757.60 22 8.5 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión
HhH57Blike XP_806431 TcCLB.508853.20 26 0.47 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión

TgC1 XP_814156  TcCLB.506965.170 34 0.008 T. cruzi trans-sialidase, Group V Invasión
TgC2 XP_814156  TcCLB.506965.171 28 0.15 T. cruzi trans-sialidase, Group VI Invasión
TgC3 XP_821904 TcCLB.511183.230 26 1.4 T. cruzi trans-sialidase, Group V Invasión
TgC4 BAC44837 PF3D7_0102500 30 0.093 T. cruzi erythrocyte binding antigen-181 Adhesión
TgC5 XP_821084 TcCLB.510279.230 32 0.056 T. cruzi trans-sialidase, Group VI Invasión
TgC6 XP_806774 TcCLB.508753.20 28 0.28 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión
TgC7 XP_822017 TcCLB.508221.650 24 6.2 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión
TgC8 XP_822026 TcCLB.508221.870 33 0.027 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión

TgC10 XP_001351221 PF3D7_0315200 26 2.7 P. falciparum circumsporozoite- and TRAP-related protein Adhesión
TgC11 XP_807541 TcCLB.507773.10 27 2.0 T. cruzi trans-sialidase, Group IV, putative Invasión
TgC12 XP_807798 TcCLB.509685.40 28 0.48 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión
TgC13 XP_822017 TcCLB.508221.650 25 4.7 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión
TgC14 XP_822017 TcCLB.508221.651 24 6.5 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión
HhC6a XP_821405  TcCLB.504081.80 27 0.73 T. cruzi trans-sialidase, Group V, putative Invasión
HhC6b XP_001347288  PF3D7_1000100 29 0.16 P. falciparum erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1 Establecimiento
HhC8 XP_001219219  Tb927.1.5300 29 0.16 T. brucei variant surface glycoprotein (VSG), putative Establecimiento

HhC11 XP_001350935 PF3D7_1255200 28 0.54 P. falciparum erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1 Establecimiento
NcC15 XP_829794 Tb927.11.20550 26 3.9 T. brucei variant surface glycoprotein (VSG) Establecimiento
NcC16 XP_001351561 PF3D7_0425800 28 0.5 P. falciparum erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1 Establecimiento
NcC17 XP_001351435 PF3D7_0412400 27 0.58 P. falciparum erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1 Establecimiento
TgA1 XP_001351221 PF3D7_0315200 42 7,00E-05 P. falciparum circumsporozoite- and TRAP-related protein Adhesión
TgD1 XP_821378  TcCLB.511173.80 27 2.8 T. cruzi trans-sialidase, Group V Invasión
TgE1 XP_001611366 BBOV_III002320 28 6.2 B. bovis variant erythrocyte surface antigen-1 Establecimiento
SAG1 AAO72426 TGME49_233460 523 e-150 T. gondii SAG-related sequence SRS29B Adhesión

SRS16B AAK82887 TGME49_320180 230 1,00E-61 T. gondii SAG-related sequence SRS16C Adhesion

Tabla 10. Análisis de factores virulentos asociados a proteínas FamB y FamC. Búsqueda de 

factores virulentos a través de base de datos (http://bioinfo.icgeb.res.in/protvirdb/blast/viroblast.php), y 

comparación con base de datos específica de organismos patógenos eucariotas 

(https://veupathdb.org/veupathdb/app). NCF: Non Coincidence Found.  
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secuencias de aminoácidos en la región variable C-terminal (Fig. 37) y (Fig.39). La diferencia más 

importante es que la proteína TgC2 es más larga en la cepa GT1 comparada a la secuencia TgC2 de 

ME49 (Fig.39), la cual estaría codificada solo por el exón 1 de manera truncada. 

La existencia de 3 genes en N. caninum, 4 en H. hammondi y 14 en T. gondii indicaría que 

en este último se desencadenó una amplificación de los genes de la familia C. Dado que las regiones 

centrales repetidas muestran diferencias en el nivel de la secuencia de aminoácidos que podrían surgir 

de cambios en el marco de codones, se utilizaron las secuencias nucleotídicas codificantes (ARNm) para 

establecer su relación filogenética. Este análisis mostró que la familia C en N. caninum está agrupada 

separada de T. gondii y H. hammondi indicando que ncc16 sería el gen putativo más ancestral (Fig. 40A). 

A su vez, este gen más antiguo presenta una región central con un elevado número de motivos 

repetitivos. La topología del árbol filogenético obtenido muestra una diversificación en T. gondii en la que 

los genes tgc5 y tgc8, ricos en motivos repetitivos, forman un grupo mientras que, otro grupo de genes 

con menos o ninguna presencia de repeticiones forman otro agrupamiento. En H. hammondi, los genes 

se agrupan con aquellos con el menor número de repeticiones. La explosión recíproca y el análisis 

filogenético nos permiten definir ortología y paralogía entre los genes de T. gondii y H. hammondi 

representados por los mismos nombres (Tabla 8, Fig. 40A). En el caso de HhC8, ToxoDB sugiere esa 

identidad, mientras que en el árbol filogenético aparece agrupado con TgC11 y HhC11.  

En conclusión, el modelo básico de genes de la familia C está formado por al menos el exón 

1 y 2, mientras que, a nivel de proteína, tiene un péptido señal, una región repetitiva y una región TM 

(Fig. 40B). 

11.3.1 Caracterización de la expresión génica tgc 

11.3.1.1 Expresión en condiciones normales de crecimiento 

Para corroborar el análisis in silico realizado en las posibles regiones TSS sobre los genes 

tgc, decidimos indagar acerca de la expresión de los mismos en parásitos de la cepa de referencia tipo 

I: RH. En la Fig.41A se presenta una tabla con el detalle de cada uno de los fragmentos esperados. Como 

primera aproximación de expresión, realizamos RT-PCR de todos los genes tgc en taquizoítos  
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Fig.39. Alineamiento estructural intraespecífico de proteínas TgC. Solo se muestran las proteínas 

con región C-terminal variable entre cepas. 
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extracelulares crecidos en condiciones normales de cultivo in vitro. Como se puede observar en la Fig.41B, 

la mayoría de los genes se expresarían, inclusive tgc2 y tgc6, para los cuales no existían datos 

registrados; mientras que los genes tgc4 y tgc12 no muestran productos de amplificación en estas 

condiciones normales de cultivo.  El gen tgc5 es un gen sin intrones, por lo cual el producto de su RT-

PCR sería idéntico al de PCR sobre gDNA, por consiguiente, en el resultado se debería considerar algún  

tipo de contaminación. Sin embargo, no se observaron bandas de gDNA para otros genes de interés y 

controles sugiriendo que tgc5 se expresaría. A su vez, el gen sag1 de taquizoito y tubulina, constitutivos, 

dieron amplificación esperada para ADN copia (ADNc), mientras que para el gen bag1, que no se expresa 

en taquizoito, no se observó banda del tamaño esperado, aunque si algunas amplificaciones 

inespecíficas, tal vez debidas a las condiciones utilizadas en las PCRs. Es importante aclarar que para 

tgc7 se obtuvo un producto de menor tamaño al esperado. Al analizar la base de datos, se observó que  

este gen no estaba en sintenia con las otras cepas. Por lo tanto, se realizó una búsqueda por homología 

de secuencias en la base de datos ToxoDB y se encontró una copia de menor tamaño del gen tgc7 

(TGRH88_000020) en el genoma de RH en otra posición genómica, en sintenia con otras dos cepas 

(RUB y CatPCR2). Por lo cual, el producto génico debería secuenciarse para establecer su identidad. En 

la Fig.41C se muestra una comparación de los niveles de expresión relativos cuantificados por qPCR, 

relativizados al gen de expresión especifica de taquizoítos, sag1; donde, se puede observar la expresión 

de los genes tgc evaluados en la cepa RH en condiciones normales de cultivo in vitro. En el caso de los 

genes tgc4, tgc5 y tgc12 no se observó expresión. 

11.3.1.2 Expresión génica en condiciones de estrés ambiental 

Debido a lo expuesto anteriormente, y a la posible implicancia que estos genes podrían 

tener ante la respuesta ambiental, se midió la expresión génica en parásitos que hubieran sufrido un 

estrés inducido. Para esto, se cuantificaron y analizaron los niveles relativos de expresión en taquizoítos 

extracelulares crecidos en condiciones normales en comparación con taquizoítos sometidos a distintas 

condiciones de estrés ambiental. Para esto se midieron los niveles de expresión de algunos genes tgc  
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por qPCR en condiciones normales, tratados una hora a pH alcalino (el cual se sabe induce la 

diferenciación a bradizoíto), incubados una hora a un estrés térmico por exposición a una temperatura 

elevada a 44°C produciéndoles un shock térmico y una incubación en solución fisiológica (SF), una 

condición en la cual el parásito estaría en un ambiente de inanición por falta de nutrientes (Lin et al. 

2011) (Fig.42). En todos los casos se activó la expresión del gen especifico de bradizoíto bag1 bajo 

condiciones de estrés, como había sido reportado previamente (Dalmasso et al. 2009). Se pudo observar 

que existen variaciones significativas en los niveles de expresión de cada gen tgc según el tipo de 

tratamiento aplicado. Ante la presencia de un estrés alcalino (Fig.42A) la expresión de los genes tgc 

disminuiría en todos los casos con respecto a la expresión en taquizoítos no tratados, siendo significativa 

en tgc3, tgc5, tgc8, tgc10 y tgc11.  En el caso del tratamiento térmico, las expresiones de tgc5 y tgc10 

se incrementaron significativamente, mientras que la expresión de tgc6 y tgc8 descendería (Fig.42B). La 

Fig. 40. Diversidad evolutiva de los genes de la familia C. A. Izquierda, cladograma reconstruido 

a partir de las secuencias nucleotídicas de los genes de la familia C. Los valores en los nodos indican 

el grado de similitud entre los distintos grupos tras 1000 procesos iterativos. En la regla de abajo se 

indica el peso del árbol, en donde cuanto más cercano a 0 sea el valor más relacionadas están las 

secuencias. Medio, modelos estructurales de las proteínas. En azul se demarca la región conservada 

y en rojo el dominio TM. En color amarillo los motivos repetitivos. NLS, señal de localización nuclear. 

Derecha, modelo estructural de los genes, N-terminal, péptido señal (ocre), exón 1: azul, exón 2: 

verde. B. Estructura de TgC8, E1-E2, marca la unión de los dos exones. 
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restricción de nutrientes no pareció afectar la expresión de los genes tgc, con excepción de tgc4, el cual 

parecía pasar de silenciado a expresarse (Fig.42C). 

 

 

 

 

Por lo tanto, podemos decir que casi todos los genes tgc se expresarían en condiciones 

normales de crecimiento en el estadio extracelular de Toxoplasma, pero que su expresión podría estar 

regulada en forma diferencial ante determinadas condiciones de estrés ambiental. 

Fig.41.  Expresión de los genes tgc en condiciones normales. A. Tabla con detalle del tamaño 

esperado para cada gen en pares de bases (pb). B. Expresión en la cepa RH, RT-PCR, gel de agarosa 

1,5%. Figura representativa de 3 experimentos. C.  Cuantificación de la expresión génica en 

taquizoítos extracelulares de la cepa RH relativa a la expresión del gen especifico de taquizoito, sag1. 

ANOVA de una vía, prueba de comparaciones múltiples de Sidak’s α = 0.05, valor de p <0,0001= ****. 

Se realizaron tres experimentos independientes con sus respectivas réplicas por gen cada uno.  
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Fig.42. Cuantificación en tiempo real de la expresión de los genes tgc bajo condiciones de 

estrés. A. Expresión en taquizoítos extracelulares de la cepa RH tratados por 1 hora a pH 8.1. B. 

Expresión en taquizoítos tratados por 1 hora a 44°C. C. Expresión en taquizoítos tratados por 1 hora 

con SF (hambruna). Todas las cuantificaciones fueron normalizadas a la expresión del gen de α-

tubulina de expresión constitutiva y relativizadas a la expresión de los genes en taquizoítos en 

condiciones normales. Valor de p <0,0001 = ****, muy significativo. Cada experimento se realizó por 

triplicado.  
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11.3.2 Caracterización de la expresión proteica TgC 

11.3.2.1 Producción de proteínas recombinantes 

Una vez confirmada la expresión de los genes tgc, decidimos escoger algunos de ellos para 

expresarlos como proteínas recombinantes, generar anticuerpos específicos para subsecuentemente 

determinar su localización subcelular y posible rol inmunomodulador. Los productos proteicos escogidos 

se seleccionaron teniendo en cuenta evidencias de expresión observada en los ensayos de RT-PCR de 

dichos genes. 

A continuación, se describe detalladamente las características estructurales de cada una 

las proteínas de interés: TgC3, TgC5, TgC6 y TgC8, como así también las particularidades que se 

tuvieron en cuenta para cada una de las proteínas recombinantes generadas. Cabe destacar que para 

este análisis utilizamos las secuencias disponibles en la base de datos ToxoDB para la cepa TGME49. 

Todas las proteínas mencionadas tienen evidencia de transcriptómica y/o transcripción por RT-PCR 

(Tabla 8) (Fig.41B).  

 
11.3.2.1.1 rTgC3 

La proteína TgC3 presentaría un sitio de clivaje entre los aminoácidos 46 y 47, y liberaría 

un péptido señal de ~46 aminoácidos en el extremo N-terminal. En este caso, el TM se localizaría hacia 

el extremo C-terminal, entre la glicina 152 y la leucina 168. Por lo tanto, se clonó se manera comercial 

en el vector pET14b la región comprendida entre el aminoácido 48 y el aminoácido 151, y la región C-

terminal entre el aminoacido 169 y el aminoacido 206 quedando una proteína recombinante, rTgC3, 

codificada por un transcripto de 432 pb. El péptido recombinante final, rTgC3, con la etiqueta de 6 

histidinas (6xHis) y el sitio ATG aportados por el plásmido está codificado por 495 pb y 164 aa con un 

peso estimado de ~17 KDa.  

 
11.3.2.1.2 rTgC5  

La proteína TgC5 presentaría un un sitio de clivaje entre los aminoácidos 51 y 52, liberando 

un péptido señal de 51 aminoácidos. Presentaría un dominio hidrofóbico transmembrana entre la 
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isoleucina 43 y la valina 59 y también presentaría una secuencia señal de localización nuclear NUCDISC: 

PSRRKVR, en el aminoácido 26. Por lo tanto, en este caso se clonó en vector de expresión pRSET-A 

de manera estándar a partir del aminoácido 60 hasta el extremo C-terminal. El péptido recombinante 

final, rTgC5, con la etiqueta de 6xHis y la región desde el ATG aportada por el plásmido está codificado 

por 783 pb y 261 aa con un peso molecular de ~27 KDa.  

11.4.1.3 rTgC6 

La proteína TgC6 tendría un posible sitio de clivaje entre los aminoácidos 48 y 49, que 

parecería ser un péptido señal clivable. La predicción arrojó que la proteína presentaría un TM probable 

en el extremo N-terminal entre los aminoácidos 36 y 54 y un segundo entre los aminoácidos 148 y 164. 

Por lo tanto, la región clonada fue entre los aminoácidos 55 y 147 en el vector pET14b de manera 

comercial.  El péptido recombinante final, rTgC6, tendría desde el ATG del plásmido, incluyendo el 6xHis 

un tamaño de 474 pb, posee un peso molecular de ~17 KDa. 

11.4.1.4 rTgC8 

De todas las proteínas de esta familia, TgC8 es la única con datos de proteomica. TgC8 

presentaría un posible sitio de clivaje entre los aminoácidos 59 y 60, liberándose un péptido señal de 59 

aminoácidos. Además, presentaría según la predicción dos dominios transmembrana, uno a partir de la 

isoleucina 55 hasta la valina 71, que incluiría el sitio de clivaje; y un segundo dominio transmembrana a 

partir de la metionina 267 y la alanina. Por lo tanto, se clonó de manera estándar en el vector de expresión 

pRSET-A la región no transmembrana comprendida entre la cisteína 75 hasta la prolina 265, quedando 

así un amplicon de 573 pb. La proteína recombinante final, rTgC8, tendría desde el ATG del plásmido, 

incluyendo el 6xHis hasta el codón terminador del plásmido un tamaño de 750 pb, estaría codificada por 

249 aa y presentaría un peso molecular de ~25 KDa. 
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11.3.2.2 Producción de anticuerpos específicos 

 Para llevar a cabo la producción de anticuerpos policlonales específicos de cada una de 

las proteínas seleccionadas, expresamos de manera recombinante cada una de ellas (rTgC3, rTgC5, 

rTgC6 y rTgC8, respectivamente). Todas fueron clonadas en vectores de expresión en bacterias, donde 

rTgC5 y rTgC8 fueron obtenidas por clonado en el vector pRSET-A de manera estándar y rTgC3 y rTgC6 

en el vector pET14b a partir de síntesis de manera comercial. Todas fueron expresadas mediante la 

inducción con IPTG y purificadas en columnas de níquel en condiciones desnaturalizantes. Todas las 

proteínas recombinantes se expresaron de forma soluble, y se resolvieron en geles SDS-PAGE 15% 

(Fig.43A). Los tamaños de las proteínas recombinantes no se condijeron con los tamaños esperados en 

el caso de rTgC5 y rTgC8. Al purificarlas observamos dos bandas, una de menor tamaño de entre 20-25 

KDa y otra de mayor tamaño cercana de los 40-45 KDa en ambos casos (asteriscos negros en la Fig.43A). 

Por otra parte, realizamos una inmunodetección de las proteínas recombinantes utilizando un anticuerpo 

α-histidina, el cual reconoce específicamente la etiqueta de poli histidina presente en cada una de ellas 

(Fig.43B). En todos los casos pudimos constatar la presencia de bandas aproximadas al tamaño esperado 

en el caso de rTgC3 y rTgC6, pero en el caso de rTgC5 y rTgC8, observamos solo las bandas de mayor 

tamaño en ambos casos. Debido a esto y para corroborar que dichas proteínas se correspondían con 

los productos esperados, todas las bandas se enviaron a secuenciar por espectrometría de masas. 
 
A través de los resultados de espectrometría de masa se confirmó que la banda de mayor 

tamaño se correspondía con las proteínas recombinantes esperadas en el caso de rTgC5 y rTgC8 

mientras que la banda de menor tamaño no trajo resultados. Por otro lado, en el caso de rTgC3 y rTgC6 

las bandas correspondientes a las proteínas recombinantes se condijeron con las esperadas. Las 

proteínas recombinantes fueron utilizadas para inmunizar ratones y de esta manera se produjeron los 

anticuerpos policlonales correspondientes. 
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11.3.2.3 Inmunodetección en condiciones normales de crecimiento 

Analizamos la reactividad con extractos de proteína total de taquizoítos extracelulares 

crecidos en condiciones normales, tanto de la cepa RH como así también de otra cepa disponible en el 

laboratorio, la cepa tipo II, PRU (en el caso de TgC5 y TgC8). Como control probamos los anticuerpos 

con extractos proteicos provenientes de la célula hospedadora. 

 

 

Los extractos totales también fueron ensayados con diluciones correspondientes de los 

sueros pre-inmunización para cada uno de los casos, no resultando reactivos (Fig. 44). 

Todos los sueros ensayados reconocieron productos proteicos para las respectivas 

proteínas TgC en taquizoítos extracelulares (Fig. 44). El tamaño esperado de la proteína nativa TgC3 era 

de 22 KDa para la cual se observaron dos bandas de distinto tamaño, una de ~30 KDa y otra de ~50 

KDa. En el caso de TgC5 el tamaño esperado era de 29 KDa y se observó una proteína de ~38 KDa. El 

tamaño esperado para la proteína nativa TgC8 era de 31 KDa y el tamaño observado fue de ~40KDa. A 

diferencia del resto, para TgC6 se observaron bandas muy poco intensas. Si bien el tamaño esperado  

Fig.43. Purificación de las proteínas recombinantes (rTgCs) en condiciones desnaturalizantes. 

A. Tinción con coomasie blue, SDS-PAGE 15%. En cada caso se sembró 1 µg de proteína 

recombinante. Tamaño esperado de rTgC3 ~17 KDa, observado ~25 KDa; tamaño esperado de rTgC5 

~27 KDa, tamaño observado ~25 KDa y ~45 KDa; tamaño esperado para rTgC6 ~ 17 KDa, tamaño 

observado ~25 KDa; tamaño esperado para rTgC8 ~25 KDa, tamaño observado ~25 KDa y ~40 KDa. 

B. WB de las proteínas recombinantes, en todos los casos se sembró 1 µg de proteína recombinante. 
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para la proteína TgC6 era de 21 KDa, la presencia de numerosas bandas no permite descartar la 

presencia de contaminantes, por lo tanto, la especificidad debería ser corroborada. 

11.3.2.4 Inmunolocalización subcelular 

El siguiente paso fue indagar acerca de la localización subcelular de dichas proteínas y para 

esto se realizaron ensayos de IFI en taquizoítos intracelulares. En el caso de TgC5 y TgC6 no fue posible 

localizar a dichas proteínas en taquizoítos intracelulares, consiguiendo únicamente localizar 

subcelularmente a TgC3 y TgC8. TgC3 se localiza excluyendo completamente al núcleo, concentrada 

hacia el extremo basal de los parásitos (Fig. 45A) mientras que la proteína TgC8 tendría una localización 

compatible con el extremo apical del taquizoito intracelular (Fig. 45A), teniendo en cuenta que el taquizoito 

se replica y desarrolla con el ápice mirando hacia la periferia en la VP. Cabe destacar que no todos los 

parásitos están marcados con el anticuerpo anti-TgC8, sugiriendo que el anticuerpo puede ser deficiente 

para su uso en la técnica de inmunofluorescencia o que no todos los taquizoítos expresan TgC8 al mismo 

Fig. 44. Análisis por WB de los anticuerpos α-TgC con extractos proteicos de T. gondii. Se 

sembraron extractos de proteínas totales (PT) provenientes de 1.10
7
 taquizoítos extracelulares de la 

cepa RH y de la cepa PRU, y 1.10
7 

células provenientes de fibroblastos de prepucio humano, HFF 

crecidas en condiciones normales de cultivo. A. a-TgC3, suero de ratón, dilución 1:500. B. a-TgC5, 

suero de ratón, dilución 1:500. C. a-TgC6, suero de conejo, dilución 1:1000. D. a-TgC8, suero de ratón, 

dilución 1:500. PIR: pre-inmune de ratón, PIC: pre-inmune de conejo. 
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tiempo. Todos estos hallazgos deben confirmarse con marcadores adecuados (anticuerpos anti-

proteínas de las micronemas, Mic; para marcar la región apical y/o transfección con el gen tgc8 

etiquetado, etc). 

 

11.3.2.5 Sobreexpresión de TgC6 

Con el fin de complementar el análisis de expresión de los genes tgc decidimos generar 

líneas de parásitos que sobrexpresen algunos de estos genes. Comenzamos por generar una línea 

celular que sobreexprese el gen tgc6. Para esto transfectamos parásitos de la cepa RH∆hxgprt que 

poseen un cassete de selección para xantina y ácido micofenólico lo cual nos permitió crecer parásitos 

y seleccionar solo aquellos que incorporaron el plásmido con la copia extra del gen junto a la selección. 

En primer lugar, evaluamos por PCR la correcta inserción del transgen en el genoma de la cepa parental, 

en la Fig. 46A podemos ver una banda correspondiente a una región del transcripto de la copia extra del 

gen tgc6. Luego evaluamos por WB la presencia de posibles productos proteicos (Fig. 46B). Se pudo  

Fig. 45. Localización subcelular por inmunofluorescencia de proteínas TgC. A. Localización de 

TgC3 en taquizoítos intracelulares de la cepa RH, dilución 1:100. B. Localización intracelular de TgC8, 

dilución 1:500. SAG1: antígeno de superficie 1. 
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observar la presencia de una banda de ~30-31 KDa que se correspondería con el tamaño de la proteína 

esperada. A nivel celular en taquizoítos extracelulares observamos que la proteína presentaría una 

marca en todo el parásito (Fig. 46C). Es importante resaltar, además, que esta línea sobreexpresante 

presenta un crecimiento lento y no se pudo obtener clones por lo que se considera necesario realizar 

más ensayos de caracterización de la cepa y confirmar su localización por otros métodos microscópicos. 

Fig. 46. Sobreexpresión de la proteína TgC6. A. PCR de ADN genómico poblacional de la cepa 

salvaje (RH), la cepa parental (RHΔhxgprt) y la sobreexpresante (RHΔhxgprt-tgc6(++)pTUB). Los 

fragmentos amplificados se corresponden con una región del locus del gen tgc6, banda de 1433 pb, 

y una de menor tamaño de 138 pb (asterisco) correspondiente a una región del transcripto extra del 

gen. MP: marcador de peso. B. WB poblacional de taquizoítos RHΔhxgprt-TgC6(++)pTUB. Se 

sembraron extractos de proteínas totales (PT) provenientes de 1.10
7
 taquizoítos extracelulares. α-

TgC6 de conejo dilución 1:1000. C. Localización de TgC6 en taquizoítos extracelulares de la cepa 

RHΔhxgprt-TgC6(++)pTUB. α-TgC6 1:100. 
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11.3.2.6 Ensayos de inmunogenicidad 

Con el objetivo de saber si las proteínas TgC recombinantes podrían ser reconocidas como 

antígenos durante la infección, se evaluó entonces, la capacidad de las mismas en ser detectadas 

durante la respuesta humoral en ratones infectados con T. gondii. Para esto, infectamos ratones 

intraperitonealmente con taquizoítos de T. gondii de la cepa ME49 y extrajimos sangre a los 30 días para 

analizar la respuesta humoral midiendo inmunoglobulinas totales (IgG) por ELISA contra TgC3 (TSF3), 

TgC5 (TSF5), TgC6 (TSF6) y TgC8 (TSF8). En la Fig. 47 podemos observar la respuesta obtenida para 

cada una de las proteínas como así también para el control positivo, TLA. En todos los casos observamos 

una reactividad superior al control no infectado, sugiriendo una posible respuesta humoral contra las 

proteínas TgC aquí evaluadas (Fig. 47). En el caso de TgC3, TgC6 y TgC8 la respuesta fue significativa. 

Estos resultados parecerían indicar una estimulación de la respuesta humoral durante a infección por 

parte de las proteínas TgC aquí estudiadas, aunque muy leve. 

La proteína recombinante rTgC8, es una variante con numerosas unidades de motivos 

repetidos en su secuencia (Fig. 36 y Fig. 40), mientras que TgC6 recombinante (rTgC6), tiene el mínimo 

de exón 1 y 2 de la estructura proteica, sin motivos repetidos en su secuencia (Fig. 36 y Fig. 40). Se evaluó 

entonces, la reactividad de dichas proteínas ante sueros de ratones infectados de forma experimental 

con 20 quistes de la cepa ME49 de T. gondii por vía oral.  Los sueros se obtuvieron en diferentes días 

después de infección y fueron analizados por IgG-ELISA sensibilizados con rTgC8 o rTgC6. En el caso 

de TgC8, un pico de reactividad se pudo observar el día 15 post-infección, aunque con valores bajos de 

OD, que disminuyeron rápidamente en el día 21 y posteriores (Fig. 48A). Por el contrario, la reactividad 

contra rTgC6 fue baja, pero aumentó a lo largo del tiempo de la infección (Fig. 48A). En conjunto, rTgC8 

parecería ser más sero-reactiva durante la infección aguda, mientras que rTgC6 sería reactiva en caso 

de infección crónica, en el modelo ratón.  

Del mismo modo, se analizaron sueros de mujeres embarazadas agrupadas en negativas 

y con infecciones toxoplasmáticas crónicas o agudas (Fig. 48B). Para ambas proteínas recombinantes,  
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rTgC6 y rTgC8, solo unos pocos sueros parecerían ser reactivos, superando el valor de corte (Fig. 48B). 

No obstante, los promedios de OD fueron significativamente mayores en el grupo de sueros agudos para 

rTgC8 y sueros crónicos para rTgC6 (Fig. 48B), en la misma línea de lo observado en el modelo de 

infección en ratones. Estos resultados, sugieren un valor antigénico pobre para estas proteínas durante 

Fig. 47. Medición de IgG total en la respuesta humoral a proteínas TgC. Control: ratones no 

infectados. OD: Absorbancia a 655 nm. Unpaired t-test. Valor de p <0,0001 = ****, muy significativo. 
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la infección en humanos y/o la presencia de diferentes cepas y/o estímulos ambientales en cada 

individuo.   

 

 

 

 

  

Fig. 48. ELISA α-IgG con TgC6 y TgC8. La placa se sensibilizó con 5 µg/ml por pocillo. Los sueros 

se utilizaron en una dilución de 1:100. El anticuerpo secundario fue α-IgG humana de conejo 

conjugado con peroxidasa, utilizado en una dilución 1:20000 (Santa Cruz Biotechnology). El valor 

de corte se calculó como el promedio de las de los sueros negativos más 1 desviación estándar. 
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12. Discusión del capítulo II 

Las regiones subteloméricas son pobres en genes, pero en muchos casos los genes 

subteloméricos responden a aspectos relevantes de la biología del organismo: variación antigénica, 

patogenia, respuesta a estrés, etc. Por dicha razón, consideramos pertinente conocer en profundidad el 

perfil génico de las regiones STs de T. gondii descriptas en el capítulo anterior. Pudimos observar que, 

de los genes únicos, solo 13 genes tienen una anotación funcional, mientras que el resto (57) fueron 

anotados como hipotéticos. Dentro de los genes únicos funcionales hay 5 de 13 que codifican para 

productos cuya localización por LOPIT es nuclear/nucleolar. Es un número modesto, y debería 

corroborarse su localización. De hecho, algunos parecen tener otras localizaciones en sus contrapartes 

humanas. Aún así, parecieran focalizarse en tres subcompartimientos: núcleo, membrana/vesículas, 

mitocondria. Estos datos podrían sugerir un cierto sesgo a la presencia de genes asociados a una vía 

biológica común debido a posibles arreglos evolutivos. Ese sesgo no sería raro ya que las regiones STs 

suelen agrupar genes de alguna ruta metabólica o aspecto biológico en particular. En avena se observó 

la presencia de 12 genes relacionados a una vía biosintetica de la defensa contra patógenos, arreglados 

en forma de clúster en una región subtelomérica (Li et al. 2021). Otro aspecto importante fue la 

observación de que varios genes presentan diferencias en el número entre las diferentes cepas de T. 

gondii, como así también modificaciones en el tamaño de la estructura génica.  Esta observación también 

indicaría que estos genes podrían estar sujetos a cambios asociados a la plasticidad genómica, 

probablemente asociada a su ubicación en regiones STs. Existen evidencias que sugieren que las 

regiones subteloméricas son altamente dinámicas con una mayor tasa de duplicación génica que el resto 

del genoma (Brown, Murray, & Verstrepen 2010). 

Los genes hipotéticos surgen de programas que definen posibles exones e intrones. La 

presencia de ARNm permite una confirmación de su identidad génica. Dentro de los genes hipotéticos, 
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solamente el 42% de los genes (24 genes) presenta alguna evidencia de su naturaleza génica: 

proteomica (incluyendo LOPIT) y/o transcripción. De los genes hipotéticos solo dos codificarían 

productos con homología a la Familia B, TGME49_321280 (tgh57) y TGME49_321270 (tgh56); mientras 

que otros 9 de ellos (tgh4, tgh18, tgh20, tgh23, tgh28, tgh29, tgh31, tgh38 y tgh43) solo tendrían 

asociación a un dominio TM y/o péptido señal, aunque deberían realizarse más experimentos para su 

confirmación. Por otra parte, el 49% tendrían únicamente datos de score de fitness relacionado al 

fenotipo, pero sin evidencia de expresión alguna; y el restante 9% no tendría ninguna evidencia adicional, 

además de estar silenciados. Esta posibilidad no los descarta como genes funcionales ya que las 

regiones subteloméricas estarían bajo la influencia de silenciamiento por el efecto de posicionamiento 

TPE (Ottaviani, Gilson, & Magdinier 2008; Hernández-Rivas et al. 2010; Scherf, Figueiredo, & Freitas-

junior 2001; Harari et al. 2013; revisado por Kwapisz & Morillon 2020). Del análisis de la sintenia de este 

grupo génico también se desprendió la observación de posibles eventos de recombinación y 

reordenamiento entre algunos genes resaltando nuevamente la versatilidad de las regiones STs y su 

dinámica. En resumen, cerca de la mitad de ellos ameritan considerarlos genes reales realzando su 

interés para comprender sus perfiles de expresión, funciones, localización subcelular, etc; con el fin de 

ahondar sobre la función general de los STs de T. gondii. Un aspecto interesante en este sentido surgió 

en un trabajo publicado recientemente y discutido al final de esta sección. 

Considerando que los genes tgb y tgc han sido descriptos como importantes para entender 

como funcionan las interacciones huésped-patógeno (Lorenzi et al. 2016), además de ser buenos 

candidatos para entender las diferencias entre especies en cuanto a colonización del nicho (Reid et al. 

2012), resulta atractivo estudiar este tipo de familias para poder entender los mecanismos claves de 

supervivencia y adaptación en este tipo de parásitos. Estos genes claramente fueron asociados a familias 

multigénicas localizadas en regiones subteloméricas. Básicamente, la existencia de dos familias 

multigénicas de proteínas que expresarían proteínas integrales de membranas en los STs de T. gondii, 

sin una asociación con alguna función molecular, recuerda a las familias multigénicas de variación 
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antigénica de Plasmodium sp, T. brucei y de algunos hongos (Omelianczyk et al, 2020; Ramirez 2019; 

Cormack et al. 1999, De Las Penas et al. 2003; Hoyer 2001). Sin embargo, no se nos debería escapar 

que otras familias multigénicas de T. gondii, donde también sus genes parecieran codificar para proteínas 

integrales de membrana (FamA, FamD y FamE), no están localizadas en regiones ST del parásito, así 

como otros genes de proteínas de superficie SRS (Lorenzi et al. 2016). Por lo tanto, la presencia 

subtelomérica de FamB y FamC es aún intrigante. Solo poder discernir sus funciones podrá arrojar 

alguna luz a ese tema.  

Algunos genes, tanto de las familias FamB como FamC, mostraron datos de transcriptómica 

sugiriendo que estos se transcriben, aunque en menores niveles que otros genes (46% y 60% 

respectivamente en comparación al 96% de los genes con FA). Aquí solo hemos analizado por RT-PCR 

genes de la familia FamC y pudimos corroborar que la mayoría de ellos se transcribe. Resultó atrayente 

el hecho de que en la mayoría de ellos se encontró correlación entre en los datos de transcriptómica, 

nucleosomas activos y RT-PCR. Sin embargo, para algunos de ellos (tgc5, tgc6, tgc8 y tgc12) no 

coinciden los datos nucleosómicos, con los de transcripción masivos y la RT-PCR de nuestro laboratorio. 

Eso puede deberse a que justamente los datos masivos podrían analizan una enorme cantidad de datos 

y están sujetos a menores niveles de reproducibilidad inter ensayos. De hecho, a veces no coinciden los 

datos de transcriptoma de RNA-seq con los de microarray (van der Kloet et al. 2020).  

Los datos observados respaldarían en parte, la asociación a marcadores de sitios activos 

de la transcripción presentados en la sección 11.1.2.2 (Tabla 8) estableciendo una correlación entre la 

presencia de la marca de histona H3K4me3 y el doble nucleosoma de variantes (H2A.Z/H2B.Z) en la 

región TSS con la expresión génica activa. Por otra parte, los genes silenciados se asociarían a la 

presencia de H2A.X (Dalmasso et al. 2009; Bogado et al. 2014; Nardelli et al. 2022) y tal vez la 

combinación de H2A.X con algunas de las otras histonas podría estar asociada con promotores 

ambiguos como ya se mencionó. Al analizar los nucleosomas presentes en el promotor de los genes 

tgc2 y tgc5, la distribución observada sería compatible con genes silenciados (Tabla 8, Fig.41). Los 
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resultados de la RT-PCR serían más sensibles sobretodo en caso de que en la población existan 

parásitos que expresen el producto mientras otros lo estén silenciando a nivel de célula individual, como 

también podrían ser cepa específicos.  

 
Los genes tgc4 y tgc12 en cambio, podrían asociarse con genes pausados ya que no solo 

muestran enriquecimientos en H2A.X, sino también al menos en uno de los marcadores de promotores 

activos por lo que podrían considerarse regiones ambiguas (Tabla 8, Fig.41). Por último, cabe mencionar 

el caso de tgc7, el cual no se condijo con lo propuesto para su región TSS y datos de transcriptómica. 

Cuando se revisó la sintenia se pudo observar que tgc7 tendría una localización distinta en el genoma 

de RH que en ME49 y además con un tamaño génico menor, según el análisis comparativo (dato no 

mostrado). El hecho de que los tamaños de los fragmentos amplificados no se condijeron con los 

esperados podría corresponderse a las diferencias entre cepas. Mientras que la no detección de su 

expresión podría deberse a la amplificación inespecífica, ya que las mayores diferencias en la estructura 

génica de tgc7 entre las cepas ME49 y RH se dan en las regiones 5’ y 3’ del gen (esta ultima donde se 

diseñaron los oligonucleótidos utilizados con el genoma de ME49).  

En este sentido, consideramos que más importante que determinar su expresión génica, 

cuyos transcriptos pueden estar sujetos a regulación traduccional, es determinar su expresión a nivel de 

proteína. Más aún, lo más relevante es conocer la presencia de los productos proteicos de esos genes 

de la FamB y FamC a nivel celular, para establecer si hay diferencias en sus perfiles de expresión.  El 

análisis de WB es compatible con la expresión de las proteínas TgC8 (Tsf8), TgC5 (Tsf5) y TgC3 (Tsf3), 

mientras que el resultado para TgC6 (Tsf6) pareciera mostrar una banda muy débil, indistinguible de 

posibles contaminaciones menores que pueden ser observadas con sueros policlonales generados a 

partir de proteínas recombinantes purificadas de bacterias.  La marcación por IFI en parásitos 

intracelulares muestra patrones diferentes en la localización de las proteínas TgC3 y TgC8. Mientras que 

la primera pareciera ser citosólica con localización predominante hacia región posterior del taquizoito, 

TgC8 mostraría una marca más apical, y no en todos los taquizoítos. Podría ser que se trate de diferentes 
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localizaciones de las proteínas o que algún anticuerpo este dando reacciones inespecíficas. Para ello 

deberíamos generar taquizoítos con etiquetados endógenos que nos permitan resolver la localización de 

ambas proteínas con anticuerpos anti-etiqueta. No obstante, cabe destacar que las proteínas de las 

variantes multigénicas Rifin, de P. falciparum, presentan diferentes localizaciones subcelulares, siendo 

algunos de ellos localizados en la región apical y otros citosólicos en el merozoíto (Petter et al. 2007). 
 

En el análisis realizado en búsqueda de posibles factores virulentos asociados a las 

proteínas TgC, encontramos que muchos de ellos parecieran estar relacionados a proteínas integrales 

de membranas codificadas por familias multigénicas, tal como ocurre en T. cruzi, T. brucei, B. bovis y P. 

falciparum. Entre ellas las Transialidasas y los antígenos variables de superficie. Dado que se observó 

una amplia variación entre las regiones que presentan cierta identidad, el bajo score, lo limitado de la 

región de identidad detectada (entre 43 y 60 aminoácidos semi-conservados) probablemente este 

resultado este mostrando más la gran diversidad de genes variables de esas especies, las cuales 

terminan encontrando cierto nivel de identidad a nivel proteína por las cientos a miles de versiones de 

proteínas integrales que conforman a dichas familias, más que una relación filogenética. La presencia 

de genes FamB y FamC en las tres especies de Apicomplexa, y no en otros Apicomplexas, sugiere que 

esos genes no tienen origen génico, y se crearon a partir del ancestro común a N. Caninum, H. 

hammondi/T. gondii, lo cual descartaría un origen común con genes de variación antigénica de otros 

parásitos del phylum Apicomplexa, pero no descartar un rol similar.  Un aspecto interesante es que con 

respecto a N. caninum, esos genes se expandieron en H. hammondi y sobre todo en T. gondii. Esto 

debería sugerir una mayor dinámica genómica en T. gondii y/o una relevancia biológica de estos genes, 

aún no determinada. Una vez más, un estudio reciente pareciera arrojar alguna luz sobre este aspecto, 

el cual es discutido al final de esta sección.  

La respuesta humoral contra TgC8 y TgC6 fue baja en absorbancia y, en el caso de 

humanos, en el número de sueros individuos con toxoplasmosis reactivos. En ese sentido, la inmuno-

reactividad de los sueros humanos con Malaria contra proteínas VSA de Plasmodium también es baja 
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(entre 10-30%) (Oliveira et al. 2006; Albrecht et al. 2014)). En Plasmodium vivax, los genes vir no tendrían 

exclusión alélica, no habiendo expresión clonal de las proteínas Vir en la superficie de los reticulocitos 

infectados. Más aun, los individuos infectados por primera vez con P. vivax mostrarían niveles de IgG 

anti-Vir, revelando una respuesta humoral adquirida naturalmente (Fernandez-Becerra et al. 2005; 

Oliveira et al. 2006). Estos datos son consistentes con un papel importante de los genes vir en la evasión 

de la respuesta inmune, pero son inconsistentes con un rol en el sentido estricto de la variación 

antigénica. Estos datos están de acuerdo, además, con la opinión de que los genes vir podrían estar 

implicados en otro mecanismo de evasión de la respuesta inmune aún no descubierta (del Portillo et al. 

2004; Fernandez-Becerra et al. 2009). En este sentido, pudimos ver que los genes tgc subteloméricos 

en Toxoplasma no estarían sujetos a una expresión monoalelica y quizás sus bajos niveles de 

absorbancia y/o inmuno-reactividad estén relacionados con su baja expresión. Más estudios se deberían 

realizar para dilucidar ese aspecto, incluyendo estudios tipo “single cell”. Por ejemplo, sería interesante 

analizar cómo impacta en la respuesta humoral la sobrexpresión de dichos genes con promotores 

constitutivos en el modelo ratón.  

  Un aspecto interesante, es que algunas proteínas FamC poseen motivos repetidos en 

su región variable amino terminal. El gen ancestral propuesto, ncc16, y la proteína TgC8 son ejemplos 

de los más ricos en esas regiones repetitivas. De manera interesante, esas regiones repetitivas son 

diferentes en secuencia aminoacidica y parecieran responder a modificaciones del marco de lectura en 

su evolución.  En nuestro caso, podríamos considerar a las proteínas NcC15, NcC16, HhC6a, HhC6b, 

TgC5 y TgC8 como proteínas del tipo tándem repeat (TR) ya que cuando analizamos las secuencias 

correspondientes a las regiones inter-dominios transmembrana, vimos que estas presentaban patrones 

repetitivos en tándem y, además, que estos patrones repetitivos presentaban diferencias con respecto a 

la cantidad dentro de las mismas entre distintas cepas. Dichas observaciones nos darían la pauta no 

solo de que estas proteínas podrían estar asociadas a la respuesta inmune, sino que también la cantidad 

de motivos repetitivos en las regiones hipervariables de las proteínas FamC analizadas podrían ser 
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determinantes en su rol biológico actual, aunque aún desconocido. En un trabajo realizado por Moraes 

Barros  y col., (Moraes Barros et al. 2012), demostraron que entre las familias génicas asociadas a la 

evasión de la respuesta inmune en T. cruzi, asociadas a las regiones subteloméricas, se encuentran las 

TS, involucradas en la invasión de células hospedadoras, cuya región C-terminal que contiene 

repeticiones de aminoácidos inmuno-dominantes definen el antígeno SAPA, mientras que el dominio N-

terminal contiene la supuesta región para la actividad enzimática. El antígeno SAPA induce una fuerte 

respuesta humoral detectada poco después de la infección, tanto en humanos como en ratones. Esta 

respuesta está dirigida al dominio inmuno-dominante, pero es irrelevante en términos de neutralización 

de la actividad TS. Al comienzo de la infección en el ratón parecieran existir anticuerpos capaces de 

neutralizar la actividad TS, lo que llevó a la sugerencia de que la función in vivo de estas repeticiones es 

alterar la respuesta humoral al dominio de repetición hasta que se establezca la infección (Leguizamón 

et al. 1994). Por otra parte, en T. brucei el mecanismo de respuesta humoral esta mediado por una única 

glicoproteína variante de superficie: VSG, codificada por más de 1000 genes vsg de expresión 

monoalélica, los cuales cambian entre sí, generando el mecanismo de variación antigénica (Field & 

Boothroyd 1995). La expresión de los genes vsg se produce a partir de un sitio de expresión telómero-

proximal (ES). El gen vsg presente en un ES puede ser sobre escrito por un proceso de recombinación 

(Pays et al. 1983), resultando en el reemplazo de la secuencia en el ES por la secuencia de un gen vsg 

donante (Cross 1990; Pays, Vanhamme, & Berberof 1994). Alternativamente, se puede activar un nuevo 

ES o intercambiar secuencia entre dos ES para permitir la expresión de un nuevo gen vsg. 

Aproximadamente 1-2 Kbp corriente arriba del gen vsg en el ES se encuentra un número variable de 

repeticiones de 76 pb, que han sido mapeadas en el límite 5' de la recombinación (Campbell, Thornton, 

& Boothroyd 1984), aguas arriba de genes vsg dadores (Liu et al. 1983), y cercano o dentro del extremo 

3' del marco de lectura abierto  (Bernards et al. 1981; Liu et al. 1983); sugiriendo que estas secuencias 

repetitivas podrían actuar como un límite de movilización de secuencias para la recombinación de genes 

de la familia 117 VSG (Field & Boothroyd 1995).  
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Por lo tanto, estas observaciones concuerdan con lo mencionado anteriormente para los 

genes vir de P. vivax, y con nuestras observaciones de expresión de los genes tgc, como así también 

para con el valor inmunogénico observado para TgC6 y TgC8. Dado que todo lo que sea motivos 

repetitivos en proteínas genera un patrón de reconocimiento. Las regiones repetitivas en los genomas 

constituyen una fracción abundante de los genomas eucariotas ya que aportan variación genética 

cuantitativa en las estructuras y funciones de las proteínas, ofreciendo beneficios adaptativos para los 

organismos en distintos nichos ecológicos (Mendes et al. 2013). Hay un trabajo donde se encontró una 

buena correlación entre la presencia de regiones repetitivas y genomas de parásitos eucariotas versus 

los eucariotas de vida libre. Este trabajo encontró que las proteínas conteniendo dichas regiones estarían 

implicadas en la supervivencia de los parásitos dentro de la célula hospedadora (Gaillard et al. 1991). 

De hecho, varias proteínas con regiones repetitivas están involucradas en la interacción huésped-

patógeno, como ser la entrada a la celula hospedadora y la adaptación para la supervivencia intracelular 

(Gaillard et al. 1991; Kȩdzierski et al. 2004). Mendes y col., (2013) demostraron que los parásitos 

intracelulares poseen más proteínas de superficie y/o secretadas con motivos repetitivos que aquellos 

que son extracelulares o de vida libre y resaltan además la presencia de secuencias señal en su 

estructura (Mendes et al. 2013). Por lo tanto, los estudios descriptos en esta tesis son el comienzo para 

dilucidar el posible rol biológico de estos genes de la FamB y FamC en T. gondii.   
  

Se ha especulado que la preferencia de los genes TS, al igual que todos los genes 

subteloméricos de especies parasíticas, por las regiones teloméricas-subteloméricas está íntimamente 

conectada con la generación de variantes de proteínas para sortear el sistema inmune vía recombinación 

no homologa (Moraes Barros et al. 2012). Un hallazgo reciente, demostró que las regiones 

subtelómericas de T. cruzi son un punto importante de reparación por la vía de recombinación homóloga, 

y aumentarían enormemente la variabilidad de las familias multigénicas asociadas a estas regiones 

(Chiurillo et al. 2016). En este sentido resulta interesante resaltar el caso de genes como tgc4, tgc6 y 

tgc10 en los cuales existen eventos de duplicación génica especifica dentro de cepas de T. gondii, 
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inclusive con cambios en la sintenia de los genes (ToxoDB), lo que sugiere a estos loci también, como 

puntos posibles de recombinación génica. 

Finalmente, Primo y col., (2021) publicaron un análisis de evolución y datos de 

resecuenciación de ARNm de taquizoítos crecidos in vitro por 1500 generaciones donde se publicó una 

base de datos de expresión diferencial, DEA, en parásitos extra e intracelulares (Primo et al. 2021). Solo 

un gen ST de 12 genes fue detectado en el análisis DEA de parásitos intracelulares. Por otra parte, se 

ha visto que tanto miembros de las familias TgB como TgC como así también algunos genes hipotéticos 

internos de ST, y uno con función asignada, también interno de ST, incrementaron sus expresiones en 

la versión extracelular (Tabla 11). La mayoría de los genes hipotéticos que incrementaron su expresión 

en las condiciones del ensayo no presentaban evidencias de transcripción en la base de datos, con 

excepción del gen TGGT1_306688 correspondiente a TGME49_306688 (79.0/85.0; Tabla 5). Interesante, 

las expresiones de los genes FamA, FamD y FamE solo mostraron reducir sus niveles de expresión 

mientras que no ocurre lo mismo con FamB y FamC, a excepción de un gen famB que delimita el ST 

(TGGT1_276230). En total son 15 genes STs internos de 435 genes que incrementaron sus expresiones 

bajo presión de selección durante su ciclo lítico in vitro. Los genes que incrementan su expresión en 

estas condiciones podrían estar indicando una adaptabilidad del parásito a una vida extracelular in vitro, 

que no esta presente a nivel fisiológico. Es así que se considera que dichas proteínas podrían tener un 

rol durante el mecanismo de invasión de la célula hospedadora (análisis de datos de Primo et al. 2021). 

Respecto de las familias multigénicas, pareciera interesante el hecho de que podrían tener funciones de 

adaptabilidad diferentes entre el grupo subtelomérico con respecto a las familias presentes en la región 

de eucromatina FamA, FamE y FamD.  
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DEA intra Gen Localización DEA extra up Gen Localización DEA extra down Gen Localización
TGGT1_264260 HP ST (tgh17- interno) TGGT1_317720 eIF3 ST-FA (interno) TGGT1_220840 TS ST-FA (borde)
TGGT1_213620 TGGT1_301890 FamB ST (tgb11 -interno) TGGT1_237894 ST-OTU ST-FA (borde)

TGGT1_213635 TGGT1_361230 FamB
ST (GT1-NA)

 97% identidad tgb11 , 
interno

TGGT1_276230 FamB ST (tgb5 -borde)

TGGT1_216290B TGGT1_411240 FamB
ST (GT1-NA)
97% identidad 

TGGT1_361230
TGGT1_243190 FamA Otra

TGGT1_254840 TGGT1_200700 FamC ST (tgc2 -interno) TGGT1_278390 FamA Otra
TGGT1_262590 TGGT1_307260 FamC ST (tgc3  -interno) TGGT1_278400 FamA Otra

TGGT1_262600 TGGT1_411160 FamC
ST (GT1-NA)

59% identidad tgc13 , interno
TGGT1_278410 FamA Otra

TGGT1_264240 TGGT1_200595 HP ST (interno) TGGT1_410900 FamA Otra
TGGT1_280400 TGGT1_220060 HP ST (interno) TGGT1_411550 FamA Otra
TGGT1_280500 TGGT1_264240 HP ST (interno) TGGT1_315560 FamD Otra
TGGT1_409050 TGGT1_264260 HP ST (interno) TGGT1_316670 FamD Otra
TGGT1_411800 TGGT1_276810 HP ST (interno) TGGT1_408330 FamD Otra

TGGT1_306688 HP ST (interno) TGGT1_240325 FamE Otra
TGGT1_306692 HP ST (interno) TGGT1_240340A FamE Otra
TGGT1_307270 HP ST (interno) TGGT1_240370 FamE Otra

Tabla 11. Análisis de expresión diferencial en genes subteloméricos. Análisis de 988 genes 

expresados diferencialmente intracelulares (intra) y extracelulares (extra); up: genes que aumentan 

su expresión; down: genes que disminuyen su expresión. ST: subtelómero, HP: genes hipotéticos, FA: 

genes anotados funcionales, borde: ubicación del gen en el borde del ST, interno: gen interno 

subtelomérico, GT1: cepa de Toxoplasma utilizada en el análisis de Primo et al. 2021. 
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13. Conclusiones del capítulo II 

En este capítulo caracterizamos 96 genes STs de T. gondii, de los cuales 57 son hipotéticos 

y 26 comprenden dos familias multigénicas. No se pudo establecer una función biológica para los genes 

hipotéticos ni para los productos de las familias multigénicas. Pero la gran mayoría mostró datos de 

expresión haciéndolos relevantes para futuros estudios. De hecho, algunos mostraron estar asociados a 

adaptabilidad a condiciones extracelulares prolongadas en experimentos in vitro. Respecto de las 

familias multigénicas FamB y FamC, se comprobó que estas presentan una expansión en T. gondii, 

sugieriendo un posible rol relevante para esta especie. Se pudo encontrar algunas características que 

las emparentan con otras familias multigénicas asociadas a invasión, patogenicidad y/o escape 

inmunológico descriptas en otros parásitos del Phylum (Babesia y Plasmodium): localización en ST, ser 

proteínas integrales de membrana, presentar regiones repetitivas (FamC), y mostrar perfiles de 

reactividad humoral, aunque de baja respuesta. La expresión individual de cada gen de la FamC a 

diferentes situaciones de estrés, incluuyendo la observada en el experimento de Evolución y 

resecuenciación también pareciera indicar un rol de estas a diferentes situaciones, incluyendo invasión 

de la célula hospedadora y virulencia. No obstante, se requiere más trabajo para dilucidar este aspecto.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III | PROTEÍNAS INTERACTORAS DE SUBTELÓMEROS 
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14. Proteínas asociadas a telómeros y subtelómeros 

En los organismos eucariotas, el ADN genómico se envuelve alrededor de las histonas para 

conformar la cromatina. Como se mencionó, la eucromatina se encontraría generalmente asociada a 

histonas en un estado hiperacetilado y a marcas de metilaciones en histonas como H3K4me1/2/3, 

mientras que la heterocromatina estaría asociada a histonas en un estado de hipoacetilación y 

metilaciones en H3K9me3 (heterocromatina constitutiva), o a H3K27me2/3 en la heterocromatina 

facultativa (Beisel & Paro 2011; Wang, Jia, & Jia 2016).  

En los territorios heterocromáticos subteloméricos de T. gondii, TgSTs, las regiones TSS de 

los genes activos al momento fueron asociadas a la marca H3K4me3 y el doble nucleosoma de histonas 

variantes H2A.Z/H2B.Z, mientras que las regiones silentes, lo harían únicamente a H2A.X y H3.3 y 

probablemente a H4K31me1 y H3K4me1 como se mencionó en el Capítulo I. Como se mencionó, los 

telómeros de Toxoplasma están compuestos por la secuencia repetitiva TTTAGGG (Dalmasso et al. 

2014) y estarían provistos de nucleosomas, al menos enriquecidos en las histonas H2A.X y H3.3, los 

cuales se propagan en gran parte en los subtelómeros adyacentes (Capítulo I). A su vez, las regiones 

subteloméricas presentan picos de la marca H3K4me3 en la mayoría de los extremos delimitando con 

los telómeros. 

Los telómeros de Plasmodium están organizados en dos estructuras: una región interna con 

al menos tres nucleosomas y una región terminal, desprovista de nucleosomas denominada telosoma 

(Figueiredo et al. 2000; Scherf, Figueiredo, & Freitas-junior 2001). El telosoma también fue muy estudiado 

en levaduras debido a su implicancia en la homeostasis de la heterocromatina subtelomérica (Kupiec 

2014). En Plasmodium se describieron in silico varios ortólogos de proteínas telosomicas de S. 

cerevisiae, las cuales incluyen la histona deacetilasa SIR2: PfSIR2, la telomerasa: PfTERT, una proteína 

similar a la Miosina 1: PfMlp1; la proteína RAP1: PfRAP1; y las proteínas Rif1: PfRIF1, Taz1: PfTaz1 

(Scherf, Figueiredo, & Freitas-junior 2001). Sin embargo, solo se comprobó experimentalmente la 

asociación de algunas de las proteínas mencionadas: la proteína PfTERT (Figueiredo et al. 2005), de la 



 

150 
 
 

subunidad 1 del complejo de reconocimiento de origen de replicación, ORC1: PfORC1 (Mancio-Silva et 

al. 2008), la cual complementa la actividad de SIR3 de levaduras (Varunan et al. 2013) y de PfSIR2A en 

el silenciamiento génico (Tonkin et al. 2009). PfORC1 no solo cumpliría un rol en la replicación del ADN 

uniéndose a este y determinando los sitios de pre-inicio de la replicación (Gupta, Mehra, & Dhar 2008; 

Gupta et al. 2009), sino que también cooperaría con PfSIR2 en la coordinación del desplazamiento de la 

heterocromatina sobre el subtelómero y la regulación de los genes var (Deshmukh et al. 2012). Además, 

PfORC1 participaría en la formación de la estructura del T-loop del telómero, lo cual evitaría la fusión 

entre los extremos de los cromosomas (Mancio-Silva et al. 2008) y uniría directamente el ADN telomérico 

en su extremo N-terminal en la periferia nuclear (Deshmukh et al. 2012). 

En mamíferos, el complejo telosómico se denomina en inglés Shelterins y posee seis 

proteínas: TRF1 y TRF2, POT1, TIN2, el ortólogo de levaduras RAP1 y TPP1 (de Lange 2005). Este 

conjunto de proteínas específicas previene que los extremos de ADN cromosómico sean reconocidos 

por el mecanismo de reparación del daño al ADN (Denchi 2009); y participan en muchas funciones 

teloméricas como la formación del T-loop, la replicación, la regulación de la longitud del ADN telomérico, 

la formación de la estructura heterocromatica y el anclaje de los telómeros a la periferia nuclear (Palm & 

de Lange 2008).  

En células de mamífero, la formación de la heterocromatina se inicia en los centros de 

nucleación, regiones pericentroméricas asociadas a elementos repetitivos satelitales (Bulut-Karslioglu et 

al. 2012) mediante proteínas de unión a ADN específicas o también ARN no codificantes largos (Volpe 

et al. 2002; Bierhoff et al. 2014), los cuales reclutan histonas deacetilasas, HDACs, y HMTs de la familia 

Suv39 y Suv4-20. Esta nucleación da como resultado una hipocetilación de las histonas e hipermetilación 

de H3K9 y H4K20 en estos sitios (Wang, Jia, & Jia 2016), en donde Suv39h cataliza la tri-metilación de 

H3K9 (H3K9me3) y esta a su vez facilita la unión de proteínas HP1 que interactúan con Suv4-20h y 

establecen la marca sobre H4K20me3 (Schotta et al. 2004; García-Cao et al. 2004; Benetti et al. 2007). 

Estas acciones combinadas conducen a la propagación de la heterocromatina a lo largo de un gran 
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dominio de heterocromatina (Hall et al. 2002; Talbert and Henikoff 2006; Zhang et al. 2008; Al-Sady, 

Madhani, & Narlikar 2013; Wang et al. 2014).  

Durante la replicación del ADN, las histonas parentales que contienen modificaciones, se 

incorporan al azar en ambas cadenas hijas detrás de la horquilla de replicación (Probst, Dunleavy, & 

Almouzni 2009). La marca H3K9me recluta nuevamente HMTs de H3K9 y restaura los dominios de 

heterocromatina en ambas cadenas hijas, lo que conlleva al mantenimiento estable de este estado 

epigenético a través de las generaciones (Hall et al. 2002; Reddy et al. 2011; Ragunathan, Jih, & Moazed 

2015; Audergon et al. 2015).  

En la levadura S. cerevisiae el mecanismo operante de ensamblaje de la heterocromatina 

sería ejercido principalmente a través de la deacetilación de las histonas asociadas al ADN subtelómerico 

utilizando el complejo SIR2, SIR3 y SIR4 (Rusche, Kirchmaier, & Rine 2003; Kueng, Oppikofer, & Gasser 

2013).  

Las proteínas SIR2 se estudiaron en Plasmodium, PfSIR2A y PfSIR2B, y se sabe que su 

actividad está íntimamente ligada a la represión de genes en las regiones PfTAS (Tonkin et al. 2009). 

Tonkin y col., demostraron, además, que PfSIR2A cumpliría un rol fundamental en la protección del 

extremo telomérico (Tonkin et al. 2009). Las regiones TAS de Plasmodium están compuestos de seis 

TAREs diferentes, dispuestos consecutivamente hacia el centrómero. La región codificante está 

localizada directamente después del TARE6 y posee genes de la familia var, rif, stevor y pfmc-2tm 

(Freitas-Junior et al. 2000; Kaviratne et al. 2002; Petter et al. 2007) responsables de la variación 

antigénica y la citoadherencia (Figuereido et al, 2000; Scherf, Figueiredo, & Freitas-junior 2001; 

Hernández-Rivas et al. 2010). 

Por otra parte, también se encontró que las regiones PfTAS están asociadas a la proteína 

de heterocromatina HP1, PfHP1 (Pérez-Toledo et al. 2009). PfHP1 y la marca H3K9me3 las cuales fueron 

encontradas asociadas a los genes var en las regiones PfTAS en la periferia nuclear (Lopez-Rubio, 

Mancio-Silva, & Scherf 2009). En este trabajo también encontraron que la falta de SIR2 causaría cambios 
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en la localización de H3K9me3 y generaría disrupción en la transcripción monoalélica de los genes var, 

sugiriendo la existencia de centros perinucleares represivos de la transcripción asociados al control de 

la expresión de genes involucrados en la variación fenotípica de Plasmodium (Lopez-Rubio, Mancio-

Silva, & Scherf 2009). También se ha demostrado la asociación de PfORC1 en unión a TARE3 (Mancio-

Silva et al. 2008). 

Por otra parte, se demostró la asociación de proteínas de unión al ADN como, PfAlba3 a la 

región TARE6 de PfTAS, demostrando su implicancia en la unión a ADN como así también a moléculas 

de ARN simple cadena (Chêne et al. 2012). La proteína PfAlba3, también se encontró asociada a 

PfSIR2A en la periferia nuclear, donde PfSIR2A parecería interaccionar con PfAlba3 deacetilando su 

extremo N-terminal y favoreciendo su unión al ADN (Goyal et al. 2012). Esta interacción no sería 

exclusiva de los Apicomplexa ya que ha sido descripta previamente en Arqueas, en donde SIR2 regularía 

el silenciamiento a través de la deacetilación de la principal proteína de unión al ADN, Alba (Bell 2002). 

Por otra parte, Gupta y col., (2018) demostraron que la proteína CAF-1, una chaperona que carga a las 

histonas H3 y H4 en el ensamblaje del nucleosoma después de la respuesta al daño del ADN, DDR, co-

localiza con PfHP1 en la periferia nuclear y también con PfAlba3 entre otras (Gupta et al. 2018). 

En Arqueas, las proteínas Alba son una de las principales componentes de la cromatina y 

median la represión transcripcional a través de la interacción con ácidos nucleicos. Esta interacción 

requiere la acetilación de lisinas para la dimerización de las proteínas (Bell 2002). Por lo tanto, este 

constituiría un mecanismo ancestral conservado de regulación génica.  

Gissot y col., (2013) estudiaron la presencia de estas proteínas en Toxoplasma, TgAlba1 y 

TgAlba2 (ortóloga a PfAlba3) y encontraron que estas tendrían una localización mayormente 

citoplasmática en taquizoítos intracelulares (Gissot et al. 2013), mientras que su posicionamiento sería 

perinuclear en taquizoítos extracelulares, co-localizando con gránulos de ARN formados en respuesta a 

estrés (Lirussi & Matrajt 2011), coincidiendo, además, con la localización de TgSIR2A (Nardelli, 

comunicación personal) y de PfSIR2A (Mancio-Silva et al. 2013).  
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En conclusión, las regiones teloméricas y subteloméricas poseen una cromatina única con 

el reclutamiento de numerosas proteínas, alguna de ellas con capacidad de modulación de la cromatina. 

Claramente para poder mantener un estado de heterocromatina y silenciamiento en el telómero y 

subtelómero es importante la participación de deacetilasas y metiltransferasas.  

15. Control epigenético de la cromatina subtelomérica 

El éxito de la infección por Toxoplasma radica en la capacidad que tiene el taquizoíto para 

infectar rápidamente cualquier célula nucleada durante la etapa asexual de vida (Tenter, Heckeroth, & 

Weiss 2000) y comenzar a dividirse en sucesivas rondas de replicación dentro de la VP, en el citoplasma 

de la misma (Striepen et al. 2007). Pero para llevar a cabo una replicación exitosa, los taquizoítos deben 

vincular el censado ambiental con un complejo mecanismo de regulación de la expresión génica (Cleary 

et al. 2002; Radke et al. 2005; Behnke et al. 2010). Actualmente se sabe que las PTMs sobre las histonas 

generan un código epigenético asociado a la respuesta ambiental permitiendo cambios conformacionales 

rápidos en la estructura de la cromatina. Estas PTMs son esenciales para controlar la expresión génica, 

la replicación y reparación del ADN (Jezek et al. 2019). 

 La acetilación de histonas es una de las PTMs más importantes que influyen en la expresión 

génica (Basu et al. 2009; Choudhary et al. 2009; Feng & Jacobsen 2011). Por lo tanto, las enzimas 

acetiltransferasas y deacetilasas de histonas han sido ampliamente estudiadas como posibles blancos 

farmacológicos en diferentes especies parasitarias de humanos (Vergnes et al. 2005; Vanagas, Jeffers, 

& Bogado 2012; Ferreira et al. 2014; Campo 2017; Hailu et al. 2017).  

Por otra parte, hay varios estudios que han demostrado que las regiones subteloméricas y 

sus proteínas vinculadas regularían la expresión génica de los genes asociados (Figuereido et al. 2002; 

Hernandez-Rivas et al. 2010). Uno de los principales mecanismos que regulan la expresión génica en 

estas regiones sería la deacetilación de los residuos de lisina (K) en el extremo N-terminal de las histonas. 

En los telómeros y subtelómeros de hongos y protozoos como Trypanosoma y Plasmodium este 

mecanismo sería orquestado por la actividad de la histona deacetilasa de tipo III, SIR2; afectando desde 
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la reparación del ADN, la replicación, la inactivación de la transcripción de genes asociados y el 

silenciamiento general de la cromatina de dicha región cromosómica (Freitas-Junior et al. 2005; Xu, 

Parmigiani, & Marks 2007; Alsford et al. 2007; Mancio-Silva et al. 2008; Tonkin et al. 2009; Hoggard et 

al. 2018; Price et al. 2019).  

Las proteínas Sirtuinas (SIR2 y sus proteínas relacionadas dependientes de NAD+) 

deacetilan histonas actuando sobre la lisina 9 de la histona (H)3 (Shankaranarayana et al. 2003), la lisina 

4 de H3 (H3K4) (Guillemette et al. 2011), la lisina 18 (H3K18) (Mishra et al. 2022), la lisina 56 de H3 

(H3K56) (Maas et al. 2006; Vempati 2012; Mishra et al. 2022) y la lisina 16 de H4 (H4K16) (Vaquero et 

al. 2004; Vaquero, Sternglanz, & Reinberg 2007; Mishra et al. 2022).  Curiosamente, las Sirtuinas también 

se dirigen a muchas proteínas que no son histonas. Entre los blancos no relacionados con la cromatina 

no histonas más representativos se encuentran los factores de transcripción específicos implicados en 

la supervivencia al estrés, la inhibición de la apoptosis, la proliferación celular, el metabolismo y muchos 

otros (Bosch-Presegué & Vaquero 2015).   

En T. gondii se han descripto dos deacetilasas SIR2 del tipo III: TGME49_227020 y 

TGME49_267360, ortólogas de SIR2A y SIR2B en P. falciparum respectivamente (Vanagas, Jeffers, & 

Bogado 2012). En P. falciparum, las proteínas SIR2 tienen un papel importante en la regulación de los 

genes var y otros genes asociados a PfTAS ligados al mecanismo de virulencia de variación antigénica, 

tal como ya se mencionó (Tonkin et al. 2009).  

La actividad mediada por SIR2 ha sido ampliamente estudiada en especies de levaduras 

como parte del mecanismo de silenciamiento TPE junto a proteínas como RAP1 y KU. La base molecular 

del TPE estaría mediada por estas proteínas, en donde RAP1 y KU se unirían el ADN telomérico, y 

reclutarían a SIR2, la cual se dispersaría desde el telómero hacia el interior de la heterocromatina 

reprimiendo genes STs a través de su interacción con las colas de las histonas. Según este modelo, 

SIR2 removería los grupos acetilo de las K16 de H4 (H4K16ac), lo cual permitiría unirse a SIR3 y SIR4 

a las colas de histonas no acetiladas (Grunstein et al. 2013). La deacetilación de H4K16 por parte de 
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SIR2 estimularía entonces la propagación del complejo RAP1/KU/SIR, mientras que la proteína Sas2, 

antagonizaría este proceso acetilando la K16 de H4. Este mecanismo opuesto entre SIR2 y Sas2 

generaría un gradiente de acetilación sobre H4K16 que a su vez marcaría el límite entre la cromatina 

activa e inactiva en los dominios subteloméricos (Suka, Luo, and Grunstein 2002).  

Estructuralmente, un modelo más actual en levaduras también propone que el complejo 

RAP1/KU/SIR2, entre otras proteínas, formarían una superestructura. En dicho análisis se demostró que 

las proteínas SIR (SIR2, SIR3 y SIR4) se concentrarían en las regiones silenciadoras, pero no en las 

regiones promotoras de los genes subteloméricos reprimidos (hml y hmr) formando estructuras tipo bucle, 

creando de esta manera, un límite dentro del cual se dispersaría el efecto de represión de la cromatina 

(Thurtle & Rine 2013).  

Por otra parte, hay trabajos donde se ha informado que la acetilación-deacetilación en 

H4K16 es un punto de control importante durante la fase S. Esta marca ha demostrado tener un pico en 

la fase S que desaparece después de la replicación del ADN, promoviendo la deposición de mono-

metilación en K20 de H4 (Serrano et al. 2012). La acetilación sobre H4K16 también se ha asociado a la 

acetilación en variantes de histonas. Estudios en levaduras han demostrado que la acetilación sobre 

H4K16 es un pre-requisito para la incorporación dependiente de NAD+ de Htz1 (Zhang, Roberts, & Cairns 

2005; Shia, Li, & Workman 2006), la contraparte de H2A.Z de mamíferos, involucrada como se mencionó, 

en los sitios activos de la transcripción. Por otra parte, estudios en células HeLa demostraron que H2A.Z 

regularía epigeneticamente la activación de los orígenes de replicación tempranos manteniendo el timing 

de replicación a través del eje H4K20me2-Suv420h1-ORC1 (Long et al. 2019). 

 En Plasmodium también se ha observado que SIR2 actuaría como límite para la deposición 

de H2A.Z en la formación de la cromatina (Petter et al. 2011). Como así también se encontró que PfSIR2A 

deacetilaría H3 y removería H2A.Z de los sitios activos de transcripción de los genes var. Mientras que 

en parásitos deficientes de PfSIR2A (ΔSIRA) H2A.Z sería relocalizada junto con H3ac en los sitios activos 

de la transcripción, no así, en parásitos deficientes de PfSIR2B (ΔSIR2B) (Petter et al. 2011). 
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Notablemente, en T. gondii se encontró que la proteína acetiltransferasa MYST-B (ortóloga 

a Sas2 y TIP60 de mamíferos) acetilaría a H4 en K16 facilitando el mecanismo de respuesta a daño de 

ADN mediado por la ATM quinasa (Vonlaufen et al. 2010).  

Por lo tanto, considerando el rol que tendrían las deacetilasas tipo III en la estructuración de 

la heterocromatina subtelomérica en otros modelos de estudio, generando tal vez una respuesta 

ambiental rápida a través de la regulación de la expresión de genes específicos y por ello activando o no 

la replicación celular es, que consideramos a las proteínas SIR2 de T. gondii como muy buenos 

candidatos para su estudio y asociación las regiones subteloméricas. A su vez, estas enzimas son 

blancos de drogas que se están experimentando actualmente, lo cual permite realizar experimentos de 

tratamiento con drogas que afecten su función.  

16. Drogas anti- deacetil transferasas 

En Toxoplasma se han ensayado varios inhibidores de histonas deacetilasas de clase I y II 

y se ha encontrado que tienen actividad anti-proliferativa contra T. gondii (Hailu et al. 2017; Strobl et al. 

2007), mientras que el inhibidor de deacetilasas de clase III, nicotinamida, no ha mostrado ningún efecto 

sobre la capacidad proliferativa de T. gondii (Strobl et al. 2007).  

El Sirtinol, SIRT, es un inhibidor de Sirtuinas, altamente específico contra las Sirtuinas de 

humanos, hSIR-1 y hSIR-2 con un IC50 de 131 µM y 38 µM respectivamente (Grozinger et al. 2001). El 

SIRT presentó actividad antitumoral y quimio-sensibilidad mejorada a los agentes que dañan el ADN 

colapsado en la horquilla de replicación (Ota et al. 2006; Kojima et al. 2008). Se encontró, además, que 

inhibe el crecimiento axigénico de amastigotes de L. infantum (etapa replicativa del parásito intracelular), 

independientemente de la concentración utilizada (Vergnes et al. 2005). Por otra parte, el SIRT se probó 

en las etapas de vida de T. cruzi donde se vió que causó efectos específicos del estadío al aumentar la 

infectividad de los tripomastigotes y bloquear la metaciclogénesis, pero sin afectar el crecimiento del 

epimastigote, ni la etapa replicativa del amastigote (Campo 2017). 
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Resveratrol, un polifenol derivado de las uvas, a diferencia de SIRT, resultó ser un 

componente activador de la actividad de SIR2 (Kaeberlein et al. 2005). El Resveratrol es una fitoalexina 

polifenólica producida en plantas que puede alterar las actividades de las HDAC I y II, de las 

metiltransferasas de ADN (DNMT) y activar la función de SIR2, Sirtuina perteneciente a HDAC III (ver 

Angel et al. 2020). RSV actúa como antioxidante en dosis bajas, pero es pro-oxidante y genera daño en 

el ADN a dosis elevadas (Shaito et al, 2020). El tratamiento de líneas celulares humanas con RSV indujo 

la expresión de Rad9, un actor clave en la respuesta DDR, como así también indujo la fosforilación de 

H2A.X en el motivo SQE generando γH2A.X, un marcador de rotura de doble hebra, DSB (Chen et al. 

2018). 

La administración de RSV durante el estadio de infección aguda causada por T. gondii en 

ratones conferiría protección al huésped (Bereswill et al. 2010), regularía la inflamación de los tejidos y 

reduciría la replicación del parásito (Bottari et al. 2015). 

Chen y col., (2018) observaron que la incubación de taquizoítos extracelulares con RSV 

durante 24 hs afectaba su viabilidad. También observaron que el RSV reducía el crecimiento intracelular 

de taquizoítos y promovía la autofagia en macrófagos infectados (Chen et al. 2018). Por su parte, 

Adeyemi y col., (2019) identificaron a RSV como un posible candidato a fármaco contra la toxoplasmosis 

(Adeyemi et al. 2019). Sin embargo, ninguno de estos estudios ha investigado el (los) mecanismo(s) por 

el cual RSV afectaría a los taquizoítos de T. gondii.  

Consecuentemente, resulta más que relevante poder elucidar posibles interactores de las 

regiones STs y establecer cuáles son las PTMs que rigen el mecanismo epigenético subyacente a la 

cromatina de los subtelómeros de Toxoplasma, para finalmente dar con putativos blancos terapéuticos. 
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17. Hipótesis del capítulo III  

Debido a lo expuesto, nuestra hipótesis es que también existe una relación de las proteínas 

SIR2 con las regiones subteloméricas de T. gondii y que estas estarían modulando la cromatina de esa 

región hacia un estado silente, alterando varias funciones biológicas de al menos el taquizoíto. A su vez, 

que esta enzima podría ser un excelente blanco terapéutico. En dicho proceso, el blanco principal sería 

la marca de histona H4K16ac, lo cual impactaría en el estado de la cromatina, afectando las marcas de 

histonas y la activación de genes en los subtelómeros, la regulación de la replicación del ADN, como así 

también los procesos de daño del ADN.  

De esta manera nos propusimos dentro de los objetivos comenzar una caracterización de 

TgSIR2A y TgSIR2B. El uso de drogas que tienen como blanco SIR2 podría ser de valor para estudiar 

efectos sobre las histonas, al mismo tiempo se analiza el valor terapéutico de las mismas.  Los estudios 

de funcionalidad génica, permitirían confirmar que las drogas estudiadas tendrían como blanco a 

TgSIR2A y/o TgSIR2B, como también determinar la localización genómica de las mismas y determinar 

si alguno o ambas enzimas regulan el estado de la cromatina subtelomérica y la biología de T. gondii.  
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18. Objetivo del capítulo III 

Indagar acerca de las proteínas interactoras de las regiones teloméricas-subteloméricas y 

su posible mecanismo de acción 

18.1 Objetivos específicos del capítulo III 

ü Buscar in silico proteínas ortólogas descriptas en otras especies 

ü Evaluar efectos de drogas con acción sobre sirtuinas, Resveratrol y Sirtinol, en la 

replicación de T. gondii  

ü Evaluar los efectos de RSV y SIRT sobre los niveles de acetilación de H3 y H4K16 

ü Evaluar el efecto de RSV y SIRT sobre el ciclo celular de T. gondii. 

ü Evaluar el efecto de RSV sobre el daño al ADN midiendo los niveles de γH2A.X. 

ü Analizar la localización genómica y subcelular de TgSIR2A y TgSIR2B junto a su rol 

biológico 
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19. Resultados del capítulo III 

19.1 Búsqueda in silico de proteínas ortólogas descriptas en otras especies 

Para tener una aproximación más abarcativa de las proteínas que participan en 

conformación de las regiones teloméricas/STs de T. gondii se realizó una búsqueda in silico de proteínas 

que integrarían la estructura de la heterocromatina telomérica-subtelomérica en la especie parasítica 

Apicomplexa relacionada, Plasmodium sp; en las levaduras, tanto en S. cereviseae como en S. pombe; 

como así también las que componen el complejo Shelterinas en humanos. En la Tabla 12, se muestran 

todas las putativas proteínas ortólogas encontradas tanto para Toxoplasma como para Plasmodium en 

relación a sus contrapartes en levaduras y humanos donde han sido ampliamente estudiadas (Ottaviani, 

Gilson, & Magdinier 2008; Vanagas, Contreras, & Angel 2019).  

En el caso de Toxoplasma pudimos encontrar una proteína con un porcentaje de 31% de 

similitud a PfORC1/SIR3, la ATPAsa-AAA (TGME49_283900), además de las descriptas previamente 

para SIR2 (Vanagas et al, 2012) y TgChromo1 (Gissot et al. 2012).  

Otra proteína encontrada se corresponde a una proteína hipotética (TGME49_248160) de 

1102 aa correspondiente a la subunidad KU70 del heterodímero KU70/KU80, denominada aquí TgKU70. 

Este heterodímero se encontró asociado a múltiples funciones como ser, la unión al ADN doble y simple 

cadena, la recombinación y reparación del ADN y la asociación a los orígenes de replicación (Tuteja & 

Tuteja 2000). En T. gondii la subunidad KU80, TgKU80 participaría en la vía de reparación del daño al 

ADN por recombinación no homologa NHEJ, ya que los parásitos knockouts de esta proteína, 

favorecerían el proceso reparación por recombinación homóloga, HRR, pero presentarían una mayor 

sensibilidad a las roturas de doble hebra en el ADN inducidas por el tratamiento con Fleomicina o 

irradiación gamma (Fox et al. 2009). El análisis de la secuencia proteica de TgKU70 en búsqueda de 

dominios conservados en la base de datos NCBI mostró que además del dominio KU característico de 

unión al ADN (Posición: 713-955, E-value: 1.09e-36), TgKU70 posee un dominio ATP ADN helicasa II 

entre los aminoácidos 342 y 1090 (E-value: 6.47e-36). Mientras que el mismo análisis en la proteína 
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TgKU80 de 1107 aa, reveló la presencia de 3 dominios conservados, uno N-terminal correspondiente al 

dominio VWA de 162 aa (Posición: 84-246, E-value: 5.13e-05) encontrado principalmente en moléculas 

adhesión como la proteína MIC2 de T. gondii; el dominio KU característico (Posición: 445-624, E-value: 

6.71e-22) y un dominio C-terminal de asociación a DNA-PKs durante la reparación por la vía NHEJ 

(Posición: 929-1070, E-value: 5.88e-21).  

Por otra parte, no se encontraron proteínas de unión al telómero RAP1, Rif1, Rif2 y Taz1 de 

levaduras; ni tampoco a las del complejo Shelterinas de mamíferos:  TRF1, TRF2, TIN2; ni del complejo 

de proteínas de unión de simple cadena del telómero: Stn1, Ten1, Cdc13, TPP1, POT1, Pif1 (Vanagas, 

Contreras, & Angel 2019) (Tabla 12). Cabe destacar que solo se tuvieron en cuenta para el análisis, las 

Levaduras Mamíferos T. gondii (ME49) P. falciparum (PF3D7)

Sir2 (P06700) Sir2 (Q8IXJ6) Sir2A (_227020) Sir2A (1328800)

Sir2B (_267360) Sir2B (1451400)

Sir3 (P06701) Sir3 (Q9NTG7) ATPase, AAA (_283900) Orc1/Sir3 (_1203000)

Sir4 (P11978) Sir4 (Q9Y6E7) NF NF

RAP1 (P11938) RAP1 (Q9NYB0) NF NF

RIF1 (P29539) RIF1 (Q5UIP0) NF NF

RIF2 (Q06208) NF NF NF

Ku70 (P32807) XRCC6 (B1AHC9) Ku70 (_248160) NF

Ku80 (Q04437) XRCC5 (P13010 Ku80 (_312510) NF

Taz1 (P79005) TRF1 (P54274) NF NF

NF TRF2 (Q15554) NF NF

NF TIN2 (Q9BSI4) NF NF

NF HP1 (Q13185) Chromo1 (_268280) HP1 (_1220900)

Stn1 (P38960) NF NF NF

Ten1 (Q07921) NF NF NF

Cdc13 (P32797) NF NF NF

NF TPP1 (Q96AP0) NF NF

NF POT1 (Q9NUX5) NF NF

Pif1 (P07271) Pif1 (Q9H611) NF NF

Tabla 12. Proteínas de Apicomplexas ortólogas a proteínas de levaduras y humanos asociadas 

a telómeros STs. NF: no encontrada (del inglés: Not Found). PfOrc1 complementa la actividad de Sir3 

de levaduras (Petter et al. 2007). La proteína ortóloga en T. gondii fue hallada en la base de datos 

ToxoDB, utilizando la secuencia de PfOrc1. 
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proteínas que presentaban un porcentaje de identidad en sus secuencias de al menos un 25-30% 

(Vanagas, Contreras, & Angel 2019). En este sentido, la secuencia aminoacídica correspondiente a la 

proteína putativa TgORC1 (TGME49_283900) de 1264 aa (ToxoDB) se analizó en búsqueda de 

homología de dominios en la base de datos del NCBI, encontrando un dominio correspondiente a la 

superfamilia ORC1 cl36513: PTZ00112 de 334 aa, entre los aminoácidos 736 y 1070 (E value: 6.45e-

82).  

En base a estos hallazgos se proponen a las proteínas TgSIR2s, TgORC1, TgChromo1 y el 

heterodímero TgKU70/KU80 como posibles actores en la estructuración y dinámica de la heterocromatina 

telomérica-subtelomérica de T. gondii según lo observado en otras especies.  

19.2 Efecto del activador e inhibidor de Sirtuinas en la replicación de T. gondii 

19.2.1 Efecto del RVS sobre la replicación 

El RSV es una droga multifunción (Harikumar & Aggarwal 2008), entre las cuales se ha 

detectado que es un potente activador de Sirtuinas (Kaeberlein et al. 2005). Para probar el efecto de RSV 

en nuestro modelo de estudio primero testeamos la citotoxicidad sobre las células hospedadoras. Para 

esto se incubaron células hTERT no infectadas durante 24 hs con diferentes dosis de la droga (Fig.49A). 

Casi el 80% de las células hTERT no infectadas permanecieron viables a una concentración de RSV de 

100 μM (Fig.49A). Luego, para determinar el impacto del RSV en el ciclo lítico de T. gondii, se cultivaron 

intracelularmente taquizoítos transgénicos RH_RFP durante 24 hs en presencia de RSV. El RSV mostró 

un efecto dosis-dependiente sobre la replicación intracelular de T. gondii (Fig.49AB), produciendo un valor 

de IC50 de 53 ± 4 μM. Dicha concentración es la que se determinó como necesaria para reducir in vitro 

el crecimiento poblacional en un 50% (Contreras et al. 2021). 

19.2.1 Efecto de SIRT en la replicación  

Con el fin de definir la dosis máxima de este fármaco en la que las células fibroblásticas 

hTERT permanecían viables en nuestros experimentos con T. gondii y SIRT, se realizó la prueba de 

toxicidad. La incubación de 24 hs mostró que la concentración máxima de trabajo era de 100 µM para 
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experimentos con taquizoítos intracelulares (Fig.50A). También se analizó el efecto del inhibidor de 

Sirtuinas, SIRT, sobre la replicación de los taquizoítos. Cuando los taquizoítos RH_RFP intracelulares se 

trataron durante 24 hs, se observó un efecto dosis-dependiente sobre la replicación de los parásitos con 

un IC50 de 27 ± 2,5 µM (Fig.50B). Este resultado indicaría que SIRT tendría un efecto sobre la replicación 

de los taquizoítos.  

 

 

 

19.3 Efectos de activador e inhibidor de Sirtuinas sobre PTMs de T. gondii 

19.3.1 Efecto de RSV sobre las acetilaciones en H3 y H4 

Dado que las Sirtuinas son uno de los múltiples objetivos de RSV, analizamos los niveles 

de acetilación de H3 y H4K16 en los núcleos de taquizoítos intracelulares tras el tratamiento con la droga 

mediante IFI. Los taquizoítos tratados con RSV presentaron una disminución significativa en el marcaje 

Fig.49. Efectos del RSV sobre la replicación de T. gondii. A. Viabilidad de las células 

hospedadoras. La citotoxicidad de RSV se estimó mediante la reducción de MTT en presencia de la 

droga que se presenta en relación con la viabilidad de los controles no tratados (definida como 

viabilidad del 100%). Los resultados presentados son representativos de tres experimentos 

independientes. B. Curva de crecimiento dependiente de la dosis (0-100 μM) relativa a la fluorescencia 

de taquizoítos RH_RFP, RFU, después de 24 hs de tratamiento. Tres experimentos independientes 

fueron realizados por triplicado cada vez y los datos se presentan como media ± desviación estándar 

(DE). 
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de H3ac (Fig.51) (p≤0.05) y de H4K16ac (Fig.52) (p≤0.0001) en comparación con los taquizoítos tratados 

con DMSO. Los taquizoítos sin tratar y a los que se les aplico DMSO (control, vehículo de la droga) no 

difirieron en las intensidades de sus fluorescencias (Fig.51 y Fig.52). Por otra parte, lo observado por IFI 

se corroboró por intensidad de bandas proteicas mediante WB. En la Fig.53 se puede ver la comparación 

del tratamiento con el control DMSO. En este caso se pudo ver que el tratamiento con RSV redujo el 

nivel de las intensidades H3ac y H4K16ac a dosis mínimas de 70 μM (p≤0,0001) y 50 μM (p≤0,05), 

respectivamente. Estos resultados concuerdan con un estudio anterior en el que se descubrió que el 

tratamiento con RSV disminuía el nivel de acetilación sobre H3 y H4 en T. cruzi (Campo 2017). 

 

Fig.50. Efectos del SIRT sobre la replicación de T. gondii. A. Viabilidad de las células post 24 hs 

en ausencia o presencia de SIRT. Los resultados presentados son representativos de tres 

experimentos independientes. B. Curva de crecimiento dependiente de la dosis (0-100 μM) RFU de 

taquizoítos RH-RFP después de 24 hs de tratamiento. Tres experimentos independientes fueron 

realizados por triplicado cada vez, y los datos se presentan como media ± desviación estándar (DE). 
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19.3.2 Efecto de SIRT sobre las acetilaciones en H3 y H4  

El SIRT es un fármaco descripto como inhibidor de la actividad de las histonas deacetilasas 

de tipo III como SIR2. En este sentido, se espera que el tratamiento con SIRT provoque un aumento de 

la acetilación en las histonas H3 y H4 al afectar a SIR2. Los taquizoítos tratados con SIRT no mostraron 

cambios de los niveles en el marcaje de H3ac y H4K16ac por IFI en comparación con los taquizoítos 

tratados con DMSO (Fig.54 y Fig.55). Los taquizoítos sin tratar y a los que se les aplico DMSO no difirieron 

Fig.51. Efecto de RSV sobre H3ac en taquizoítos intracelulares. A. IFI con anticuerpo anti-H3ac 

(1: 200). Se eligieron VPs con dos parásitos (círculos blancos) para comparar el tratamiento y el 

vehículo, DMSO. Las líneas blancas de la parte superior derecha corresponden a la barra de escala: 

10 µm. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Los taquizoítos intracelulares se trataron con RSV (100 μM) 

o DMSO al 0,5% durante 24 hs. B. Las intensidades de fluorescencia de H3ac y de DAPI se 

cuantificaron a partir de 10 núcleos (C) y se representaron gráficamente como intensidades relativas. 

El panel y el gráfico son representativos de tres experimentos independientes con resultados similares. 

El análisis estadístico se realizó con ANOVA unidireccional y prueba de comparación múltiple de 

Tukey (* p≤0.05 y **** p≤0.0001). 
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en las intensidades de sus fluorescencias (Fig.54 y Fig.55). Sin embargo, por WB observamos un pequeño 

aumento significativo en el nivel de acetilación de H4K16 en comparación con el control a la dosis máxima 

de 100 μM (p≤0,05), pero no de H3ac (Fig.56). Estos resultados resultan ser preliminares ya que solo se 

pudieron realizar 2 ensayos. 

 

Fig.52. Efecto de RSV sobre H4K16ac en taquizoítos intracelulares. A. IFI con anticuerpo anti-

H4K16ac (1: 200). Se eligieron VPs con dos parásitos (círculos blancos) para comparar el tratamiento 

y el vehículo, DMSO. Las líneas blancas de la parte superior derecha corresponden a la barra de 

escala: 10 µm. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Los taquizoítos intracelulares Se trataron con RSV 

(100 μM) o DMSO al 0,5% durante 24 hs. B. Las intensidades de fluorescencia de H4K16ac y de 

DAPI se cuantificaron a partir de 10 núcleos (C) y se representaron gráficamente como intensidades 

relativas. El panel y el gráfico son representativos de tres experimentos independientes con resultados 

similares. El análisis estadístico se realizó con ANOVA unidireccional y prueba de comparación 

múltiple de Tukey (* p≤0.05 y **** p≤0.0001). 
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19.4 Efectos del activador e inhibidor de Sirtuinas sobre el ciclo celular 

Para explorar un poco más las bases del efecto antitoxoplasmico del activador RSV y 

también de la contraparte SIRT como inhibidor de SIR2, se realizó un análisis por citometría de flujo, 

FACS, mediante el cual se midió el contenido de ADN durante el ciclo celular de los taquizoítos 

intracelulares en presencia de las drogas. Para esto, se cultivaron taquizoítos intracelulares durante 24 

hs en presencia de 100 µM de RSV y SIRT para luego evaluar el contenido de ADN durante el ciclo 

Fig.53. WB de lisados de proteínas totales de T. gondii. tratados con RSV. A. Anti-H3 (1: 250) o 

anti-H3ac (1: 500). Los lisados se obtuvieron a partir de taquizoítos intracelulares purificados tratados 

con RSV (70 μM) o DMSO 0,5% durante 24 hs. Las intensidades de la banda de H3ac se cuantificaron 

en relación con la intensidad de la banda de histona H3 y se representaron gráficamente. B. Anti-H4 

(1: 250) o anti-H4K16ac (1: 500). Se obtuvieron lisados de taquizoítos intracelulares purificados 

tratados con RSV (50 μM) o DMSO al 0,5% durante 24 hs. Las intensidades de la banda de H4K16ac 

se cuantificaron en relación con la intensidad de la banda de la histona H4. El análisis estadístico se 

realizó con ANOVA de una vía y prueba de comparación múltiple de Tukey (* p≤0.05). 
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celular en comparación al control (DMSO) e Hidroxiurea, HU, la cual se sabe detiene el ciclo celular 

específicamente en la fase G1 o S temprana causando una disminución y/o desaparición del pico M/G2 

(de Melo, Mayerhoffer, & de Souza 2000). El control DMSO presentó un perfil de contenido de ADN 

característico con dos picos bien definidos (Radke et al. 2001) (Fig. 57A). El primer pico corresponde a un 

contenido 1N de ADN propio de taquizoítos en fase G1 y el segundo de menor tamaño a un contenido  

 

 

Fig.54. Efecto de SIRT sobre H3ac en taquizoítos intracelulares. A. IFI con anticuerpo anti-H3ac 

(1: 200). Se eligieron VPs con dos parásitos (círculos blancos) para comparar el tratamiento y el 

vehículo, DMSO. Las líneas blancas de la parte superior derecha corresponden a la barra de escala: 

10 µm. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Los taquizoítos intracelulares Se trataron con SIRT (100 μM) 

o DMSO al 0,5% durante 24 hs. B. Las intensidades de fluorescencia de H3ac y de DAPI se 

cuantificaron a partir de 10 núcleos (C) y se representaron gráficamente como intensidades relativas. 

El panel y el gráfico son representativos de tres experimentos independientes con resultados similares. 

El análisis estadístico se realizó con ANOVA unidireccional y prueba de comparación múltiple de 

Tukey sin detectar diferencias significativas. 
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~1.8 de ADN correspondiente a parásitos que están en fase S o mitosis/G2. Mientras que, el tratamiento 

con RSV mostró una disminución en el contenido de ADN en estadio M/G2 lo que nos daría un indicio 

de arresto del ciclo celular en la fase S, similar a la inducida por la HU (Fig. 57A). En contraste, SIRT, 

mostró un perfil de ADN similar al de DMSO (Fig. 57A) sugiriendo que su actividad anti-T. gondii no estaría 

asociada con una alteración en el ciclo celular. En la Fig. 57B se muestra una comparación de la 

Fig.55. Efecto de SIRT sobre H4K16ac en taquizoítos intracelulares. A. IFI con anticuerpo anti-

H4K16ac (1: 200). Se eligieron VPs con dos parásitos (círculos blancos) para comparar el tratamiento 

y el vehículo, DMSO. Las líneas blancas de la parte superior derecha corresponden a la barra de 

escala: 10 µm. Los núcleos se tiñeron con DAPI. Los taquizoítos intracelulares Se trataron con SIRT 

(100 μM) o DMSO al 0,5% durante 24 hs. B. Las intensidades de fluorescencia de H4K16ac y de DAPI 

se cuantificaron a partir de 10 núcleos (C) y se representaron gráficamente como intensidades 

relativas. El panel y el gráfico son representativos de tres experimentos independientes con resultados 

similares. El análisis estadístico se realizó con ANOVA unidireccional y prueba de comparación 

múltiple de Tukey sin detectar diferencias significativas. 
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distribución del contendido de ADN para los cuatro tratamientos y se puede observar que las diferencias 

entre dicha distribución serían significativas entre el control y RSV. Por lo tanto, podríamos decir que el 

tratamiento con RSV a dosis elevadas (100 µM) afectaría la maquinaria de replicación del ADN causando 

un arresto celular y, en consecuencia, afectando la división celular como hemos demostrado. 

 

 

19.5 Efecto de RSV sobre el daño al ADN 

Para determinar si el efecto de RSV estaba asociado con posibles daños en el ADN, es 

decir, a roturas de doble cadena, DSB, se determinó el nivel de γH2A.X (un marcador del nivel de DSB)  

mediante WB. Se utilizó un anticuerpo específico hecho en conejo anti-T. gondii contra un péptido 

fosforilado en el dominio C-terminal SQE de H2A.X de T. gondii el cual sería indicativo de la presencia 

de daño. 

 

Fig.56. WB de lisados de proteínas totales de T. gondii tratados con SIRT. A. Anti-H3 (1: 250) o 

anti-H3ac (1: 500). Los lisados se obtuvieron a partir de taquizoítos intracelulares purificados tratados 

con SIRT (100 μM) o DMSO 0,5% durante 24 hs. B. Anti-H4 (1: 250) o anti-H4K16ac (1: 500). Se 

obtuvieron lisados de taquizoítos intracelulares purificados tratados con RSV (50 μM) o DMSO al 0,5% 

durante 24 hs. C. Las intensidades de la banda de H4K16ac se cuantificaron en relación con la 

intensidad de la banda de la histona H4. El análisis estadístico se realizó con ANOVA de una vía y 

prueba de comparación múltiple de Tukey (* p≤0.05). 

 



 

171 
 
 

 

Fig. 57. Distribución del contenido de ADN en el ciclo celular de taquizoítos intracelulares 

tratados con RSV y SIRT. A. Perfil de citometría de flujo de taquizoítos asincrónicos de la cepa RH 

que se replicaron durante 24 hs sin droga y luego 24 hs con 100 µM en presencia de las mismas. Los 

resultados se representan en histogramas mediante 20000 eventos contados en función de la 

fluorescencia FL2-A. B. Distribución en el ciclo celular del contenido de ADN por tratamiento, (M-C: 

mitosis-cariocinesis). Valor de p (* p ≤ 0.05 y **p ≤ 0.01), las diferencias son significativas en 

comparación con la condición control DMSO. ANOVA de una vía, prueba de comparaciones múltiples 

de Tukey, α = 0.05. Solo se muestran las diferencias significativas entre DMSO y RSV. 
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Para confirmar la especificidad del anticuerpo generado se realizó un ensayo de WB contra 

proteínas recombinantes H2A.X de T. gondii no fosforiladas. El anticuerpo anti-TgγH2A.X de conejo no 

reconoció a H2A.X de T. gondii (Fig.58A) pero si reaccionó con una banda esperada de 14,5 KDa en el 

Fig.58. Efecto de la exposición intracelular a RSV sobre la fosforilación de H2A.X (γH2AX) en T. 

gondii. A. WB de H2A.X recombinante (rH2A.X; 200 ng/carril). Anti-rTgH2A.X-conejo (α-TgH2A.X, 

1:5000) y anti-T. gondii péptido fosforilado (α-TgγH2A.X, 1:100). La secuencia del péptido fosforilado 

fue NH2-C+ GKHGV-S(PO3H2)-QEF-COOH. B. WB de proteínas totales de T. gondii con anti-SAG1 (1: 

500), anti-TgH2A.X o anti-TgγH2A.X. Los lisados se obtuvieron a partir de taquizoítos intracelulares 

purificados, previamente tratados con RSV (50 μM) o DMSO al 0,5% durante 24 hs. Se cuantificaron 

y normalizaron las intensidades de las bandas H2A.X (flecha) y γH2A.X a las intensidades de la banda 

SAG1. A continuación, se calculó la intensidad relativa de las bandas (γH2A.X / H2A.X) para cada 

tratamiento. La señal normalizada a SAG1 se calculó a partir de valores relativos en comparación con 

el control DMSO. Los resultados son la media de tres réplicas ± DE. Este panel corresponde al 

experimento 3 (ver Contreras et al., 2021, Fig. Supp2). C. Cuantificación del aumento de veces en el 

nivel de γH2A.X después del tratamiento con RSV.  
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lisado de proteínas totales del parásito después del tratamiento con RSV (Fig.58B), la señal de γH2A.X 

detectada se incrementó en comparación con el control DMSO, alcanzado bajo tratamiento un 

incremento de aproximadamente 5,90 veces (Fig.58C) demostrando que el efecto de RSV estaría 

asociado a DSB. 

19.6 Localización genómica y subcelular de TgSIR2A y TgSIR2B 

Mediante el análisis en la base de datos (ToxoDB) se pudo constatar que ambos genes se 

encuentran conservados en todas las cepas de T. gondii. En ambos casos, la sintenia de tgsir2a y tgsir2b 

se mantiene, aunque se observaron duplicaciones génicas para ambos genes. El gen tgsir2a estaría 

duplicado en la cepa CAST, mientras que tgsir2b lo estaría en las cepas ARI, COUG, FOU, GT1, MAS y 

CatBr9; presentando rearreglos en todos los casos. 

19.6.1 Análisis del rol biológico 

El RSV es una droga con múltiples blancos, entre ellos las deacetilasas de la familia de las 

Sirtuinas, SIR2. El efecto observado de esta droga sobre T. gondii, incluyendo el grado de acetilación de 

las histonas H3 y la marca sobre H4K16, respalda la posibilidad de que el RSV esté afectando a alguna 

o las dos SIR2 de T. gondii. Con el objetivo de estudiar la asociación directa de las Sirtuinas de T. gondii 

con los subtelómeros y poder establecer un nexo con los efectos del RSV y SIRT decidimos producir 

anticuerpos anti-SIR2A y –SIR2B. De esta manera, si el anticuerpo funcionara correctamente, podríamos 

incluso hacer experimentos en diferentes cepas de T. gondii si fuera necesario.  

19.6.2 Análisis in silico de Sirtuinas 

Las proteínas Sirtuinas pertenecen un grupo conservado de proteínas remodeladoras de la 

cromatina presentes desde bacterias hasta humanos. El dominio catalítico de SIR2 compartido entre 

todas las Sirtuinas, consta de dos dominios distintos, uno que se une a NAD+ y otro al sustrato de acetil-

lisina, respectivamente. Además del dominio catalítico, las Sirtuinas eucariotas contienen extensiones N-

terminal y C-terminal variables que regulan tanto sus localizaciones subcelulares como su actividad 

catalítica (North & Verdin 2004). El dominio característico es de aproximadamente 260 aminoácidos y 
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representa a una familia que se divide en cinco clases (I-IV y U) (Frye 2000). El genoma de S. cerevisiae 

codifica cinco Sirtuinas, SIR2p y cuatro proteínas adicionales denominadas Hst1p-Hst4p (Brachmann et 

al. 1995). El genoma humano codifica siete Sirtuinas, con representantes de las clases I-IV (Frye 2000). 

Mediante un análisis con en la base de datos NCBI y la herramienta de búsqueda de 

dominios conservados (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)  se pudo constatar la 

presencia del dominio Sirtuina y su localización tanto en las proteínas SIR de humanos como en las 

proteínas de T. gondii y P. falciparum. En la Tabla 13 se muestran las características de las Sirtuinas de 

humanos y levaduras como así también las de los organismos Apicomplexa.  

La proteína TgSIR2A tendría un tamaño de 360 aa a diferencia de su contraparte PfSIR2A 

la cual posee un tamaño de 271 aa (Tabla 13). Dicha proteína presentaría una región hidrofóbica 

compatible con péptido señal, con posible sitio de clivaje en el aminoácido 17 predicho por el programa 

SignalP 2.0 (probabilidad 0.982). Mientras que TgSIR2B sería una proteína de 1715 aa en comparación 

con PfSIR2B la cual tiene un tamaño de 1304 aa (Tabla 13). A diferencia de TgSIR2A, TgSIR2B no 

presentaría péptido señal o región hidrofóbica terminal en su secuencia. El dominio catalítico sirtuina de 

TgSIR2A seria conservado y se encontraría entre los aminoácidos 97 y 360 (263 aa) (Tabla 13), mientras 

que, el dominio catalítico sirtuina de TgSIR2B estaría parcialmente conservado entre los aminoácidos 

189 y 503, similar al dominio sirtuina de PfSIR2B entre los aminoácidos 48 y 415; ambos partidos por 

una inserción de 74 y 151 aa respectivamente, las cuales dividen en dos regiones al dominio sirtuina 

haciéndolo mucho más grandes que en sus contrapartes (Tabla 13).  

En este análisis se pudo ver que en general las Sirtuinas comparadas muestran un tamaño 

de dominio catalítico de entre 212 y 367 aa (Tabla 13), presentando TgSIR2B y PfSIR2B los dominios de 

mayor tamaño debido a la inserción más arriba mencionada. La diferencia en tamaño del dominio también 

se ve reflejada en el tamaño de las proteínas, siendo TgSIR2B y PfSIR2B particularmente grandes en 

comparación a TgSIR2A y PfSIR2A y sus contrapartes en humanos. En el análisis realizado por Tonkin 

y col., (2009), TgSIR2A y PfSIR2A quedaron agrupadas junto a la proteína mitocondrial hSIR-5 de  
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Tabla 13. Comparación de proteínas sirtuinas presentes en humanos y Apicomplexas. Las 

secuencias correspondientes a las proteínas de humanos (hSIR-1 a 7) fueron extraídas de la base de 

datos Uniprobe, en la versión de isoforma 1. hSIR-1: Q96EB6, hSIR-2: Q8IXJ6, hSIR-3: Q9NTG7, hSIR-

4: Q9Y6E7, hSIR-5: Q9NXA8, hSIR-6: Q8N6T7, hSIR-7: Q9NRC8; ToxoDB, TgSir2A: TGME49_227020, 

TgSir2B: TGME49_267360; PlasmoDB, PfSir2A: PF13_0152, PfSir2B: PF14_0489. El sitio activo se 

corresponde con un aminoácido aceptor de protones y se corresponde con el aminoácido en el cual se 

encuentra conservado. Todos los tamaños están expresados en cantidad de aminoácidos. 1 TgSir2A se 

localizaría principalmente en el citoplasma y cerca de la periferia nuclear según Nardelli y col., 

comunicación personal del laboratorio de la Dra Kami Kim. 2 TgSir2B y PfSir2B poseen un dominio sirtuina 

cortado por una región de 74 y 151 aa respectivamente.  

 

Sirtuina Localización
Dominio 

catalítico
Sitio activo

Longitud 

dominio

Longitud 

proteína

  189-257…

333-503 
2

48-78…

   229-415 
2

TgSir2A

TgSir2B

PfSir2A

PfSir2B

nuclear 

perinuclear

¿? 294 367 1304

1-271 133 271 271

hSIR-1 

hSIR-2

hSIR-3

hSIR-4

hSIR-5

hSIR-6

¿? 385 314 1715

100-314 187 214 400

citoplasmática 

perinuclear 
1 97-360 228 263 360

nuclear        

nucléolo
hSIR-7

51-301 158 250 310

nuclear 45-257 133 212 355

mitocondrial 

citoplasmática 

nuclear

mitocondrial 138-373 248 235 399

mitocondrial 47-308 161 261 314

citoplasmática 254-489 363 235 747

nuclear 77-331 187 254 389
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humanos como Sirtuinas de clase III (con un soporte moderado) y TgSIR2B y PfSIR2B en otro clado de 

Sirtuinas de tipo IV junto a las contrapartes humanas hSIR-6 y hSIR-7 (con un muy buen soporte). La 

Sirtuina de clase III es la forma más ampliamente distribuida en procariotas, por lo que puede ser la 

versión más antigua del gen sirtuina (Frye 2000). Las Sirtuinas de tipo IV agrupa a Sirtuinas con funciones 

diversas en la señalización celular, el mantenimiento de la cromatina telomérica (hSIR-6) (Michishita et 

al. 2008; Mostoslavsky et al. 2006) y la activación de la ARN polimerasa I (hSIR-7) (Ford et al. 2006).  

Un alineamiento estructural de las Sirtuinas de Toxoplasma y Plasmodium con los dominios 

Sirtuinas de humanos (hSIR-1 a hSIR-7) mostró que todas presentan una región homóloga conservada 

correspondiente al dominio catalítico Sirtuina, con varios aminoácidos también conservados (Fig.59). 

Existen varios motivos cortos de aminoácidos conservados presentes dentro del dominio central sirtuina 

compatibles con los descriptos por Frye (2000). Estos incluyen GAGISXXXGIPXXR, PXXXH, TQNID, 

HG, CXXC el cual puede ser un posible dominio de dedo de zinc, FGE, GTS y N. En las Sirtuinas de 

clase III, el motivo GAGISXXXGIPXXR suele ser GAGISAESGIPTFR, mientras que en las Sirtuinas de 

la clase IV tienen GIPD dentro de este motivo (Frye 2000). En secuencias de clase IV hay un motivo 

GVWTL presente cuatro residuos C-terminal al motivo GAGISTXXGIPDFR. En secuencias de clase III, 

el motivo PXXXH es PNXXH mientras que en las secuencias de clase IV una (T) o (S) suele seguir a la 

(P). El motivo HG es de interés porque la mutación puntual sobre la histidina en HG a tirosina (YG) causa 

pérdida de ribosilación de ADP mediada por sirtuina y deacetilación (Frye 1999; Tanny et al. 1999; 

Guarente 2000) y convierte a SIR2 de levaduras en un gen negativo dominante (Tanny 1999). El motivo 

HG es estrictamente conservado en todas las Sirtuinas conocidas por lo tanto se la considera 

indispensable para la actividad de las mismas (Frye 2000).  

Como se muestra en la Fig.59 las Sirtuinas de tipo III TgSIR2A y PfSIR2B conservan en parte 

el motivo GAGISAEGIPTFR característico, en donde TgSIR2A presenta un motivo GAGVSAESGIPTFR, 

en el cual el aminoácido isoleucina (I) es sustituido por una valina (V).  Mientras que la Sirtuina tipo IV, 
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TgSIR2B presenta una secuencia dentro del motivo: GILD en vez de GIPD, donde ocurre una sustitución 

de prolina (P) por leucina (L) y también posee el motivo GVWTL hacia la región C-terminal. 

 

 

Fig.59. Alineamiento estructural de dominios sirtuinas. Las secuencias aminoacidicas de sirtuinas 

de humanos se obtuvieron a partir de la base de datos Uniprobe, (hSIR-1 a 7), de las cuales se 

utilizaron las correspondientes a la isoforma 1 de cada una. hSIR-1: Q96EB6, hSIR-2: Q8IXJ6, hSIR-

3: Q9NTG7, hSIR-4: Q9Y6E7, hSIR-5: Q9NXA8, hSIR-6: Q8N6T7, hSIR-7: Q9NRC8; ToxoDB, 

TgSir2A: TGME49_227020, TgSir2B: TGME49_267360; PlasmoDB, PfSir2A: PF13_0152, PfSir2B: 

PF14_0489. El alineamiento se realizó utilizando el programa MEGA-X con el método CLUSTAL-W y 

se editó en el programa Bioedit. En color rojo se muestran los residuos conservados. En color celeste 

se muestran las regiones con sustituciones similares o sinónimas. El asterisco denota los residuos HG 

conservados, donde la H sería esencial para la actividad catalítica. 
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El motivo PNXXH de Sirtuinas tipo III también se encuentra conservado en TgSIR2A, pero 

no en PfSIR2A, donde (P) es sustituido por (I). Mientras que no lo haría en TgSIR2B y PfSIR2B. Por otra 

parte, los motivos HG, CXXC y N se encontraron totalmente conservados en las proteínas de 

Apicomplexa. El motivo TQNID se encontró totalmente conservado en PfSIR2B y sustituido en TgSIR2A, 

TgSIR2B y PfSIR2A (TQNVD). Del motivo GTS solo se conserva la glicina (G) en todas ellas y en 

TgSIR2A y PfSIR2A todo el motivo. Mientras que el motivo FGE, solo se conserva en las proteínas 

TgSIR2A y PfSIR2A (Fig.59). 

 19.6.3 Producción de proteínas recombinantes, generación de anticuerpos 

específicos e inmunodetección 

Para poder llevar a cabo los experimentos de asociación de TgSIR2s a las regiones TgSTs 

decidimos generar proteínas recombinantes para luego producir anticuerpos policlonales específicos y 

poder caracterizar la expresión y localización de dichas proteínas.  

19.6.3.1 TgSIR2A recombinante (rSIR2A) 

Para esto se expresó de manera recombinante una primera versión truncada de TgSIR2A 

sin la región hidrofóbica N-terminal de 18 aa (rTgSIR2A_truncada), quedando una secuencia de 324 aa 

que junto a la etiqueta de histidinas y el aporte linker del plásmido se esperaba una versión de 381 aa y 

un peso estimado de ~42 KDa. El constructo codificante para rTgSIR2A_truncada fue clonado en el 

vector de expresión en bacterias pRSET-A de manera estándar, confirmado por secuenciación, e 

inducido a expresión con IPTG. La proteína recombinante rSIR2A fue purificada por afinidad en columnas 

de níquel en condiciones desnaturalizantes como se describe en el Capítulo IV y se resolvió en geles 

SDS-PAGE 12%, observándose varias bandas, ninguna del tamaño esperado por tinción con coomasie 

blue (Fig.60A). Luego, se realizó una inmunodetección utilizando el anticuerpo α-histidina, el cual  
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Fig.60. Purificación de las proteínas Sir2 recombinantes en condiciones desnaturalizantes. A. 

Tinción con coomasie blue, SDS-PAGE 12%. En cada caso se sembró 1mg de proteína recombinante. 

Tamaño esperado de rSir2A (rTgSir2A_truncada) ~42 KDa; tamaño esperado de rSir2B (rTgSir2B_DC) 

~42 KDa, tamaño observado ~48 KDa. B. WB de las proteínas recombinantes, en todos los casos se 

sembró 1mg de cada una de ellas. C. WB anti-cmyc (1:3000) con proteínas totales de parásitos 

transfectados con la copia extra del gen tgsir2a-cmyc. D. IFI de taquizoítos intracelulares con anti-cmyc 

conejo 1:300 y anti-SAG1 ratón 1:200 del clon estable TgSir2A-cmyc_clon#22. 
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reconoce la etiqueta de polihistidinina (6xHis) presente en la construcción rTgSIR2A_truncada (Fig.60B). 

En este caso, no pudimos constatar la presencia de la banda esperada de ~42 KDa. Por otra parte, se 

construyó una segunda versión de TgSIR2A contenida entre los sitios de restricción NsiI y PacI, 

N_rTgSIR2A_P, clonada de manera comercial en pRSET-A para posterior subclonado en vector de 

expresión específico en T. gondii, MCS pTUB8mycGFPPftailTy-HX, el cual nos permitiría agregar una 

versión extra del gen con una etiqueta c-myc en la copia de proteína, TgSIR2A_c-myc, y de esta manera 

localizarla subcelularmente. En este caso el fragmento recombinante N_rTgSIR2A_P junto al aporte del 

plásmido de expresión en bacterias pRSET-A codificarían una versión de 401 aa con un PI de 7,2 y un 

peso estimado de ~45 KDa la cual aún no fue ensayada. En el caso de N_rTgSIR2A_P se prosiguió con 

el subclonado en el vector de expresión en Toxoplasma pudiendo obtener clones de parásitos positivos 

para TgSIR2A_c-myc en pasajes estables en dos transfecciones distintas: transfección 1, pasaje 4 (T1-

P4) y transfección 2, pasaje 7 (T2-P7) conteniendo la doble copia del gen como se observa en la Fig.60C. 

En el extracto total de proteínas pudimos reconocer la proteína del tamaño esperado de ~42 KDa 

correspondiente a la copia extra del gen. Uno de los clones estables obtenido por selección (clon#22-T2) 

se testeó mediante IFI con el anticuerpo anti- etiqueta c-myc en el cual se pudo reconocer a la proteina 

en el citoplasma de parásitos intracelulares (Fig.60D).  Al parecer la proteína excluiría el núcleo en el 

estadio de replicación intracelular lo cual se condice con lo observado por Nardelli y col., en su 

comunicación personal como se menciona en la Tabla 13.   

19.6.3.2 TgSIR2B recombinante (rTgSIR2B) 

En el caso de la proteína TgSIR2B se produjo una versión recombinante conteniendo el 

dominio catalítico (DC) de TgSIR2B. En este caso, realizamos una versión recombinante de TgSIR2B 

(rTgSIR2B_DC o rSIR2B) desde el aa (F) 176 al aa (P) 522 generando una versión del dominio catalítico 

de 347 aa que junto al aporte plasmídico suman un total de 390 aa con un peso estimado de ~42 KDa 

(rSIR2B). La versión recombinante se clonó en pET14b de manera comercial. Fue expresada mediante 

la inducción con IPTG y purificada en columna de níquel en condiciones desnaturalizantes como se 
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describe en el Capítulo IV. Se logró expresar una proteína de forma soluble, y se resolvió en geles SDS-

PAGE 12% con tinción con coomasie blue (Fig.60A). Durante la purificación de rSIR2B se reconoció una 

banda de ~45 KDa (Fig.60A), mientras que cuando se realizó una inmunodetección con el anticuerpo anti-

etiqueta de histidina se detectó una banda de ~48 KDa (Fig.60B). La proteína recombinante 

correspondiente a rSIR2B fue utilizada para inmunizar ratones según el protocolo descripto en el capítulo 

IV y de esta manera se produjeron los anticuerpos policlonales correspondientes. 

Como siguiente aproximación y para testear de manera preliminar el anticuerpo generado 

se realizó una inmunodetección de TgSIR2B mediante WB con extractos de proteínas total de taquizoítos 

extracelulares, sin lograr reconocer con éxito a la misma. Esta ausencia de proteína podía deberse a 

factores técnicos dado que la proteína posee un tamaño de 187 KDa y es necesario realizar corridas 

electroforéticas en condiciones especiales a estandarizar: geles largos, porcentajes de acrilamida/bis 

acrilamida por debajo de 6%, etc; que quedaron pendientes para futuros trabajos. Por lo tanto, se realizó 

un ensayo de IFI con el anticuerpo generado en taquizoítos extracelulares e intracelulares y de esta 

manera se pudo localizar subcelularmente la expresión tentativa de esta proteína. En la Fig.61 se puede 

observar que TgSIR2B presentaría señal de localización en todo el parásito, incluyendo el núcleo, en 

taquizoítos extracelulares; mientras que en taquizoítos intracelulares su localización sería principalmente 

citoplasmática con localización puntual dentro del núcleo (flechas blancas), sugiriendo que su presencia 

nuclear podría estar relacionada solo a regiones genómicas discretas.  
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Fig.61. Localización subcelular por inmunofluorescencia de TgSir2B. Localización en taquizoítos 

de la cepa RH extracelulares (arriba) e intracelulares (abajo), una VP con 4 parásitos. Las flechas 

blancas indican focos puntuales en el núcleo. 
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20. Discusión del capítulo III 

En el trabajo de Bunnik y col., (2019) demostraron que en la arquitectura global del genoma 

de T. gondii los telómeros no estarían agrupados, lo que apoyaría la idea de extremos teloméricos en 

contexto de cromatina separados dentro del núcleo. En este sentido, habría telómeros en contexto de 

heterocromatina silente localizados tal vez en la periferia nuclear y otros orientados posiblemente hacia 

territorios nucleares más propicios para la transcripción. De hecho, algunos telómeros enriquecidos en 

H3K4me3 (como se mencionó en el Capítulo I), son activos y se transcriben a lncRNA TERRA (no se 

muestran los datos). Mientras que, en relación a los distintos territorios nucleares, los cromosomas de T. 

gondii mostraron una tendencia a la territorialización similar a la del genoma humano con contactos de 

entre 50 y 500 Kpb correspondientes a TADs o dominios topológicos; los cuales se saben están 

enriquecidos en interacciones intra-dominios (Bunnik et al. 2019). Las proteínas interactoras son factores 

claves para entender cuáles son los mecanismos que acompañan a esta arquitectura de los 

telomeros/STs ya que son las que escanean, establecen y efectúan con su actividad el funcionamiento 

de estas regiones tan particulares del ADN. Como un aporte para comenzar a dilucidar el intricado 

mecanismo molecular que subyace asociado a las regiones subteloméricas de T. gondii realizamos una 

búsqueda in silico de posibles proteínas asociadas a dichas regiones. De manera notable, la mayoría de 

las proteínas detectadas en los telómeros/subtelómeros de levaduras y mamíferos no están presentes ni 

en T. gondii ni en Plasmodium spp. Si bien, estos parásitos podrían tener un repertorio menor de 

proteínas en estas regiones, es necesario realizar experimentos más precisos para develar el proteoma 

de los STs y telómeros. Aunque hemos identificado algunas de estas aún no se ha podido demostrar la 

asociación directa a estas regiones como, por ejemplo, de SIR2. Por lo tanto, de manera provisoria y 

según lo estudiado en otras especies se proponen a las proteínas TgSIR2A, TgSIR2B, TgORC1, 

TgKU70/TgKU80 y TgChromo1 como posibles componentes de los TgSTS, responsables de su 

estructuración y funcionalidad. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el RSV, activador de SIR2, tendría 

un efecto importante sobre el crecimiento y la replicación de T. gondii a un IC50 de 53,4 µM. Estos 

resultados coinciden con los reportados por Chen y col., (2018), quienes encontraron que a 50 µM el 

RSV bloquea el crecimiento intracelular de T. gondii. Mientras que, Adeyemi y col., (2019); identificaron 

a RSV como uno de 62 compuestos con efectos anti-T. gondii, que produjeron un valor de IC50 de 1,03 

μg/ml (4,4 μM) después de 72 hs de incubación en comparación con Pirimetamina. Los autores también 

observaron que las células hospedadoras eran 100% viables en una concentración de RSV de 2 μg/ml 

(8,5 μM) tras dicho período de tiempo. Las diferencias en los valores de IC50 entre los estudios pueden 

deberse a diferencias en la duración de los tiempos de exposición a la droga. 

Cuando se compara el efecto observado en T. gondii con otras especies de parásitos vemos 

que dicho efecto en la replicación del taquizoíto fue a un valor de IC50 inferior al observado sobre la 

replicación del estadio de epimastigote (forma replicativa) de T. cruzi (IC50 250 µM) pero mayor al 

observado en el modelo de Leishmania amazonensis (IC50 27 µM) (Vergnes et al. 2005). El estudio 

realizado por la Dra. Campo (Campo 2017) también ha demostrado que el tratamiento extracelular de los 

promastigotes de T. cruzi con RSV reduce el porcentaje de parásitos vivos con un IC50 de 50.3 µM. Liu 

y col., (2013) también observaron que el RSV tendría actividad anti-plasmodial con un IC50 de 70 µM. 

Tomados en conjunto, estos datos indican que el RSV sería efectivo contra una amplia variedad de 

parásitos protozoarios, incluyendo a T. gondii, en valores de IC50 similares (Liu et al. 2013). 

Dado que el RSV es un fármaco que posee varios blancos, es difícil establecer qué objetivos 

específicos en T. gondii se ven afectados por su acción. Uno de los blancos podría ser una histona 

acetiltransferasa, pero también se sabe que muestra actividad activadora de la Sirtuina SIR2 (Gertz et 

al. 2013). Por lo tanto, es posible que las Sirtuinas se encuentren entre los blancos de RSV lo que 

conduciría a la deacetilación excesiva de las histonas en las regiones STs, entre ellas la marca H4K16ac; 

como así también a una desregulación en la vía de reparación íntimamente ligada a la regulación 

epigenética como se vio en levaduras (Liu et al. 2020) 
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Aquí, observamos que RSV podría estar asociado a cambios en la marca H3ac y H4K16ac 

en la cromatina del taquizoíto. Un objetivo de la lisina deacetilasa de levaduras SIR2 es H4K16, cuyo 

estado de acetilación es importante para regular la propagación de la heterocromatina (Wang, Jia, & Jia 

2016; Chen, Yu, & Chen 2016). La señal débil de H4K16ac observada en presencia de RSV fue evidente. 

Este resultado concuerda con otro estudio reciente en el que el tratamiento con RSV redujo los niveles 

de H4K16ac (Hoggard et al. 2018). La presencia de RSV también afecto la tasa de crecimiento de T. 

gondii y su arresto en la fase S de su ciclo celular. Este resultado acerca del ciclo celular concuerda con 

lo observado en otros modelos en los que RSV presentó actividad anti proliferativa e indujo un arresto 

en la fase G1/S o S en células cancerosas (Sgambato et al. 2001; Singh et al. 2017). También se ha 

encontrado que RSV detiene el ciclo celular en promastigotes de Leishmania en la fase G1 (Ferreira et 

al. 2014). En levaduras, SIR2 controla negativamente la activación de los orígenes de la replicación del 

ADN dentro de la heterocromatina y la eucromatina deacetilando H4K16 (Cao et al. 2017), pudiendo ser 

esta la causa del efecto en la replicación del parásito. En este sentido el uso de RSV estaría bloqueando 

no solo la replicación sino también podría estar afectando la cascada de reconocimiento y señalización 

de DDR, causando en consecuencia, detención de la progresión en fase S y arresto celular con aumento 

significativo de γH2AX como se observó. Similar a lo que se observó con el RSV, se ha informado que 

KU-55933, un inhibidor de ATM, alteró la replicación de los taquizoítos, detuvo el ciclo celular en la fase 

S y bloqueó la fosforilación de la histona H2A.X, una marca de histona de la respuesta al daño del ADN 

(Munera López et al. 2019).  

Por el contrario, el tratamiento con SIRT no parecería interferir en el ciclo celular. Del mismo 

modo, se ha encontrado anteriormente que el SIRT no muestra ningún efecto sobre el ciclo celular en 

células cancerosas (Peck et al. 2010). Como así también se ha encontrado que en los amastigotes de 

Leishmania, SIRT no causaría cambios en el perfil de contenido de ADN medido por FACS, sino más 

bien una reducción de los picos G0/G1, S y M a una concentración de 60 µM, indicando una 

fragmentación marcada del ADN (Vergnes et al. 2005). Basándonos en estos datos, podríamos 
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considerar que, SIRT causaría un efecto similar en los taquizoítos de T. gondii, explicando el resultado 

observado en el análisis de replicación en el que se observó un efecto brusco solo cuando se expusieron 

a 100 µM de la droga. 

El SIRT es un fármaco que se identificó como candidato contra el cáncer entre más de 1.000 

compuestos contra hSIR-1 con la mitad de la concentración inhibitoria máxima, IC50, de 40 µM (Grozinger 

et al. 2001). La proteína PfSIR2A no demostró ser sensible al SIRT in vitro, pero fue inhibida por 

Nicotinamida (Merrick & Duraisingh 2007), un fármaco que no tuvo efecto sobre el crecimiento de T. 

gondii (Strobl et al. 2007). El efecto del SIRT sobre los taquizoítos intracelulares también fue un efecto 

importante sobre el crecimiento con IC50 27 µM, y a dosis elevadas (100µM) el efecto anti-T. gondii fue 

cercano al 70% después de 24 hs de tratamiento. Por otra parte, en un modelo de cáncer in vitro se 

observó que el SIRT presentó un efecto anti-proliferativo y apoptótico a través del factor de transcripción 

FOXO3a y la quinasa AKT (Fong et al. 2014). La inhibición de la vía de señalización a través de las 

quinasas PI3K/AKT de la célula huésped redujo la proliferación de T. gondii (Zhou et al. 2013). Dado que 

no observamos cambios en los niveles de acetilación de H4K16 ni H3 por el tratamiento con SIRT, ni 

sobre el ciclo celular de T. gondii no podemos descartar que el efecto observado se deba a un efecto 

sobre la célula hospedadora infectada. 

En el presente estudio, se encontró que el nivel de γH2A.X, marcador del daño presente en 

el ADN, aumentó en presencia de RSV. En otro modelo de estudio, el uso de 50 µM de RSV indujo daño 

en el ADN, detención en la fase S y niveles aumentados de γH2A.X en un panel de líneas de carcinoma 

de células escamosas de cabeza y cuello (Tyagi et al. 2011). Además, la presencia de H4K16ac en el 

ADN dañado por la rotura de la doble hebra es capaz de reclutar proteínas de reparación del ADN 

asociadas a la vía de reparación HRR (Gao et al. 2019), entre ellas la quinasa ATM que inicia la respuesta 

al daño del ADN (Chen et al. 2007). De manera similar a lo que se observó con el RSV, KU-55933, 

inhibidor de ATM, como ya se mencionó; altera el crecimiento de taquizoítos y detiene el ciclo celular en 

la fase S (Munera López et al. 2019). La fosforilación del motivo SQE en H2A.X (γH2A.X) es una marca 
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sensible de DSB y estrés de replicación del ADN (Rogakou et al. 1998; Gagou, Zuazua-Villar, & Meuth 

2010). Aquí observamos que los niveles de γH2A.X aumentaron en presencia de RSV a 50 µM y se 

indujo daño en el ADN y detención de la fase S al doble de concentración. Además, el RSV se asoció 

con la inhibición de la HRR a través de la inactivación de la Tirosil-tRNAsyntetasa, una enzima asociada 

a la síntesis de proteínas, pero también a la regulación de genes en la HRR cuando se transloca al núcleo 

(Cao et al. 2017; Gao et al. 2019).  

Tomando en cuenta todos los hallazgos mencionados, el RSV podría inducir una deficiencia 

en la acetilación de H3 y H4K16, lo que conllevaría a niveles de transcripción alterados, el inicio de la 

replicación del ADN y, potencialmente, la activación de la vía HRR. Estos procesos podrían afectar la 

precisión de la replicación del ADN y la progresión en el ciclo celular manteniendo γH2A.X en niveles 

muy elevados. A su vez, el RSV podría inducir daño en el ADN, posiblemente por oxidación, generando 

colapso en las horquillas de replicación y DSB (Branzei & Foiani 2008) presentando una dificultad de 

reparación mediante HRR debido a la ausencia de H4K16ac (Fig. 62). 

Una cuestión muy importante a tener en cuenta es que el RSV a bajas dosis tiene efectos 

beneficiosos en una amplia variedad de enfermedades humanas; sin embargo, en dosis altas y bajo 

aplicación a largo plazo, puede tener efectos adversos (Shaito et al. 2020), lo cual resulta un aspecto que 

Fig. 62. Modelo putativo de acción de RSV que conduce a una disminución en la replicación de 

T. gondii. Las líneas punteadas indican actividades o procesos reducidos. Para acetilaciones y 

fosforilaciones, intensidad del color representa el nivel de la marca PTM. 
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debe tenerse en cuenta al considerar esta droga como una terapia anti-T. gondii. Aquí, observamos que 

in vitro, el valor de IC50 de RSV fue menor que el umbral de toxicidad tolerado por las células hTERT. 

Quizás la dosis y la duración del tratamiento podría manejarse utilizando tratamiento combinados con 

otros medicamentos (por ejemplo, inhibidores de HRR) para lograr un efecto sinérgico. 

En el trabajo de Gupta y col., (2018) se demostró que CAF-1 tambien co-localiza con 

H3K56ac, una señal de finalización re-ensamblaje de la cromatina después de la DDR (Masumoto et al., 

2005). Resulta interesante el hecho de que H3K56ac es blanco de SIR2 (Maas et al. 2006; Vempati 2012; 

Mishra et al. 2022) apuntando a la posibilidad de que la cromatina subtelomérica sea un punto de 

nucleación importante para la replicación y reparación del ADN a través de la acción de SIR2.  

T. gondii presenta dos Sirtuinas, TgSIR2A y TgSIR2B para las cuales no se han reportado 

aún funciones específicas (por ejemplo, sus roles en la deacetilación de H4K16), ni sus localizaciones 

genómicas cuando están presentes en el núcleo, etc. Esta falta de conocimiento perjudica nuestra 

capacidad para inferir si los efectos observados de RSV están asociados con estas Sirtuinas o no. 

Nuestros resultados y los de otros muestran que RSV exhibe actividad anti-T. gondii in vitro. Se considera 

pertinente seguir evaluando la acción de dicha droga en estudios con ratones para evaluar más a fondo 

el potencial del RSV como un fármaco terapéutico contra la toxoplasmosis.  

En este trabajo realizamos por primera vez una descripción de la posible localización de la 

proteína TgSIR2B. Si bien existe una proteína homologa descripta en Plasmodium, PfSIR2B, para la cual 

se vio asociación a promotores UpsB de genes subteloméricos y por ende con localización nuclear, su 

localización por inmuno-localización subcelular aún no ha sido descripta. Mientras que la localización de 

PfSIR2A si ha sido descripta y esta parecería tener una ubicación perinuclear, y ocasionalmente se 

translocaría al núcleo, además de encontrarse asociada a los clústers teloméricos periféricos y elementos 

repetitivos presentes en las regiones PfTAS, como así también enriquecida en el nucléolo (Freitas et al. 

2005; Mancio-Silva et al. 2008; 2013). El grupo colaborador de la Dra. Kami Kim marcó endógenamente 

a TgSIR2A-HA y encontró que esta se localizaría principalmente en el citoplasma y cerca de la periferia 
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nuclear. Por otra parte, mediante inmunoprecipitación de la cromatina seguida de hibridación de 

microarrays (ChIP-ChIP), lograron localizar a TgSIR2A distribuida por todo el genoma, pero, observaron 

un mayor enriquecimiento de la misma en la región centromérica (región heterocromatica silenciada), 

esto se confirmó mediante co-localización con CenH3 (Dra. Kami Kim, comunicación personal). Además, 

observaron que la línea knockout ΔSIR2A crecería más rápido al igual que lo observado para ΔPfSIR2A 

en el estadio intraeritrocitico (Mancio-Silva et al. 2013), y que durante la diferenciación a bradizoíto, los 

quistes se formarían más rápidamente en dichos parásitos, reflejando un fenotipo relacionado con la 

replicación del parásito (Nardelli, comunicación personal). PfSIR2A deacetilaría H3 y removería H2A.Z 

de los sitios activos de transcripción de los genes var. Mientras que en parásitos deficientes de PfSIR2A 

(ΔSIR2A), H2A.Z quedaría relocalizada en los TSS activos y no así, en parásitos deficientes de PfSIR2B 

(ΔSIR2B) (Petter et al. 2011). Los genes var regulados por PfSIR2A ocupan el límite de 

heterocromatina/eucromatina tanto en los grupos cromosómicos internos como subteloméricos; por el 

contrario, PfSIR2B regula la mayoría de los genes var de tipo UpsB proximales a los telómeros separados 

del resto del cromosoma por los genes var UpsA subteloméricos regulados por PfSIR2A (Duraisingh et 

al. 2005; Tonkin et al. 2009). Ahora bien, en el análisis de localización de TgSIR2B vimos que ocuparía 

regiones en el nucleo ligando a esta deacetilasa con un probable blanco que regule la acetilación de 

H4H16 y H3. Habría que hacer mas experimentos para confirmar esta posibilidad. 

Sabemos que la estructura de la cromatina, particularmente la heterocromatina, es una 

estructura dinámica y polifacética que podría estar desempeñando un rol muy importante en el proceso 

de replicación de los parásitos Apicomplexas, articulando dicho proceso con la regulación de la 

transcripción génica, proporcionando un ambiente subnuclear compartimentalizado y adecuado 

asegurando, además, la correcta expresión de genes específicos durante todo el transcurso del ciclo 

celular. Si bien este trabajo no logró establecer una relación directa de las proteínas TgSIR2A y TgSIR2B 

con las regiones TgSTs creemos que futuros estudios genómicos podrían dar luz sobre este tema e ir 

ampliando nuestro conocimiento sobre la dinámica de la cromatina en las regiones TgSTs. 
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21. Conclusiones del capítulo III 

Las regiones TgSTs podrían estar asociadas a proteínas involucradas en el mecanismo de 

posición telomérica dirigido principalmente por las Sirtuinas de clase III, SIR2. Las proteínas TgSIR2A y 

TgSIR2B localizarían en el citoplasma de taquizoítos intracelulares, aunque TgSIR2B también ocuparía 

puntos específicos dentro del núcleo. El RSV, activador de SIR2, posee actividad antireplicativa contra 

T. gondii, afectando de manera significativa los niveles de PTMs específicas sobre H3K9/14 y H4K16 

(posibles blancos de SIR2). El RSV perturba el ciclo celular y causa daño sobre el ADN de los taquizoítos. 

Por lo tanto, el RSV podría considerarse como posible tratamiento contra la toxoplasmosis durante la 

fase aguda de la infección. 
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22. Conclusiones finales 

Se detectó la longitud y estructura de los STs de T. gondii en cada extremo cromosómico 

en función de varios factores: densidad génica, estado de la cromatina y presencia de ADN satélite.  

Se definieron 26 STs que oscilan entre 7,8 y 232,4 Kpb, con un promedio de 74,4 Kpb, lo 

que nos permite generar un modelo representativo subtelómerico de T. gondii (Fig. 63). 

El análisis detallado del enriquecimiento de H2A.X, H3.3, H3K9me3 y H4K20me3 en toda 

la región subtelomérica respalda los resultados obtenidos anteriormente por Nardelli y col., (2022). 

Se detectó la presencia de H3K4me3 en los extremos cromosómicos solo o con H2A.X y 

H3.3. En casi todos los casos se detectó solo en los extremos cromosómicos en los que se detectaron 

repeticiones teloméricas, lo que sugiere una estrecha relación de esta marca con los telómeros y la 

transcripción de lncRNA TERRA. 

Se observó la presencia de ADN tándem repetitivo, compatible con ADN satélite, en la 

mayoría de los TgSTs. En general, el elemento repetitivo más consistente como ADN satelital 

corresponde a la familia sat350. 

La marca H3.3 acompaña a la marca H2A.X en los TgSTs como así también las PTMs 

H4K31me1 y H3K4me1, particularmente en la mayoría de TSS de genes STs inactivos. 

Las marcas H4K31me1 y H3K4me1 ocupan putativas regiones compatibles con lncRNAs 

subTERRA. 

Los TgSTs abarcan uno o más genes en sus territorios. Un total de 96 genes pudieron 

vincularse a ellos, un gran número asociado con cromatina inactiva y evidencia de transcripción baja o 

nula, como se esperaba para los genes bajo TPE. Setenta de estos genes corresponden a genes únicos, 

muy pocos con anotaciones funcionales relacionados con rutas metabólicas. El resto de los genes 

detectados se corresponden con dos familias multigénicas integrales de membrana FamB y FamC. 

Los TgSTs tambien poseen genes en estado activo y ambiguo. Los promotores de los genes 

activos están enriquecidos en H3K4me3/H2A.Z/H2B.Z. Sin embargo, a veces los genes silenciados o  
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pobremente expresados también fueron detectados asociados al dímero H2A.Z/H2B.Z sin H3K4me3 en 

un aparente estado de cromatina ambigua. 

Tanto los genes famb como famc mostraron evidencia de transcripción, aunque a niveles 

de percentil más bajos que otros genes. La expresión de TgC8 se confirmó por WB e IFI. TgC8 mostraría 

una marca apical pero no en todos los taquizoítos. 

Fig. 63. Modelo representativo de las características de los subtelómeros de T. gondii. Se 

muestra la cromatina asociada con el efecto de posición telomérica, TPE, los promotores de genes 

activos, ambiguos y silenciados y el cuerpo de los mismos. El triángulo rojo indica la descomposición 

del TPE hacia la eucromatina. Los círculos con diferentes grados de relleno de color se asocian con el 

porcentaje relativo en que se observaron en esa posición. Se muestran las posibles proteínas 

interactoras listadas en la Tabla 12. Las proteínas hipotéticas son representadas con líneas puntuadas. 

Las preguntas son abiertas debido a que estas proteínas todavía no se han confirmado. El, RSV, 

activador de Sir2 podría estar actuando sobre alguna o las dos sirtuinas de T. gondii. 
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La respuesta humoral frente a TgC8 y TgC6 fue baja en absorbancia en el modelo murino 

y humano, así como en el número de sueros individuales con toxoplasmosis reactiva.  

Los STs de T. gondii podrían estar asociados a un mecanismo de posición telómerica 

dirigido principalmente por las deacetilasas TgSIR2s entre otras. Ambas Sirtuinas, TgSIR2A y TgSIR2B 

presentarían localización citoplsmática, aunque TgSIR2B ocuparía puntos específicos dentro del núcleo.  

El RSV, activador de SIR2, posee actividad antireplicativa contra T. gondii, afectando de 

manera significativa los niveles de PTMs blancos de SIR2, perturbando el ciclo celular y causando daño 

sobre el ADN de los taquizoítos. Por lo tanto, el RSV podría considerarse como posible tratamiento contra 

la toxoplasmosis durante la fase aguda de la infección. 
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23. Perspectivas futuras 

Dadas las conclusiones abordadas por este trabajo, se propone seguir indagando en los 

siguientes aspectos:  

Ampliar el estudio en cuanto a la conformación estructural y funcional de la cromatina 

subtelomérica, involucrando aspectos de ocupación en territorios nucleares específicos, mecanismos 

epigenéticos asociados a ARNs no codificantes como así también la presencia de sitios de origen de 

replicación y/o reparación del ADN y su asociación al ciclo celular. 

Evaluar el rol de los ADN satelitales en cuanto a plasticidad y evolución del genoma de T. 

gondii. 

Profundizar en el estudio de la estructura y función de genes STs con valor fenotípico 

adaptativo ya sea como blancos terapéuticos durante el ciclo litico o como moléculas inmunogénicas. 

Establecer colaboración con la Dra Kami Kim para evaluación de líneas mutantes de 

proteínas TgSIR2s y posicionamiento de las PTMs blancos en relación al ciclo lítico. 

Desarrollar el tratamiento de la fase aguda de la infección de T. gondii con RVS en modelos 

murinos e in vitro en asociación sinérgica con otras drogas. 
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24. Análisis de la cromatina 

Los datos de ChiP-Seq fueron obtenidos de la base de datos NCBI  

(https://bit.ly/Nardelli_GEO, https://bit.ly/Sindikubwabo_GEO). Las lecturas del posicionamiento 

genómico fueron alineadas a la versión 53 del genoma de referencia de la cepa ME49 en colaboración 

con la Dra. Josefina Ocampo. Para el análisis de los datos procesados se utilizó el programa IGV versión 

2.4 (https://software.broadinstitute.org/software/igv/) y se establecieron los rangos de datos de manera 

arbitraria con valores de 0 a 5 (Robinson et al. 2011). Se visualizó el enriquecimiento de CenH3 y se 

contrastó con las localizaciones descriptas para los centrómeros según ToxoDB. Se visualizó el 

enriquecimiento de H2A.X, H3.3, H3K9me3, H4K20me3, H4K31me1, H3K4me1, H3K4me3, H2A.Z y 

H2B.Z junto a la presencia de genes en ambos extremos cromosómicos sobre las posiciones genómicas 

descriptas para TgTAS por Dalmasso y col., (2014). Se constató la presencia de genes Tsf previamente 

descriptos (Dalmasso et al. 2014) y se procedió a la redefinición de las regiones subteloméricas. Con las 

posiciones subteloméricas definidas se descargaron de la base de datos ToxoDB las regiones 

correspondientes desde la posición 1 hasta el límite indicado en el brazo izquierdo, y desde la posición 

interna del lado derecho hasta el final cromosómico para luego analizarse mediante SnapGene versión 

2.3.2 en búsqueda de las repeticiones teloméricas TTTAGGG.  

25. Definición de LncRNAs 

El análisis de la posición de los lncRNAs en los STs de T. gondii se estableció por los 

parámetros establecidos por Sindikudwabo y col., (2017): presencia de marcas de cromatina activa: 

H4K31ac, H3K14ac y H3K4me3 en la región TSS y H3K4me1/H4K31me1 a lo largo de la longitud 

transcrita en una región no génica (CGen). En este análisis dichas marcas se correspondieron también 

con regiones TSS de genes con cromatina activa (H3K4me3/H2A.Z/H2B.Z). Se tomaron como lncRNA 

de TgSTs putativos todas aquellas regiones por fuera de los CGen enriquecidas en H3K4me3/H4K31me1 

en las cuales se encontro de manera cercana a alguno de los extremos, una región con enriquecimiento 

de marcadores de cromatina activa. La longitud aproximada de cada lncRNA fue establecida desde el 
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inicio en la región TSS con cromatina activa mas cercana hasta el final determinado por el 

enriquecimiento de las marcas H3K4me3/H4K31me1.  

26. Análisis bioinformático 

Las búsquedas en base de datos, el análisis de comparación de secuencias y el análisis de 

los dominios putativos se realizaron utilizando los programas BLAST-N, BLAST-X del NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov) y UniPROBE (https://bit.ly/UniPROBE). La búsqueda de proteínas ortólogas en 

organismos Apicomplexa se realizó utilizando las bases de datos disponibles en VEUPATH 

(https://bit.ly/VEUPATHDB):  PlasmoDB (https://bit.ly/PLASMODB)  y ToxoDB (https://bit.ly/TOXODB). 

La búsqueda y localización de motivos se realizó con el programa Motifcan (https://bit.ly/MOTIFSCAN), 

y de dominios funcionales se realizó utilizando las bases de datos de dominios conservados del NCBI: 

CDD (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), J-Pred 

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/) y ToxoDB. La búsqueda de péptido señal, sitios de clivaje y 

los dominios transmembrana fueron predichos por PSORT II (https://bit.ly/PSORTII), la probabilidad del 

péptido señal se confirmó por SignalP 5.0 (https://bit.ly/SIGNALP). Las regiones de ADN repetitivas se 

determinaron mediante análisis de diagrama de puntos, Dot plot, en la página web de YASS 

(https://bioinfo.lifl.fr/yass/yass.php). El análisis se extendió a los primeros 100 Kbp, excepto en los casos 

donde el borde de los subtelómeros propuestos se extendiera más allá de los 100 Kbp. La identidad de 

los satélites de ADN se realizó mediante una combinación del uso del programa YASS y BLAST-N 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Los análisis de densidad génica se realizaron en ToxoDB, mediante un 

escaneo manual del Genome Browser. También de forma manual, se determinó la sintenia de los genes 

detectados en la cepa ME49 en las 14 cepas restantes, incluida ME49 en la sección de ToxoDB, ortología 

y sintenia. Todos loas análisis se realizaron con los parámetros por defecto. 

El alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos de se realizó utilizando los 

programas MEGA-X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Software Version X) (Kumar et al. 2018) 

y el editor de alineamiento de secuencias BioEdit (https://bioedit.software.informer.com/7.2/) mediante el 
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alineamiento múltiple Clustal W. El análisis de secuencias de ADN y el diseño de los oligonucleótidos se 

realizaron con el programa Snapgene versión 2.3.2 (https://www.snapgene.com/).  

La búsqueda de asociación a factores virulentos se realizó utilizando la base de datos 

ProtVirDB (https://bit.ly/PROTVIRDB) utilizando la herramienta ViroBLASTDB dentro de la misma con los 

parámetros por defecto; junto a la base de datos VEUPATH para la constatación de los números de 

identificación y anotación de las proteínas asociadas con score más alto, E-value más pequeño y 

porcentaje de identidad más alto.  

27. Análisis evolutivo 

Se construyó un árbol filogenético con MEGA-X. El soporte interno se midió usando 500-

1000 réplicas de la opción de arranque de búsqueda heurística. La historia evolutiva se infirió utilizando 

el método de Máxima Verosimilitud. El árbol se condensó (valor de corte: 50%). Las secuencias de 

aminoácidos se alinearon mediante alineación múltiple Clustal W (penalización por apertura de gap 

10,00, penalización por extensión de gap 0,10, penalización por apertura de gap de alineación múltiple 

10,00, penalización por extensión de gap 0,20, uso de matriz negativa desactivada, retraso de corte 

divergente 30 %.  

28. Cultivo de parásitos y reactivos 

Los experimentos fueron realizados utilizando dos cepas salvajes de T. gondii: RH y PRU y 

respectivas cepas parentales derivadas: RH∆hxgprt, RH_RFP. Para la obtención de taquizoítos, todas 

las cepas fueron cultivadas in vitro en condiciones estándares: se infectaron células HFF crecidas en 

monocapa y se incubaron con medio DMEM (Gibco) suplementado con 10% o 1% de suero fetal bovino 

(SFB), penicilina (100 UI/ml; Gibco) y estreptomicina (100 µg/ml; Gibco) a 37°C y 5% de atmosfera de 

CO2.  

Los parásitos RH_RFP expresan de manera estable y constitutiva la proteína fluorescente 

roja en el citoplasma. Los parásitos RH∆hxgprt son deficientes en la enzima Hipoxantina-Xantina-
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Guanina-Fosforibosil-Transferasa. Esta enzima permite seleccionar positiva y/o negativamente los 

parásitos (ver sección “Sobreexpresión de proteínas en Toxoplasma” y Donald et al. 1996).  

Los taquizoítos extracelulares fueron recolectados frescos del medio de cultivo. Las células 

conteniendo los taquizoítos intracelulares fueron tripsinadas y luego pasadas a través de agujas de 

distinto calibre para poder romperlas y obtener los parásitos. Una vez obtenidos fueron purificados de los 

restos celulares por filtros de 3 mm de poro (Nucleopore), contados, centrifugados durante 10 minutos a 

2000 rpm y lavados con solución de fosfato salino, PBS 1%.  

La solución madre de Resveratrol se almacenó a 10 mg/ml y la solución de Sirtinol a 10 M, 

ambas diluidas en DMSO. 

29. Análisis de la expresión de genes por RT-PCR y qPCR 

Para esto se diseñaron oligonucleótidos específicos para amplificar productos codificantes 

pequeños de entre 100 y 200 pb de cada uno de los genes. Estos oligonucleótidos utilizados para realizar 

las RT-PCR, fueron originalmente diseñados para ser utilizados en análisis por qPCR. Dichos 

oligonucleótidos fueron diseñados teniendo en cuenta que los mismos tuvieran una T° de melting de 

~60°C, que pegaran cerca de la región 3’ del gen y que cada par de oligonucleótidos amplificaran 

fragmentos entre dos exones y un intrón en el caso de los genes que poseen intrones. En algunos casos 

no fue posible diseñar sobre la unión exón-exón a pesar de tener intrones debido a la similitud de las 

secuencias, es por esto que en algunos genes como tgc3, tgc8 y tgc12 se amplificaron secuencias de 

igual tamaño entre ADNg y ADNc. Mientras que en el caso de tgc2 y tgc5, los cuales no poseen 

secuencias intrónicas, también amplificamos ADNg y ADNc del mismo tamaño. Por dicho motivo 

realizamos controles para asegurar la no existencia de contaminación genómica en el preparado de 

ADNc (Fig.64). En la Fig.64 se muestra el detalle de amplificación y especificidad de cada uno de los 

oligonucleótidos testeados con ADNg y ADNc.  
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Todos los oligonucleótidos fueron testeados in silico para determinar su especificidad ya 

que estos genes tienen regiones muy conservadas entre sí. Se cultivaron parásitos extracelulares (1.107 

por muestra) para obtener el ARNm total mediante la utilización del protocolo establecido para el reactivo 

Trizol® (Invitrogen), luego se realizó la retro-transcripción de los mismos utilizando la retrotranscriptasa 

reversa M-MLV® (Invitrogen) según protocolo del fabricante para obtener el ADNc. Las muestras fueron 

tratadas con DNasaI® (Invitrogen) para evitar posibles contaminaciones con ADNg. A continuación, se 

realizó en primer lugar las PCR a punto final, RT-PCR, probando los oligonucleótidos con muestras de 

ADNg y ADNc, en algunos casos de las cepas PRU y RH, incluyendo además un control de amplificación 

de ADNg pat8; dicho gen amplifica una región de ~800 pb en presencia de ADNg y una región de ~350 

pb en el caso de estar libre del mismo (Fig.64).  

Luego se probaron en PCR a tiempo real, qPCR, para las cuantificaciones. Las reacciones 

de amplificación se llevaron a cabo en un volumen final de 10 μl conteniendo SYBR Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems, CA), 0,5 μM de cada oligonucleótido específico y 1 μl de una dilución 1:10 del 

Fig.64. Prueba de especificidad de oligonucleótidos diseñados para amplificar los genes tgc. 

Se muestra la tabla con detalle del tamaño esperado para cada gen en pb y por otra parte las 

amplificaciones esperadas en el caso de ADNg y/o ADNc. En algunos casos incluimos muestras 

provenientes de parásitos de la cepa RH y PRU, gel de agarosa 1,5%. Control interno de 

amplificación pat8: palmitoil transferasa 8, ADNg ~800 pb, ADNc ~350 pb. 
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ADNc. Los oligonucleótidos utilizados para amplificar son los mismos utilizados para la RT-PCR (Tabla 

14). Como control interno se utilizaron oligonucleótidos que amplifican una región de 101 pb de la región 

promotora del gen constitutivo b-tubulina. Como controles de transcripción estadío específica se analizó 

el nivel de expresión del gen específico de taquizoito sag1 y del gen específico de bradizoíto bag1. Las 

secuencias de cada uno de los oligonucleótidos se encuentran en la Tabla 14, el amplicon de sag1 se 

corresponde con un fragmento de 93 pb de la región promotora del mismo, mientras que el amplicon de 

bag1 se corresponde con un fragmento 101 pb de región promotora del gen. de Todas las reacciones se 

realizaron en un ciclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). 

Para cuantificar la expresión génica se utilizó el método comparativo 2-ΔΔCt (Schmittgen & 

Livak 2008). Donde se tomó como parámetro de medición el Ct (threshold cycle), el cual se define como 

el ciclo de la PCR donde la señal de fluorescencia emitida por el colorante reportero supera el umbral 

establecido. Este método comparativo asume que la eficiencia de la PCR es cercana a 1 y que la 

eficiencia de la PCR de los genes blancos es similar a la eficiencia de la PCR del gen control interno. 

Para esto calculamos las eficiencias de las PCRs para todos los genes y encontramos que todas eran 

cercanas a 1. Además, se realizó una curva de disociación para cada par de oligonuclétidos, confirmando 

que éstos amplificaban un único producto. Los niveles de ARNm de cada gen (medidos como Ct) fueron 

medidos en 3 muestras independientes para cada condición, y la reacción de qPCR fue llevada a cabo 

por duplicado. Los valores de Ct fueron promediados y luego fueron normalizados a los niveles de b-

tubulina. Los datos de Ct se colectaron con el programa del equipo, se analizaron en Microsoft Excel y 

luego se compararon con el programa InfoStat (http://www.infostat.com.ar). El nivel de expresión de cada 

uno de los genes en las condiciones de estrés se comparó a su respectiva muestra control en condiciones 

normales de crecimiento. 
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30. Obtención de proteínas recombinantes  

30.1 Clonado de proteínas 

30.1.1. Proteínas TgCs 

30.1.1.1 TgC3 

Para la construcción de la proteína rTgC3 decidimos delecionar todo el extremo N-terminal 

hasta la alanina en posición 46 con parte de la región del primer dominio TM. Luego, unimos las dos 

regiones no hidrofóbicas desde el aminoácido 46 hasta la serina en posición 151 y desde la asparagina 

en el sitio 169 al aminoácido final 206 en un transcripto único para producir el péptido recombinante. Este 

transcripto de 432 pb se clonó entre los sitios NdeI y XhoI dentro del plásmido comercial pET14b 

(Genescrip Co.,Ltd.) de 4671 pb. Dicho transcripto codificaría 144 aminoácidos, con un punto isoeléctrico, 

PI de 6,11 y un peso estimado de ~16 KDa, calculados con la herramienta Expasy pI//Mw 

(https://web.expasy.org/compute_pi/). El péptido recombinante final con la etiqueta de 6xHis más el ATG 

del plásmido de expresión pET14b estaría codificado por un transcripto de 495 pb y 164 aa con un peso 

estimado de ~17,4 KDa y posee un PI de 7,2 (Fig.65A). 

Tabla 14. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de fragmentos de ADN.  

 

Nombre Sentido 5'-3' Nombre Anti-sentido 5'-3' Eficiencia

qPCRtsf1 GGTACCGCGGAAGTATACGA qPCRtsf1 TCCTTGCAGGCCTTGTACTT 83.1

qPCRtsf2 GTTGTGCTCCCTCTGATGGT qPCRtsf2 GCACTACGGTTGAAGGAAGC 92.7

qPCRtsf3 TACAGAAGTATACGGCGGTGC qPCR_tsf3 CAAACGGACTGAGTCGCATA 95.8

qPCRtsf4 GCCTTGTGCTTTCTGTCCTC qPCRtsf4 CCAGTTGTGCTTCTCGTGAA 84.6

qPCRtsf5 TCTGCCTGATGGTGCTTGC qPCRtsf5 GGACAGACACAGAAGACGGC 76.6

qPCRtsf6 CGAATCATCTCAAGAACTAAGCAC qPCRtsf6 CTATCGTCCTCGTCGCCAT 91.9

qPCRtsf7 GCGTGATACAAATGCCGAAAC qPCRtsf7 CGATAATGAACGATGAACGATGC 79.8

qPCRtsf8 GCTGTTCCTCCTTCGTGACTTG qPCRtsf8 CGAAGAGGATGGCGATACTGAAG 70

qPCRtsf10 GCGAGCACCGAGCAGAAG qPCRtsf10 GCCATCTTTCTCAACTCGGACA 93.6

qPCRtsf11 GGTGTTCTCCTTTCTGTTCTTG qPCRtsf11 GGAGAGGAAGCAATCAACCA 89.9

qPCRtsf12 CGGTGCGTATCGTGTCATC qPCRtsf12 ACTATGTCGTATCGTCAGAATCC 85.7

qSAG1_F AACTTCCCACACGAGGCATT q-SAG1_R GATCGGCCCCTAATTCAGC 82.1

qBAG1_F TCCTCCCCTGGATCTTCCTCC q-BAG1_R TTGCACAAAACTGGCAAAGG 81.3

qTUB_F TCCTTTTCTTCATGCACTCGC q-TUB_R GTCGTTCGAATTCTCTGCCC 81.6

rTSF5BamHI GGATCCGTTTCTTTCGAGTTTTCTACACCCC rTSF5HindIII AAGCTTCACAGTCCAGAGGCCACTATTG (-)

rTSF8BamHI GGATCCTGTTCCACATATCGGC rTSF8HindIII AAGCTTTTAAGGACGAGCACGTC (-)

rSir2AXhoI CTCGAGGAGCCTCATGAACAGTTTCTCG rSir2AHindIII TAAGAAGCTTCTATCTCCTTTGCAGCGC (-)
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30.1.1.2 TgC5 

Al igual que para la construcción de rTgC3, en rTgC5 obviamos la región N-terminal con 

péptido señal y dominio TM. La secuencia codificante de la proteína recombinante quedo comprendida 

desde de la serina 60 hasta el aminoácido final, quedando un amplicón correspondiente a la región no 

hidrofóbica de 675 pb. Esta región se amplificó mediante oligonucleótidos específicos conteniendo los 

sitios BamHI e HindIII para posterior inserción en vector de clonado pGEM®T (https://bit.ly/pGEMT_easy) 

y luego al vector de expresión o de salida pRSET-A de 2897 pb (Invitrogen, Cat. no. V351-20) (Fig.65B). 

El amplicón fue resuelto y extraído de geles de agarosa 1% para luego ser purificado. Se introdujo al 

vector de clonado, se secuenció y una vez confirmada la secuencia fue clonada en el vector de expresión. 

La región clonada codificaría una proteína de 225 aminoácidos de aproximadamente 22,73 KDa y con 

un PI de 3,74. Mientras que la proteína recombinante final, rTgC5, con la etiqueta de histidina y el aporte 

plasmídico estaría codificada por un transcripto de 783 pb y 261 aa con un peso estimado de 26,8 KDa 

y un PI de 4,02. 

30.1.1.3 TgC6  

Para rTgC6, al igual que en los casos anteriores, delecionamos toda la región N-terminal 

conteniendo el péptido señal y el primer dominio TM hasta la leucina 49, unimos las dos regiones no 

hidrofóbicas desde el sitio 49 hasta la prolina 147 y desde la alanina 165 al aminoácido 201 en único 

transcripto para producir el péptido recombinante. El fragmento se clonó entre los sitios NdeI y XhoI en 

el vector pET14b de manera comercial (Fig.65C). Este transcripto de 411 pb, codificante de 137 

aminoácidos tendría un PI de 5,3 y un peso estimado de 15,1 KDa. El péptido recombinante final, rTgC6, 

tendría desde el ATG del plásmido, incluyendo el 6xHis un tamaño de 474 pb, estaría codificado por 157 

aa con un peso estimado de 16,6 KDa y un PI de 6,75. 

30.1.1.4 TgC8 

En el caso de rTgC8 también decidimos clonar la región no transmembrana comprendida 

entre estas dos regiones hidrofóbicas transmembrana a partir de la cisteína 75 hasta la prolina 265, 
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quedando así un amplicon de 573 pb. Esta región se amplificó mediante oligonucleótidos específicos 

conteniendo los sitios BamHI e HindIII para posterior inserción en vector de clonado pGEM®T y luego al 

vector de expresión pRSET-A (Fig.65D). El amplicón fue resuelto y extraído de geles de agarosa 1% para 

luego ser purificado. Se introdujo al vector de clonado, se secuenció y una vez confirmada la secuencia 

fue clonada en el vector de expresión. Al clonarlo en pRSET-A se deleccionaron 35 pb del plásmido 

previos al sitio de corte HindIII (construcción total 3435 pb). Este amplicon codificaría una proteína de 

191 aminoácidos y de aproximadamente 19,23 KDa y un PI de 3,84. Mientras que la proteína 

recombinante final, rTgC8, tendría desde el ATG del plásmido, incluyendo el 6xHis hasta el codón 

terminador del plásmido un tamaño de 750 pb, estaría codificada por 249 aa y presentaría un peso 

estimado de 25,6 KDa con un PI de 4,06. 

Las secuencias recombinantes de TgC5 y TgC8 fueron amplificadas mediante 

oligonucleótidos específicos (Tabla 14), para luego introducirlas mediante el uso de enzimas específicas 

en el vector de clonado pGEMT-easy y luego al vector de expresión pRSET-A. Mientras que TgC3 y 

TgC6 fueron directamente sintetizadas en el vector comercial de expresión pET14b (Genescrip Co.,Ltd.). 

Las enzimas utilizadas se detallan en cada caso a continuación: rTgC3, NheI y XhoI; rTgC5, BamHI y 

HindIII; rTgC6, NheI y XhoI; rTgC8, BamHI y HindIII (Fig.65A-D). Los fragmentos esperados para tgc5 y 

tgc8 se obtuvieron por PCR a partir de ADN genómico de la cepa PRU con las siguientes condiciones de 

reacción: 95°C 2’, 95°C 30’’, 55°C 30’’, 72°C 20’’, 72°C 5’ durante 30 ciclos. 

30.1.2 Sirtuinas 

30.1.2.1 TgSIR2A 

El gen tgsir2a (TGME49_227020) tiene una secuencia genómica de 2633 pb incluidos los 

UTR 5’ y 3’. Codificaría a TgSIR2A mediante un transcripto de 1083 pb (CDC, Fig.66A) generando una 

proteína de 360 aa con un peso estimado de 40 KDa y un PI de 8.5. Su dominio catalítico sirtuina 

(DC_SIR2A) seria conservado y se encontraría entre los aminoácidos 115 y 360 (245 aa) (Fig.66A). Dicha 

proteína presenta un péptido señal, con un posible sitio de clivaje en el aminoácido 17 predicho por el 
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programa SignalP 5.0 (probabilidad 0.982). Debido a la presencia de esta posible región hidrofóbica en 

el extremo N-terminal, decidimos deleccionar la proteína TgSIR2A y generar una versión truncada 

(rTgSIR2A_truncada) sin los primeros 18 aa codificada por los primeros 54 pb, quedando un amplicón 

de 1029 pb (Fig.66B). Para amplificar el constructo se diseñaron oligonucleótidos con los sitios de 

restricción específicos XhoI (oligonucleótido sentido 5’-3’) e HindIII (oligonucleótido antisentido 5’- 3’) 

(Tabla 14). Al cebador conteniendo el sitio de restricción HindIII se le agregaron unos nucleótidos al azar 

(TAAG) por fuera del sitio de restricción para permitir el correcto clonado dentro del vector de clonado 

pGEM®T. El fragmento esperado se amplificó por PCR mediante el uso de oligonucleótidos específicos 

a partir de ADN copia de la cepa PRU con las siguientes condiciones de reacción: 95°C 2’, 95°C 30’’, 

55°C 30’’, 72°C 50’’, 72°C 7’ durante 30 ciclos. El amplicón fue resuelto y extraído de geles de agarosa 

1% para luego ser purificado. Se introdujo al vector de clonado, se secuenció y una vez confirmada la 

secuencia se clonó en el vector de expresión. (Fig.66B). La construcción final posee un tamaño de 1146 

pb desde el ATG incluyendo la etiqueta 6xHis y codificaría para 381 aa de rSIR2A. El peso estimado del 

péptido recombinante de SIR2A (rTgSIR2A_truncada) (Fig.66B) junto al ATG del plásmido y la etiqueta 

de histidinas tendría un peso teórico estimado de 42,5 KDa y un PI de 7.2. 

Por otra parte, a la CDC de 1083 pb de TgSIR2A se le agregaron los sitios de restricción 

NsiI en el extremo N-terminal y PacI en el extremo C-terminal, N_rTgSIR2A_P, por fuera de la secuencia 

codificante para por un lado introducirlo entre los sitios XhoI e HindIII en el vector de expresión pRSET-

A de manera comercial (Genewiz Genomics Headquarters) (Fig.66A) y por el otro permitir posterior 

subclonado en vector de expresión específico de T. gondii pTUB8mycGFPPftailTy-HX (ver sección 31). 

La secuencia recombinante N_rTgSIR2A_P junto al aporte del plásmido de expresión en bacterias 

pRSET-A tiene un tamaño de 1206 pb y codificarían una versión de 401 aa con un PI de 7,2 y un peso 

estimado de ~45 KDa cuya versión recombinante aún no fue ensayada. Mientras que la versión extra de 

la proteína etiquetada con c-myc tendría un tamaño aproximado de 42 KDa. 
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Fig.65. Mapas plasmídicos de proteínas recombinantes TgCs producidas en este estudio. A. 

pET14b-rTgC3. RBS (del inglés: Ribosomal Binding Site). ATG: inicio de la transcripción. Thrombine 

site, sitio de clivaje de la etiqueta de histidina. AmpR: gen codificante para resistencia a Ampicilina, 

selección del plásmido. Ori: pUC ori, permite la alta replicación de copias y crecimiento en E. coli. B. 

pRSETA-rTgC5. T7 promoter y T7 terminator, oligonucleótidos comerciales utilizados para la 

secuenciación del fragmento esperado. f1 ori: del inglés: f1 origin of replication para mutagénesis. C. 

pET14b-rTgC6. nTM: no transmembrane domain. D. pRSETA-rTgC8. Se muestran los sitios de 

pegado de los oligonucleótidos utilizados en la amplificación del fragmento esperado.  
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30.1.2.2 TgSIR2B 

La proteína TgSIR2B (TGME49_ 267360) estaría codificada por un transcripto de 6033 pb, 

posee 5’ y 3’ UTRs y su marco abierto de lectura estaría codificado por 5148 pb generando una proteína 

de 1715 aa con un peso estimado de ~187 KDa y un PI de 6.8. El dominio catalítico conservado sirtuina 

estaría entre los aminoácidos 176 y 522 (346aa). A diferencia de TgSIR2A, TgSIR2B no presenta péptido 

señal en su secuencia, además de presentar diferencias en cuanto al tamaño de la región C-terminal, 

como la observada en la Fig.59. En este caso, también realizamos una versión recombinante de TgSIR2B 
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pero dentro del plásmido comercial pET14b (Genescrip Co.,Ltd.) entre los sitios NheI y NdeI. Para realizar 

la versión recombinante decidimos clonar solamente el dominio funcional, con lo cual enviamos a 

sintetizar un fragmento correspondiente a esta región de 1041 pb. Por lo tanto, la proteína recombinante 

rSIR2B (DC_rTgSIR2B) junto al ATG del plásmido, la etiqueta de histidinas y una región C-terminal del 

plásmido tendría un tamaño de 1147 pb (Fig.66C) y codificaría una proteína recombinante esperada de 

390 aa con un peso estimado de 41,5 KDa y un PI de 9,1. La secuencia proteica se confirmo por 

espectrometría de masas.  

30.2. Expresión en bacterias 

Una vez obtenidas las construcciones se transformaron bacterias Escherichia coli 

competentes químicas BL21 (DE3) pLysS, las cuales fueron sometidas a selección por antibióticos, 

ampicilina y cloranfenicol y BL21 START en el caso de rSIR2B, la cual se seleccionó solo con ampicilina 

según recomendaciones de los manufacturantes de los vectores expresión en cada caso. Una vez 

obtenidos los clones positivos se testearon mediante inducción con IPTG 1 mM a baja escala de cultivo 

para determinar la inducción proteica correspondiente a distintos tiempos. En todos los casos, se 

determinó que la expresión optima era a 37°C y a las 4 hs post inducción con 1mM de IPTG. 

30.3. Purificación de proteínas recombinantes 

Las proteínas se purificaron por afinidad en columna de níquel según instrucciones del 

fabricante en condiciones desnaturalizantes mediante el uso de la etiqueta de histidina que favorece el 

intercambio y pegado a dicha columna. Se observó la presencia de todas las proteínas recombinantes 

en geles SDS-PAGE 12% (rSIR2A y rSIR2B) y 15% (rTgCs). Por otra parte, la purificación de rSIR2B fue 

más complicada, ya que intentamos purificarla en condiciones nativas sin éxito, luego en condiciones 

desnaturalizantes, pero esta se iba a la fracción no soluble. Finalmente logramos purificarla en 

condiciones desnaturalizantes, pero induciendo los cultivos a 18°C durante toda la noche con 0, 5mM de 

IPTG.  
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31. Generación de anticuerpos policlonales 

Con las proteínas purificadas se inmunizaron 2 ratones Balb-c machos por proteína, de 

aproximadamente 8 semanas cada uno. El esquema de inmunización se diagramo en 4 dosis de 15 µg 

de proteína recombinante, administrada por vía subcutánea cada 15 días en presencia de adyuvante 

completo de Freund las dos primeras dosis y adyuvante incompleto de Freund en las dos subsiguientes. 

Se extrajo el suero pre-inmune y se procedió a la dosificación del antígeno. En el caso de TgC6 se 

produjo el anticuerpo en conejo, inmunizando el animal con 3 dosis de proteína recombinante, una 

primera con 0,5 µg y adyuvante completo, y otras dos dosis de 0,25 µg de proteína recombinante, 

dosificadas en intervalos de 30 días. Transcurrido el periodo de inmunización se extrajo el suero total de 

los animales inmunizados, y se procedió a medir mediante ELISA indirecto la titulación de los anticuerpos 

Fig.66. Mapas plasmídicos de proteínas recombinantes TgSir2s producidas en este estudio. A. 

pRSETA-N_rTgSir2A_P. B. pRSETA-rTgSir2A_truncada. Se muestran los sitios de pegado de los 

oligonucleótidos utilizados en la amplificación del fragmento esperado. C. pET14b-DC_rTgSir2B. 
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producidos. El titulo de los anticuerpos contra las proteínas rTgC superó los valores de 1:100000 y el 

título del anticuerpo contra rSIR2B fue de 1:32000. Se sacrificaron los ratones y se obtuvo el suero total 

de los mismos. 

32. Sobreexpresión de proteínas en Toxoplasma 

Para generar líneas mutantes que llevan una copia extra del gen en cuestión; en el 

laboratorio contamos con el vector de sobrexpresión pTUB8mycGFPPftailTy-HX específico de 

Toxoplasma el cual lleva una copia del gen hxgprt, fusionado al promotor de tubulina (pTUB) el cual dirige 

su expresión y la línea parental de parásitos RH∆hxgprt deficiente para el mismo. Este sistema nos 

permite seleccionar parásitos de esta línea que hayan incorporado eficientemente el plásmido de 

sobreexpresión (Donald et al. 1996). En la Fig.67 se muestra un diagrama de la vía de síntesis y su función 

en el proceso de selección. El ácido micofénolico es un potente inhibidor de la enzima IMP 

deshidrogenasa y por lo tanto bloquea la síntesis de novo de guanina a partir de AMP. Mediante la adición 

de xantina en el medio de cultivo, solo los parásitos que hayan incorporado el plásmido, conteniendo el 

gen de selección hxgprt, serán capaces de sintetizar guanina a partir de xantina (Fig.67). Una vez 

obtenidas las poblaciones estables, se los debería clonar por dilución múltiple y aislar varios clones. 

Estos deben ser analizados por PCR, IFI y WB utilizando α-cmyc o el anticuerpo disponible para cada 

caso. 

Para llevar a cabo la sobrexpresión de Tsf6 (RH∆hxgprt-tgc6(++)pTUB, se clonó de manera 

comercial la región codificante del gen (Genescrip Co., Ltd) entre los sitios NsiI-PacI en el vector 

pTUB8mycGFPPftailTy-HX. Mientras que para tgsir2a_c-myc se subclono desde el vector pRSET-A con 

las enzimas correspondientes. Una vez obtenidas las construcciones se transformaron bacterias de 

clonado, se obtuvieron clones positivos y se enviaron a secuenciar. En el caso de Tsf6 solo se transfectó 

y seleccionó a nivel poblacional la cepa parental pero no se llegó a la obtención clonal (Fig. 46, Capítulo 

II), mientras que para tgsir2a_c-myc se obtuvo un clon estable (TgSIRA_c-myc#22) (Fig.60, Capítulo III) 

seleccionado positivamente con xantina y ácido micofenólico.  
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33. Transfección de parásitos 

Las construcciones realizadas en el plásmido pTUB8mycGFPPftailTy-HX fueron utilizadas 

para transfectar por electroporación parásitos RH∆hxgprt. Las electroporaciones se llevaron a cabo en 

un electroporador BTX EMC 630 utilizando 2.107 taquizoítos con entre 30-50 µg de ADN plasmídico a 

1500 voltios, 50Ω y 25 μF, todo resuspendido en CYTOMIX (120 mM KCl; 0,15mM CaCl2; 10 mM 

K2HPO4/KH2PO4 pH: 7,6; 25 mM HEPES pH: 7,6; 2 mM EDTA pH: 7,6; 5 mM MgCl2; 3 mM ATP; 3 mM 

Glutatión), en cubetas de 2 mm (BTX). Los parásitos electroporados fueron sometidos a selección 

después del primer pasaje, durante 3 o 4 ciclos utilizando 25 μg/ml de ácido micofenólico y 50 μg/ml de 

xantina como drogas de selección.  

Fig.67. Vía de síntesis de guanosina monofosfato (GMP) y selección HXGPRT. Se utilizan 

parásitos ∆ para hxgprt, los cuales son capaces de sintetizar GMP a través de la interconversión entre 

adenosina monofosfato (AMP) y inosina monofosfato (IMP). Al agregarse ácido micofenólico (MPA) se 

bloquea este paso, por lo que sólo los parásitos que hayan incorporado el plásmido que contiene hxgprt 

serán capaces de sintetizar GMP a través de la xantina agregada al medio. Tomado de (Tesis Doctoral 

Dalmasso MC, 2009) 
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34. Ensayos de especificidad por WB 

Para determinar la especificidad de los anticuerpos se ensayó con muestras de proteínas 

recombinantes purificadas y con extractos de proteínas totales. Se sembró por 1µg de cada proteína 

recombinante en cada caso, y por otra parte un extracto total de proteínas totales provenientes de 1 a 

2.107 taquizoítos extracelulares para luego resolverlas en geles SDS-PAGE. Las proteínas fueron luego 

transferidas desde el gel de poliacrilamida a una membrana de PDVF durante una hora a voltaje de 80V 

durante los primeros 10 minutos y a 100V durante 50 minutos restantes para proteínas recombinantes, y 

1 hora 30 minutos en el caso de proteínas totales de gran tamaño. Las membranas fueron incubadas 

con leche descremada 5% p/v en TBS-Twen (TBS-T 1%) por una hora, luego con los anticuerpos 

primarios generados en distintas diluciones, por una hora. Posteriormente se lavaron 3 veces con TBS-

T 1% y un lavado con TBS 1% para finalmente incubar por una hora con el anticuerpo secundario anti-

ratón o anti-conejo en una dilución de 1:30000. Se repitió el esquema de lavado y se procedió a revelar 

mediante método de detección colorimétrico con fosfatasa alcalina y NBT-BCIP según instrucciones del 

fabricante.  

35. Ensayos de IFI 

Con el fin de determinar la posible localización de las proteínas de interes se procedió a 

realizar ensayos de Inmuno Fluorescencia Indirecta, IFI. Para esto se crecieron las células hospedadoras 

HFF sobre vidrios en placas de 24 pocillos a confluencia, luego fueron infectadas con taquizoítos de la 

cepa RH y se dejó replicar a los taquizoítos intracelularmente por 24 hs más. Transcurrido el tiempo los 

vidrios fueron lavados y fijados con metanol durante 10 minutos en frio. En el caso de taquizoítos en el 

estadio extracelular, estos fueron colectados, contados, centrifugados y lavados con PBS 1%; luego 

fueron resuspendidos directamente en un volumen de 100 µl de paraformaldehído 4% y colocados sobre 

los vidrios en placas de 24 pocillos para permitir durante 10 minutos su fijación. En ambos casos los 

vidrios fueron lavados dos veces con PBS 1% transcurrida la fijación. Las células fijadas se 

permeabilizaron con 0,2% Tritón X-100 en PBS 1% por 10 minutos (con excepción de las proteínas TSF) 
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y se bloquearon con BSA 3% por 30 minutos. Luego se las incubó con la dilución conveniente de los 

anticuerpos primarios específicos diluidos en BSA 0,5% por 1 hora. Después de varios lavados con PBS 

1%, se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario. Luego se repitió el esquema de lavado 

y los vidrios se montaron sobre cubreobjetos con medio de montaje (Mowbiol) conteniendo 10 µg/µl de 

DAPI (Southern Biotechnology Associates) para marcar los núcleos. Algunos preparados fueron 

analizados por microscopía de epifluorescencia con un microscopio Nikon Eclipse E600 equipado con 

un objetivo de 100X y una cámara Nikon (Dc1qc) monocromática acoplada a un brazo Z y los colores 

emergentes de cada filtro fueron registrados separadamente y luego mezclados usando el programa 

ImageJ. Otros preparados fueron analizados con un microscopio ZEISS Modelo AxioObserver7, 

equipado con un objetivo 63X y una cámara de video digital ZEISS modelo 503 monocromática. Las 

imágenes fueron tomadas con el programa ZEN Pro 2.3 y analizadas con el programa Fiji (ImageJ) y 

Adobe Photoshop.  

Los anticuerpos comerciales de inmunofluorescencia se diluyeron 1:500, en el caso de α-

H3ac (06-599B), o 1: 200 en el caso de α-H4K16ac (ab109463). Los anticuerpos hechos en el laboratorio 

se utilizaron como se describe en cada caso, ver pie de figuras. Los anticuerpos secundarios Alexa flúor 

hechos en cabra se diluyeron 1: 4000, α-mouse 488 (A11001) y α-rabbit 595 (A11037) (Invitrogen Life 

Technologies). 

36. Titulación de los anticuerpos 

La titulación de los anticuerpos producidos en este trabajo se midió mediante ensayos de 

ELISA. Para ello, se sensibilizaron placas de 96 pocillos (Immuno Plate Maxisorp, Nunc) con 100 

μl/pocillo de una solución con 5 μg/mL de proteínas recombinantes diluidas en buffer NaHCO3 50 mM 

pH 9,5 y se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente. Al día siguiente, las placas se 

bloquearon con solución de bloqueo (PBS-Twen + leche descremada 5 %) durante 1 hora a 37°C. Luego, 

se agregaron los anticuerpos primarios producidos en un volumen de 100 μl/pocillo diluidos serialmente 

desde 1:100 hasta ~1:100000 en solución de bloqueo, como anticuerpo secundario se empleó el 
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anticuerpo monoclonal anti-IgG total de ratón y o conejo (1:10000, SIGMA) conjugado a HRP. Todos los 

anticuerpos se incubaron 1 hora a 37°C y se lavaron 3 veces con PBS-T y 2 veces con PBS. Los 

inmunocomplejos formados se revelaron empleando 100 μl/pocillo de TMB (Invitrogen). La reacción 

colorimétrica se midió a 655 nm en un lector para placas de ELISA (Synergy H1, BioTek). El cut-off se 

calculó como el promedio de las absorbancias de los sueros pre-inmunes más dos desvíos estándar. 

37. Ensayo de inmunogenicidad 

La capacidad de ser reconocidos en la respuesta humoral de las proteínas TgCs se midió 

mediante ensayos de ELISA acoplado a IgG, IgG-ELISA. Para ello, se sensibilizaron placas de 96 pocillos 

(Immuno Plate Maxisorp, Nunc) con 100 μl/pocillo de una solución 50 µg/mL de TLA o 5 μg/mL de 

proteínas recombinantes diluidas en buffer NaHCO3 50 mM pH 9,5 y se incubaron durante toda la noche 

a 4°C. Al día siguiente, las placas se bloquearon con solución de bloqueo (TBS-T + leche descremada 5 

%) durante 1 hora a 37°C. Luego, se agregaron como anticuerpo primario 100 μl/pocillo conteniendo 

sueros de ratones infectados o no infectado diluidos en solución de bloqueo 1 en 100, como anticuerpo 

secundario se empleó el anticuerpo monoclonal anti-IgG total de ratón (1:10000, Sigma) conjugado a 

HRP. Todos los anticuerpos se incubaron 1 hora a 37°C y se lavaron 3 veces con TBS-T y 2 veces con 

TBS. Los inmunocomplejos formados se revelaron empleando 100 μl/pocillo TMB (Invitrogen). La 

reacción colorimétrica se midió a 655 nm en un lector para placas de ELISA (Synergy H1, BioTek). El 

cut-off se calculó como el promedio de las absorbancias de los sueros pre-inmunes más dos desvíos 

estándar. 

38. Ensayos de citotoxicidad y crecimiento con drogas 

38.1 Ensayo de toxicidad celular 

La viabilidad celular se determinó en base a la reducción del bromuro de 3-(4,5 dimetil-2-

tiazoil)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Sigma) en monocapas de células hTERT incubadas durante 24 hs en 

ausencia o presencia de RSV o SIRT. La absorbancia se midió a 540 nm desde el fondo de la placa 

utilizando un lector de placas BioTek Synergy (BioTek, Argentina). Los gráficos muestran la viabilidad de 
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las células en relación con la viabilidad de las células control tratadas con 0,5% v/v de DMSO 

(concentración vehículo de las drogas) en medios de cultivo (viabilidad del 100%). Las determinaciones 

se realizaron por triplicado. 

38.2 Ensayos de replicación intracelular 

Para la exposición intracelular con las drogas, se infectaron células hTERT crecidas en 

placas de 96 pocillos con 1x104 parásitos RH_RFP/pocillo. Una mitad de la placa se usó para el 

tratamiento control (células hospedadoras + drogas a diferentes concentraciones) y la otra para la 

replicación de los parásitos. Después de 3 hs de infección, el medio se reemplazó con medio de cultivo 

fresco 1% que contenía una de varias concentraciones las drogas o el vehículo. A continuación, se 

permitió que los parásitos se replicaran durante 24 hs en las células hospedadoras. Los valores de 

unidades fluorescentes relativas, RFU, de RFP se recopilaron utilizando un lector de microplacas 

multimodo híbrido Synergy H1 (Biotek, Argentina). Los datos se recolectaron a una longitud de emisión 

de 545 nm hasta una longitud máxima de 590 nm (Alomar et al. 2013). Cada concentración de droga se 

midió por octuplicado y se realizaron 3 ensayos independientes. La fluorescencia basal (células con 

DMEM más drogas) se estimó en 234 ± 2,3 RFU. También calculamos el valor IC50 con GraphPad Prism 

6 (San Diego, EE. UU.) siguiendo los métodos descritos anteriormente (Campo 2017). Los datos se 

normalizaron con 0 como el valor más pequeño y se transformaron a una escala semilogarítmica (x = 

log(x)). Luego, los datos se analizaron como un parámetro de regresión no lineal: dosis-respuesta 

inhibición-log (inhibidor) frente a la pendiente variable de respuesta normalizada durante 24 hs.  

39. Medición del contenido de ADN por citometría de flujo 

 Para medir el contenido de ADN en parásitos tratados con DMSO o 100µM de HU, 

Resveratrol o Sirtinol, se realizaron 3 ensayos independientes por triplicado cada uno. Cada experimento 

se realizó en placas de 6 pocillos conteniendo cada uno 1.106 células HFF en confluencia. Estas fueron 

luego infectadas por 24 hs con 1.104 taquizoítos y tratadas por 24 hs más con cada una de las drogas. 

Una vez transcurrido el tiempo, las células fueron lisadas, y pasadas por agujas de distinto diámetro para 
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extraer los taquizoítos intracelulares. Estos fueron lavados con PBS 1% y fijados con etanol 100% 

durante toda la noche para permitir la fijación del ADN. Luego de la fijación los parásitos fueron tratados 

con 100 µg/µl de RNAsa y luego teñidos con Ioduro de Propidio para permitir la tinción del ADN. Las 

poblaciones de parásitos fueron separadas por su contenido de ADN en cada una de las muestras 

utilizando los marcadores de área en un citometro de flujo (Becker Dickinson), para el análisis de las 

muestras se utilizó el programa FlowJo y para el análisis estadístico el programa GradPad (versión 6.1).  
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