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in a world of magnets and miracles .

" and without boundary - !

D.Gilmour and Samson, 1994



RESUMEN

El objetivo de este trabajo fué estudmr alguncs dc, los mccamsmos utlhzados por el

aplicacién en el estudno de Ia respuesta al. estres 0x1d'mv’o‘en7'evl‘:payrasxtb. S




1. INTRODUCCI()N

La Trlpanosomxasns Amencana, 1amblcn conocnda como; Enfcrmcdad de; Chagas, es

1909 1dentlflco al transm

‘ ‘ » nombro de
Trypanosoma cruzi, en honor de su maestro'y mentor Oswaldo .Cruz, qunen'partlcnpo en la

4 ;



s afectadas por la Enfermedad de Chagas

Figura 1.-Zona
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Figura 2. Las condiciones socioecondmicas y de vivienda favorecen la
transmision de la enfermedad. (Tomado de Salazar PM et a/, 1988)
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Figura 3. Zonas afectadas por la Enfermedad de Chagas en México.
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identificaciéon del parasito.
Posteriormente  al -observar la sangre periférica 'de'un""'enfer’hio,"Cha’gés'de‘scubrié
flagelados ldentlcos a los observados en el insecto. Este cs el pnmer caso donde se

descubrié. al ‘parasito anlcs de conoccrse la: cnfumeddd IVIas adelantc Gaspar Vlanna

completd los estudios’ parasnologlcos 'y"‘descrlbno Ias lesnones hnstopatologlcas

fundamentales.

LA ENFERMEDAD

La TnpanosomlaSIS Amerlcana es una enfermcdad cronlca causada por el parasito
flagelado Trypanosoma cru2/ (Flg 5) El parasxto se transmlte normalmente a Ios humanos y

demas mamlferos “por. chmches rlatomlnas. En la nfermcda de’ Chagas .




un estado crénico asintomatico, conmunmente llamado fase indeterminada. En la, fase

crénica ocurren anormalidades electrocardiogréficas, aperistalisis, aumento “de! tamario del
corazén y dilatacién de otras - visceras como el esoéfago y colon: (megaeséfago’ y
megacélon)B ‘ . ‘ ;

on cancerlgenos 'Acm» se

Figura 5. Formas métiles de Trypanosoma cruzi que se observan en cultivo.




Figura 6. La chinche defeca mientras se alimenta. Es en las heces fecales donde se

encuentran lor tripomastigotes infectivos

.EL PARASITO

Como se menmono prevnamente la enfermedad de Chagas es causada por el parasnto
flagelado Trypanosoma C/‘UZI (Flg‘S) :

I cual‘pertenece al Phylum de los 'arcomastlgophora.
Este paréasito posee un. organelo caractenstlco el'cmetoplasto unanltocondrla atlplcarque
contiene una red de moleculas cnrcul T

; concatenadas y qu
organlsmo en el orden de Ios Kmetoplastlda ' :

10



El parasito posee un complejo ciclo de vida que alterna entre-un transmisor

hematéfago invertebrado (insecto triatomino) y un hucspcd vertcbrado Como reservorios

se pueden mencionar muchos tipos de ‘animales sa(vajes (como el armad;llo y la rata) v

domésticos (como el pcrro y el ccrdo)

EL VECTOR

Los Triatominos son msectos el orden: Hemlptera famxha Reduvudae Los reduvtdos

se distinguen de otros mlerﬁb 05 del orde

segmentaciones que se recoge de a;o,de‘la cabeza urante el reposo (Flg 8) ‘

;,11‘



HOSPEDERO

.VECTOR

,Nu‘c;LEo

1.~ AMASTIGOTE
2, - TRPOMASTIGOTE { PROCKLICO |-
, P 3.~ EPMASTGOTE '
T A . 4 . ~TRIPOMASTIGOTE (METACICLICO)
[3 CINETOPLASTO 5 -

. - FORMAS INTERMEDIAS

Figura 7. Ciclo de vikda de iTr_(yP,anqsbmaC(uzi.

12
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INTESTINO

ESTOMAGO RECTO

Figura 8. Los tripomastigotes prociclicos son ingeridos por el insecto vector y
se transformandose pocas horas después en epimastigotes en el estdmago del
vector. A. Los epimastigotes se multiplican en el intestino por fisién binaria. B.
Posteriormente se diferencian a tripomastigotes metaciclicos {TM) en el recto.

C. Los TM son liberados junto con las heces fecales mientras el vector se
alimenta de su huésped.

Figura 9. Diferentes especies de triatominos vectores de Trypanosoma cruzi.
a. Pastrongylus megistus b. Triatoma infestans c. Rhodnius prolixus " :



Las chinches tienen un tamafo muy variado quo va desde 5 hasla 45 5 mm.y.su color desde

amarillo paélido hasta negro _'de acuerdo con Ia cspcme (I':g 9) Los tres generos mas

potenmales de T cru21

Triatoma infestans,

Rhodnius prolixus.

por la catalasa, para dar como productos agua y oxngeno El pcroxnd de. hld?é}é‘eﬁbx que

14



Sl

'sopld)| so| e A yNQ

| op sounBiy ‘gf einby

[B OWep. BSNEd OANEPIXO S9.1S8 |9.59[eND SO| Jod SOWSIUEDAW SO

ESTRES OXIDATIVO

Liberacién de iones cobre o

fierro dentro de la célula.

Generacion de OH' cerca del DNA al
reaccionar el H,0, con metales de
transicion que ya se encontraban unidos

a DNA.

ESTRES OXIDATIVO

Unidn de iones al DNA

Cortes al DNA
Modificacion de bases
Fragmentacion de deoxi-

ribosas.

. . s 2 N .
Liberacion del Ca™* mitocondrial.
Inactivacién de la unién del Ca™?

al reticulo endoplasmico.

Fragmentacion del DNA. (No

hay modificacién de bases).

2 .
Incremento en el Ca** intracelular

libre.

Activacion de endonucleasas




escapa del proceso de detoxificacion puede producir radicales hidroxilo (OH:), que

participar en reacciones  en cadena generando mas especies reactivas.de oxigeno

. LA
incluyendo oxigeno singulete, - O, .

Un antibkidante s cualquier:substancia‘qu ‘bajas®concentraciones ‘comparado

define como

cuales la supervive
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PROTECCION GELULAR

Reciclar GSH a partir del glutatién
Transporte y eliminacion de
compuestos reactivos.

Actividad especifica de la enzima.

PREVENCION : INTERCEPCION REPARACION
/ e ——— / /
Union de iones — —
Enzimética No enzimatica Qtros
metalicos.
Compuestos antioxidantes
Enzimas que modifican ) a-tocoferol
sitios potenciales de daiio. CAT acido ascérbico
GPX glutatién
: p-caroteno

[sistema SOS




GSH en si mismo es un antioxidante clave™. Los niveles basales de las enzimas
antioxidantes se. mantienen estrictamente aunque las  c¢élulas deben contar con

mecanismos que Ies permttan regular la acuvndad dc estas cnznmas cuando hay un




para lipidos por radicales libres?®. Las células controlan el fierro usando proteinas para su

transporte (como la transferrina) y almacenamiento {como la ferritina y la hemosiderina),

26,27

minimizando la concentracién de fierro y cobre libre Mantencr en forma de complejos

mccamsmo dc’ dcfcnsa”"‘ . Sin

" a los metales de trans«cxén €s. consndcdaro como u

embargo las especnes react«vas d geno son: capaces de hberar al flerro El peroxsdo de

hidrégeno también puede degra protcmas“ hcmc para llbo‘rar el flerro de su sitio

activo?®

LA TRANSFERRINA Y SU RchPTOﬂ

estan

relacionadas : ¢

fe’rricoa“ 35,36 ,37

mientras que los promotores.de reclmxento”

39 40

, - est(mulan a h_ NADH-ox»doreductasa de
. Finalmente, la transferrlna estlmula dsrect 94335 |

cianuro

‘ enle al cu:lo redox mlentras

19~



que algunos anticuerpos contra el receptor de transferrina lo inhiben?'. Es asi como la
variacién en la habilidad de la célula para donar. electrones a- aceptores extracelulares

puede tener un papel fundamental -en la regulac;on dcl cremmlento celular /n vivo el

Se propone que Ia trlpanotlon,rla trlypanotnon peroxldasa y la trlpanotuon reductasa

20



protejen contra los radicales libres formados como producto del metabolismo de oxigeno.
La tripanotién peroxidasa participa en la eliminacién del peréxido de hidrégeno asi como de

otros peroxndos, y es posterlormeme reducida por la tnpanotlon roduclasa para completar

amblente T cruz/

dilucidarse cémo se regula esta protelna y el papel que desempcr\a en la protecmén contra

oxidantes. -



Il. OBJETIVOS

Ante diversos tipos de infecciones, el ser humano proscnla una hlpofcrrcmla que lo
10 58 59

proteje al reducn la cantldad dc flcrrovdnapomblc pam IOo mxcxorJanlumou II'IVO':;OFCS

obtencidn del flerro? & Co

el medio? Estas son alg'unas de las preguntas que derlvaro de este prlmer trabajo' .




Para comprender ‘los mecanismos celulares™ quc parllcxpan" cn “la’ obt'encién,

metabohsmo, almacenamiento y protcccmn del flerro se. reqUIere ldentlflcar prlmero a las

dismutasa,

recientemen

la respuesta del ' to ariz e: 7 e el_medio de

cultivo.

OBJETIVOS PAR TICULARES

1. Clonacién del gen de Ia PUT en T cru21 a partlr de una blblloteca gcnomlca de 7‘ cruzi,

2. Caracterizacién de. la SOD de ﬁerro en T cru21, ana ando suA xpresmn en 'ermlnos de

cantidad de mRNA, cuando las celulas se encuentras expu‘estas a dlferentes |nductores de
estrés oxidativo. -

23



Ii. MATERIALES Y METODOS

PARASITOS
Los epimastigotes de 7. cruz/ (MHOM/BR/78/SyIv10 X'lO 6) se. cultlvaron a: 28°C en
medio liquido RPIVIl 1640 (Gibco) suplementado con 0.5% HEPES O 03M hemma, 10%

suero fetal bovmo (mactlvado por calor),

"2mM glutamato de sodlo 2 mM plruvato de

CONCENTRACIONES DE FIERRO.

Se siembran los eplmastl

concentraciones de f|erro como;

(62mM Tris- HCl pH6 8, 2% SDS (w/v) v7 5% ghcero j (w/v) 5% 2- mercaptootanol “(v/v) Yy

0.02% azul de bromofenol (w/v)) Las muestras se separan en. geles de pohacnlamlda al

24



11 % utilizando la minicamara BioRad siguiendo el método de LaemmliG,? ..Las pro’teinas se

tifien con azul de Coomassie usando marcadores de peso molecular BioRad: (fosforilasa b

(97,400Da); BSA (66 200Da), ovalbumma (45, OOODa) anhldrasa carbomca (31 OOODa),
inhibidor de trnpsma (2 A500Da) y hsoznma A1 4, 400Da) i : Lo

EXTRACCION DE p(vA

celulares ‘po

finalmente el

colecta por centing

RNA se precipita- dos vece c

resultante se cuantifica corrlen o

bromuro de etidio (0.5 mg/ml)

DIGESTION Y RESTRICCION DEL DNA

El DNA gendmico de Tbruce/ y";T cru21 ( 5mg) sc dngmo con Iasy endonucleasas de
restriccién Hind il y Pst | sugunendo los procedlmlcntos normales ', las dngestlones se

25



corrieron en un gel de agarosa 0.7% y se fotografiaron bajo luz ultravioleta.

ANALISIS TIPO SOUTHERN

Después de fraccionar al DNA uuhzando cn/lma., dc lcolnccwn, t’.ch se co:rlé cn un

voltimen total de 20:ml .ncluye do 10% dumetllsulfo‘xndom Las condictonos utlhzadasgfueron

96°C/45s, 50°C/60 _y 72°C/60$ dura'nte 35 c1clos El tamano del producto resultante se

g '2'6



calculé corriendo una alicuota de la mezcla del PCR en un gel de “agarosa 0.8%: junto con
marcadores de peso. Posteriormente se fotografié bajo luz

UV después. de tefiirse con
EtBr.

Purificacion del producto del PCR

cruzi expuesta

control se ut|l|zé un frag: ento de DNA Xba I procedente de DNA gen co de T.‘ cru21, el



cual hibridiza con un transcrito de 0.8 kb {sonda C). Ambos, la sonda Fe-SOD y el DNA
control se marcaron utilizando el método de random priming bajo las mismas condiciones

descritas arriba para la sonda de la PUT.

TAMIZAJE DE LA BIBLIOTECA GENOMICA DE CRUZI o

T“cruz/ para cl tamua)c La blblloteca se

Ltd), nlfurtlmox (Bayer) nitrofurazone Aldnch) ‘Se SlUdIOk efec 1h|bltonovde cada

uno de estos farmacos, en crecumlento as celulas dcrrT. cruzu La mayona de’ los

expenmentos se Ilevaron a cabo . vn volu_,e ‘es de 2ml de,meduo:utlhzando los platos

28



multipozos Nunclon (24 pozos). Se sembraron células a una conccntrac:on de 10’

células/ml en pozos con diferentes concentraciones de la droga lncubandose durante

diferentes tiempos. La densidad celular se determind. contando I,asﬂf'elulas con un

hemOCItémetro (Webe Scncnuﬁc InLcrnauondl le)

/ Ia'vmbllldad sc'conﬁrm() ‘por. oxclusnon

(Aldrich) a una concentr cn n flnal de 1 mM en Ios experlmcntos con MV y BVi »

29



IV. RESULTADOS

The more | look

the more | find

as | close on in

| get so blind
P.Gabriel, 1991

PATRONES PROTEICOS DE T. cru21 E/V RESPUES TA A /.A CONCE/VTRA CION DE FIERRO EN EL

Se observaron camblos en Ios patrones de ba deo de Ias protemas de celulas de T.

con el metabolismo y proce_s,a‘ml:entojdel lerro cntre ellas Ia protema que une transferrlna

REGULACION DE LA FE—SOD

Para estudiar el efecto que tlenen dlferentes lnduciores dc estres oxldatnvo sobre la

expresnon de la. sup'rox1do lsmu1asa.§"do flerro (Fc SOD)'de

se. determmo Ia

sensibilidad de las celulas a cada uno de estos |nductores La sensnblhdad de las celulas se

mide como camblos en a vnabllldad celular cuando Ios |nductores de estres omdatlvo se

adicional al medlo de cultlvo

30
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«Da FIERRO Ia

97.400 ___
66.200 —-

o

R
L3

i

45.0 v

310 =

216

14.4

C SH HPR H2X

Flgura 72 . Gel de poliacrilamida-SDS al 11% teiiido-con azul de
Coomass:e Cada carril representa 5 mg de proteina. A la. lzqmerda
‘se muestran ‘los..marcadores- de peso molccular en kDa :C,:
protelnas provementes -de.un- CUItIVO control
provementes de:un cultxvo sin; hemma HPR :
de-un- cultlvo,con el quelante “de” flerr atoporflrma ‘H2x, :
: protemas provenlentes de un cultlvo con doble concentracnon de
hemlna ‘ :

. Expos:cmn a perox:da de h/drogena '

El peréx do-de hldrogeno se produce como partc de la actlwdad de la SOD

Se estudid el efecto ue'tlenen‘ lferentes concentracuones de peromdo de hldrogeno en la

viabilidad de celula '-cru21 mantemdas en cultlvo /n vn‘ro duranie dlferentes rlodos de




concentraciones iniciales de 800 pM por 15 minutos, el - 95% de los*parésitos se lisan.
Estos resultandos son consnstentes con aquellos publlcados para 7. bruce/ La toxicidad al

perdxido - dehi 'g no parece depender‘de la denS|dad celular, S|endo ™mas sen5|bles los

cultivos coﬁ’baja densbld_avdi celuyla(, (d‘atos‘ nolmqstradps).

Efecto del Peréxido de Hidrégeno en células
de Trypanosoma cruzi

% Células viables

. . 15 : 30
Tiempo (minutos)

—e—Control - -#—-0.2mM ——0.4mM
——0.6mM . ——0.8mM —e—1mM

Flgura 13 Efecto del peroxndo de hidrégeno en células de 7. cruzi. Células a

una concentracmn de 1x10 células/ml fueron resuspendidas:en: RPMI| .y - -
crecxdas a 28 [o%) en’la presencia‘de 0, 0.2, 0. 4, 0.6, 0. 8y, 1mM de. peréxudo‘

de hldrogeno Las célllas ‘motiles mtactas se contaron en un hemoc1tometro
después de 0, 5 ‘15 y 30 ‘minutos. EI promedlo (n= 3) se expreso en térmlnos

de porcentajes de la cuenta |n|c1al S

32



Exposicion a generadores de superdxido
Tanto el metil violégeno (MV, también llamado paraquat) como el benzil violégeno

(BV) son conmunmente utilizados en el -estudio do cnzlmas de oxudoreduccuon, debido a

nente a

viables (Fig 14). En contraste,g

diferencias. Concentracnones de BV tan baja co:ﬁo SOOmM ausar airededor d, un470%




de lisis celular después de 24 horas de exposicion mientras que el cobre por si sélo no tuvo

efecto significativo sobre el parasito (Fig 15).

Efecto del Metil Violdgeno en células
de Trypanosoma cruzi
100% —o
90% .
80% |
0% |
60% |
50% |-
40% |-
30% |
20% |
10% [
0%

% Células viables

Concentracién (mM} s ) -8 - : §o

—e—Control  ~w—MV +MV+ cobre

Figura 14. Efecto del MV sobre las celulas de T cruzr Se crecneron celulas de:’
T. CI'UZI por:24 horas en presencia de; O 6; ‘j8'y'50mM de MV ‘con.o'sin mM‘
de sulfato de’ cobre {ll}. Las células’se’ contaron: como - se describe en’‘la

seccién - de - materiales -y ‘métodos. Cada punto se respresenté como el
promedlo de tres experlmentos (n 3)

34



% Células viables

Efecto del BV/MV en células
de Trypanosoma cruzi

2 2
L. L L

100% : .

80% |
60% |
40% |- .
20% |

0%

o 05 1 a s 8 10 80 100
Concentracién (mM) ‘ S '
' © —+—BV. . -—#—MV+cobre —a—Control -

Figura 15. Efecto del BV y del MV en células de T. cruzi. Se crecieron células

de 7. cruzi por 24 horas en la pir‘ésencia de0,0.5,1,4,8y 10mM'.BV_ éen0,

8, 8, 10, 50 y 100mM MV_mas 1uM:de sulfato de cobre (lI}.:Se.contaron:a:
las células intactas:-y cada punto se representé como el-promedio de tres

experimentos (n=3}. =

35




Una posible explicacién de las diferencias observadas entre ambos compuestos (MV y BV)
es la habilidad de cada uno para atravezar la membrana celular. Se han descrito tre; tipos
‘de permeabilidad. . en..una-pareja - -mediadora“ redox: permeableé no permeables v

scmlpermcablcs EsLa cl..x mcacu’m d(.pcndncndo dc i umbo.:, nm_;uno o un mnc:ml:no de fa

concentraciones de 20 lel o) mayorcs
dimetilformamida (DMF, 75 mIVI) ya que :

disueltos en este solvente {Fig 16).

ANALISIS POR NORTHERN BLOT.

inductores de estrés ox1dat|vo InlCualmente

procedimientos convencmnales

de agarosa al 1.2% (Flg 17) Las tres bandas de RNA,rnbosomal in can que el grado de




% Células viables
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Figura 16 Efecto deI NIF y del NFZ en celulas d VVT cruz: Se creCIeron células
de T.-cruzi: por .24 horas en presen
0.100 mM de NIF ) en’ O 0010
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Figura 17. Extraccion del RNA. Gel de agarosa contenicndo 1 a 2 mg de RNA
total aislado a partir de 1.Células control {no tratadas); 2.Células tratadas con
NIF(5mM); 3.Células tratadas con NFZ{10mM}; 4.Células tratadas. con
BV(500mM); 5. Células tratadas con MV(BmM) y 6.Células tratadas cc}n
perdxido de hidrégeno (BmM). Las células se crecieron bajo las.condiciones':
descritas en material y métodos durante 24 horas y el RNA. se: extr'ajo\
inmediatamente después mediante el método del tiocianato:de guamdato El-
gel se:tifi6 con 1mg/ml de EtBr y se fotografié bajo luz UV.:Las’ espemes,
mavyores _de .RNA . ribosomalse .indican con una flecha EI RNA mensajero
puede v15ua||zarse como un barrldo heterogeneo [N
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degradaciéon es minimo. E! RNA mensajero migra como un barridomdifqrso.” Posteriormente,
el RNA fué transferido a papel de nitrocelulosa para realizarensayqs de«_:N‘or“chernvb)ot
usando como sonda el fragmonto de 500 bp del gen de Ia Fe- SOD { :

SOD cuando: se comparan con los cultlvos contro {Fig 18)“ Lo anterior es conS|stente con

el hecho de que el superoxrdyo es substrato de Ia enz;ma y puede entonces actuyar como un
inductor posmvo en Ia expreswn de la Fe SOD
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Figura 18. Expresion de la Fe-SOD en células de 7. cruzi expuestas a
diferentes inductores de estrés oxidativo. Autoradiografia de un northern blot
hibridisado con un fragmento de 500 pares de bases amplificado por PCR vy
que contiene al gen de la Fe-SOD de L. d. chagasi (sonda Fe-SOD). El RNA se
obtuvo de las siguientes condiciones: 1.Células control (no tratadas);
2.Células - tratadas -con NIF(5mM); 3.Células tratadas con NFZ{10mM); -
4Células tratad BV(5OOmM),1 5.Células tratadas con- MV(GmM),U' L
' e idrégeno (5mM) y 7. Celulas tratadas con '

alicuotas de ambas muestras de DNA y se reahzo Ia PCR usando los antenores |n|c|adores.
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En las reacciones donde se utilizé DNA de T. brucei como templado, se obtuvo un
producto con el tamafio esperado de 1kb (Fig 21). Desafortunadamé‘nte,fno-:se;observé
ningtn producto de PCR en las reacciones donde se usé DNAdcT cé'dé[ como ;Eé'riipiado
(Fig 21). S g I A e . _

HN nwwnmrwuclu:vmmmn
“nox : e

TateLasIatet

HN m.u..ucnuwnsmmvuucm
u-:vutultn;‘c:tluﬂ

) < SIGHAL SEQUENCE *

Dvie e el e e

aleabanteabichan!
ACATAR RAYAL A
Tageaas lalactan e

00 GAGGACACGATCCTEARIETAAC
ees L E T 1 LK. S W Y LATL P OV

1eagiestict, ulr.numclmulcllccuolmc c :
l},v:SLIAAl L] CUUH

producto: de_ 'PCR de 1 kb PCR, el cual se utilizé para el tamizaje de la
biblioteca de césmidos de 7. cruzi. )

Figura 20 . DNA gendmico purificado a partir de
células de T. cruzi y T. brucei. Los geles se
tifieron con EtBr y fotografiaron bajo luz UV. M.
marcador de peso. La barra corresponde a 1 kb.
1. DNA de T.cruzi 2. DNA de 7. cruzi 3. DNA de
T. brucei.
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Para verlfxcar la’ lde it
utilizé como’ sond
. T. cruzi con Hi
hibridacién del D.
bandas de 12
identifico unya‘x‘
2.6 kb en Ia‘dlge ]
tambien se puede aprecnkar que el gen de Ia PUT se oncuentra en vari
{Fig 23, carrlles 1 y 2) ! [ :

Figura 271. Reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). M.Marcador de
peso (IxHind 'll). La banda indica

Tkb. 1. DNA (diluido 1/10). de -T... ..

brucei. 2. DNA ({diluido-1/100) de =
T. brucei. 3.-DNA (diluido 1/1000)""
de-.T. b(uce/ »

:DNA (dllmdo ,
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Figura 22. Digestién por restriccion con endonucleasas. Gel
de agarosa al 0.7%, tefiido con EtBr y fotografiado bajo luz
UV. 1.DNA de 7. brucei x Hindlil. 2. DNA de 7. brucer x Pstl.

Figura 23. Andlisis por Southern Blot. Autoradiografia de un
Southern blot hibridisado con la sonda de la PUT. El tamaiio esta
dado en kilobases. 1. DNA de 7. brucei digerido con Hind lil. 2.

DNA de T. brucei x Pstl. 3. DNA de T. cruzi x Hind 1il. 4. DNA
T. cruzi x Pst |,
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Con el producto de la PCR de 1kb se procedid a realizar un tamizaje de una
bilbioteca de césmidos de T. cruzi construida en pc:osTLGg . La hibridizacion se llevo a cabo

bajo condiciones de baja astringencia para facilitar cl reconocimicnto de. genes:homologos

no idénticos. P_b 'me“di‘o d

ible identificar tres colonias positivas

(datos no mostrados): Esta a: gundo’ tamizaj n el-que se
encontraron -muchasprob| los ala falta: de ‘especificidad de la
sonda. Aln incrementando 'térﬂizaje; ‘no* : obtener ~ una

hibridizacién e_épec?f;c

{Fig 2}4).;Dés‘pdés,de'varids intentos fallidos queds claro que esta

sonda no seria Gtil'para detectar el gen de la proteina unidora de transferrina en 7. cruzi.

Figura 24. Tamizaje de la biblioteca de cosmidos. Se seleccionaron
colonias positivas del primer tamizaje. Estas fueron re-probadas
con la sonda de la PUT (segundo tamizaje). La autoradiografia
muestra un patron de hibridacién no especifica.
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V. DISCUSION

The time is gone the song is over
thought I'd somethmg more to say
D. Gllmour, 1972




fundamental en la generacion de radicales libres en la célula. El metabolismo de fierro vy el

estrés oxidativo se encuentran estrechamente ligados en la fisiologia celular.

GEN DE LA PUT

Se tamizé una blblloteca de cosmldos de 7'. cru2/ uuhzando como sonda al gen del

ichos otros
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REGULACION DE LA FE-SOD
Cuando las células de Tcruzi son expuestas a peroxudo de’ hldrogeno la

Esto es 'Ita con"lsiemc .con el

‘ dc’ la SOD y que

concentracién de RNAm de la Fc SOD parece dlsmmu'

hecho de que el peroxndo de hldrégcno cs cl p:oduct ;

cuando este. producto se: acumula en: la celula mhlbc e alguna mancra‘ a xpresnon del

los genes mvolucrados en el me abohsmo de flerro y en Ia respuesta al estres oxndatlvo,

47 : ' :



también se puede estudiar el efecto in vivo. Es posib® impedir la expresion, eliminar

genes o sobreexpresarlos en 7. cruzi®® con la ayuda de vehiculos moleculares. Estos

métodos permitiran el estudio mas detallado de su regulacién y de la funcién de sus

productos.

drogas. Esto
parasitarias'®!"2°,

relacién con. enfermedades parasnanas _‘comienza a desarrollarse 'y 'su’ potencial es

enorme.
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In my rear view mirror

the sun is going down
sinking behind bridges in the road
and [ think of all the good things

that we have left undone

D. Gilmour, 1983
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