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.. , 
RESUMEN 

El objetivo de este trabajo fué estudiar algunos ~e los mecanismos utilizados por el 

Trypanosoma cruzi para defenderse del dwio cuusado por ul ci;lrós oxidulivo. Se lrn 

descrito que las prc:>tei~as quelante~ d·~ fierr~. s~11 imp~rtai;tes en · 'ª prevención del daño 

causado por oxidantes. :n'. Ías céluÍas. El ~ 6ruzl poseeunél proteipél que une transferrina 

del hui3sped (Puri v se ha propt~~to Ciu~ partici~a ~n 1a captación del tieiro; ~sencial para 

su crecimiéritá .· ydif~r~~~i~ciÓ~. Únicial~ente . se trató d~;~ ai~lar)sq>9er1e' 'medianté la 

reacción de ICl polini~i"asaerli'cadena;y üÚlizándo'.dos·• iriiC:iador~s tíélsados'Bn ·;Ía ·¡e6ü~ncia 
' .<- • : ., - ' . ' \ ' - ·r : ., ' ~- . e, • • ' • - - " - ' • - • - o . _, - - -• . - . . . " • • •. ' ,. • '· •• .' - . . : •. • . • . :_. 

amino y carb~~ilo termiri~1 ····~~···.Gri~ p~oteill~ 11 ~c;;,ólog~··•ci~I · .• Tr\¡panoddma. biubel br~cei. · con 
• -- -... -'(->: ,·~--~-~ ~ ·\>:--1::· \),:_~\-__ ;-~:-~·:·: __ ¡;{-\ ___ ----~'~.7- ->·> ~:.': -. -.{ _:::',_<:· -·.\"\ ->~~:_ ·< __ :·' :,·,; ;., :·~;'~~-; ·:<.i '.·: i).,::-<·::'~<./' ::,\>' '.·~: ::' ::>::·. ,"' . 

estos iniciadores se logró·amplifié::ar~selectivamente· al. gene correspondiente del' genoma de 
; ,. . . . . . ' ,, ~· . . .. ·,_.. ; ~· .. _·.-; .. . -.. . '.' . . - . - - ·' . " . . 

T. brucei. E¿te.frag·m;hi:o (1kl:Íl; se .GtÍlizó}como s~~d<l'para t~mizar;una.librería de 

cósmidos represe~~a{iv~ ciei o~NA; ~~~ó~~¡~~> de--T. -. cl¿¡:.'.oi~pués:/~~ ~a'i¡()~:·inientos 
encontramos que··.··la;~o~d~ nK>p~~~¡~ I~ es~a~ifi~{ci~8 :.n~~e1bri~. Se •. ·.discute~• .varias 

alternativas para lograr 1a:Elonadi4n ci~1 gene, así comó los moti~ós ¡Jo( l<Js cuales la sonda 

de T. be::~ :;~:~~~~e~Je.tceb;jJ, e~ell"~º' le ~'º''"º" j:, geni d: le :"º''ó.xldo 
dismutasa de fierro de ·T. cn1il (Fe-~SiDi \_b~j~ ei ~f~c~ci ~ed'difere;~tes~ind~ctore~s d~ ¿strés 

-·::,_,_-.: .• -:"'-ó.. -

oxidativo. Cabe m~ncionacque~I gene-cque codifi6a·~ara'.1a'.Fe~SCJD ifue recientemente 

clonado a partirde·.~n~ ,bibliot~ca· ~e~Ó~ica~,e [:i:ruzi.)S~ det~n~i!16,·el.e,fe;fa-cl~ dlversos 

compuestos productores.· de ra'c:licélles lih~es/én la_ vi1biÚdad de' T/'. ;,~;¡, Ffosteriormente se 

analizó la expresión'de .. FÍNAm ... bajó"~s'as 'iT\isírias 'C:ori.i:!ibiOnes.;,EI ·RNAmicie"\:i Fe-SOD 
. ' . " .. ,,. ' .. ,.- "~· -... • - . ... .. ... -.. .. .. ,. ,. ' -· . . ; .. • "·.. .. ' . . -·. .. - - --,_· '' . . ; . ·• ! .. ; ' • • ~~.:,;;,~·- ," .. - .. 

aumenta cuando léls ¡;élul~s=e~tán;e.xpüestaséa ·. 9~11eiaciorérd~isd~erÓ~fcici ryiierit~as. que el 

efecto contrario sé ob~s~r-Y~ en l~;~r~s~~biél'-de p~~ó~icloid~d1id~Ód~~;;:· .El. nifurtirnox -y 

nitroturazone· conoéidas• p~r :.su -háGili~ad;.~ªrª >prociuc.ir supcróxi~o·~~v-·p~;óxicto~. de 

hidrógeno, aumentacon_l¿266n6entrac~~·~ ~de·~~Ji,fn~~~13-ff ~~~sbo-l;~;G;-~P;;~ :j~ ide~ ·de 

que estas drogas al sér rti(;lt~bóliza'déls /pordup~n imp~rtantés ~~nticlade~ .ci~ radicales 

superóxido. -Se discuté 'tambié'n .el futur<J de las: técnicas. ele biología molecular y su 

aplicación en el estudio de la r~sp~~~t~ al estrés ~~icl~tivo e~ el parásit~. 
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l. INTRODUCCIÓN 

La Tripanosomiasis Americana, también conocida como Enfermedad de Chagas, es 

un serio problema- de salud que afecta exclusiva111e1i te al con li1.1'e1i te Amerjca_no_. Se _estima 

infectadas y que. 6tros 100 h,illones están en que 18 millones ~e person!ls se e~•cuentr~n 
riesgo de cO~~r~.~-~ -,~~·.·,~~:~e~;~:~_da~ 1 __ ;(~!9-:-·1_): ,. - :···.:. ; 

La Tripa~¿sbÓiiá~is 'se' prese~ta a . I~ l~rgo< de 1i Ám~rica~ l~~ina<aunque las 

manifestaci~~es eifrii~éls /las ria/abtedsUé~s éplcl~~iolÓgi¿as de: I~ •enf~rmecÍacÍ_.-- varían de 

una zona ~~dé,,:,i¿~ a- otra. : Se enc_uentr•ari -varios'• rnodos;_•de trarísrnisión, _ distintas 
;r;;·-······ .. ·, 

vectores (org~~i~~ó{ i~~~~~isCÍr~~)<~- a~¡~·~1cis>re~ci~\,.briB~ '(intci~mkdi~;iosí: • Có1no en 

muchas otras enferrríedélciés\ :p~~élsit~rias, : la•':erifermed_ad ;'de ;-c;[~a!:/~f :~-~. erióuentra 

estrechamente f¡"9·~aa··:·~ '.i~s ;. ~Ó~di~i~n~s _-•·so'C:ial~s.v-:ecor¡ómi_cris': --Las ¡:)~Gpérrimas 
condiciones de ~ivieÍ!dai(usu~lhiellte'_-•cas~s clep~jél/ma'cter~ y ~pal·ri-;~)-(Fig 2¡/ 11 'trecuente 

' ... "_ - - - .' - .·• " . - • - ·e ':' '·· ' , • .. - ' ,. . • ,-_ • ( , • .• •: ' ," .. •. ,,;._. ,_· __ " •. .: • • ,. - - ·-~-

-migración de personas \r1é:trá¡:Íicia urbiiílbción .en ·1éls'J5eriterias·-'cie···1éJsi9n{A.aes ci~dades 

favorecen la presenciaide•l~s:·vectores (6hin~~~s ifiatÓ;~inas) y>por co~sí~~i~nt~: .de la 

enfermedad queéit~sti_~llsllliteb .. ' ·---_-_ ----•-·· ·-- - -------· : · -

En la Repúbli~~·Mixicáríá, la situación ·n~~~a'sido~estuciTélcia S--lltiéi~nt~m,e~t~ como 

para establece,r I~ ~ag~itud 'd
1

el problema_aunqu'e existen.'aig~néls estin1acionds'. En
1 

dos 

terceras partes d+L~~[s ~~ h~_nloca,lj~~~~c)J.ec~C>re~_.in:~c~a:~oi· c~~ ~lpa~ás.ito~·3 ·4_.v .s.e han 

detectado casos humanos (pór< i::oinprobación' ptÍÍ-asitológica) en )osc;estados de · oélxaca, 

Chiapas, Jalisco,;J\iiiC:i1óácfi~;. due:r
0

rerb\i~bat~C:·~~. Yuc~tá'n, _ Véra8ruz/Edo .. dé México y 
·. :, ' - . :.' ·:· ... -.. '.. --·. ,.:·,' . - ,._,," ~'-'" . ·{-· ... _,. ' - . -':;_ - '' .. - . '. . ;, ' ._, ' ;.-- ,·-... , '. . , . ' ~ ' - . ~ . . -

Sonora2.4 (Fig 3). En 1 s88 se rJ~ii~Ó ún' a'~illisÚ:i- de_ la_ infÓrrnación epid~mf~IÓgica existente 

en el país -C:aic~l<Índ~s~ un~ ·,~r~tJ1Jgéi~'. d~ 6~co' meno~ del (3o/o 5 
, 1~··,q~~ resulta 

consistente ·e con=-·1a~·-~tr:eéue~á~~;·~ci~ 'iiltecció'n ~c-'r0~01-f~él~a"~~> t~r; .• -. ~1:~~r ;~~~~ de 

Latinoaméric~'; 1~~6~él1_e~ ~o~g¿A~f~in-i~ritedel. 2 al _8% 6
• 

La Enfermedad. deb~ su nombre al 'médico brasilElño Carl_cís ~hagas (Fig _ 4) quien en 

1909 identificó al tran~mi;~~' 'uA • élrtrÓpÓd~ hernatótJ~o,·; qu~ infe~ta la~L.vivienclas y 

produce picaduras en el hombre . .A.1exa1Tlinar e1 cont'eriicÍo _ i11té~tiria1 dét ill~e~t6, encontró 

gran cantidad de flagelados móviles. Ch~gas baGtiz~' .;:·~s;~ flci°g~lad~; c~n el n~~bro da 

Trypanosoma cruzi, en honor de s3 maestro yn~entor Oswaldo Cruz, quien participó en la 
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Figura 1. Zonas afectadas por la Enfermedad de Chagas 

5 FALL/1, DE OFUGEN 



Figura 2. Las condiciones socioeconómicas y de vivienda favorecen la 
transmisión de la enfermedad. (Tomado de Sal azar PM et al, 1 988) 

6 FALL ,·1 O ,.,,.ln~i\l 
- h \·11::.l'' 



Figura 3. Zonas afectadas por la Enfermedad de Chagas en México. 

Figura 4. Doctor Carlos Chagas 
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identificación del parásito. 

Posteriormente al observar la sangre periférica de un enfernio, Chagas descubrió 

flagelados idénticos a los observados en el insecto. Este es el primer caso donde se 

descubrió al parásito antes de conocerse la enfermedad. Mas adelante Gaspar Vianna 

completó los estudios parasit()lógicos · y describrió las lesiones histopatológicas 

fundamentales. 

LA ENFERMEDAD 

La Tripanosomiasis Americ.ana es una enfermedad crónica causada por el parásito 

flagelado Trypanosoma cruzi {Fig 5). El parásito se transmite ílormalm~nte a lo.s humanos Y 

demás mamíferos. por chln~hes •triai:olllinas. En la enfermed~d de Ch~gas;I~s parásitos no 

son inoculados directa~~ntea ·trá0és de las'ci:st~~ct~ras•··.bu~ales del -i~s~cito}corno ocurre 

en el caso d~Ja .Trid~n~~omia~i~ Afric~~a;> si~X que sori depositado's ~~ 1~·:pi~I ·del huésped 

junto ~on. las hecés fec~les~de l~ cliinche'al defocár'éstá 1Í1ientras se ci1;~eh¡~f {Fi~• 6) ~· 
·._. ~~i· .. ·),,.· <'<'., .--~<-;.·'.;.-~',-;_<.;v.'-·~- ··>:,,"-:.· ·,.-. '·."_- .·. ·.·,-·,··> ,;,;':: ·.:·· -.:= .. ~. :,,··;,·>:·,·:··; · ... ·.··.,: 

Posteriormente .Jostripa'nosomas • pénetran'lapiel al colltarniriarsé• 1at1eddá con las 
' " - ·:. . - . ~:.-,-.-- . _--~-. - - . •-- - ' - -- - - - ... --- ' - - -. ·- ·-- ·- _, -. . . . - . -: 

heces cuando el ~húésped se rascia cí/cúarído previálllen te.:existerÍ~ abrasfon'Eís :en Ja piel. 

Asimismo, el pa'~ásitÓ pdedce penetrar al 2Lier·;~ a•·tr~-vés-~elt~}id8·rn~cioi~ ~tiaconÍÜntiva 
de los ojos. La enfermedad, t~l118ién ~e ;tr;rísrni t'e 2~i19Óll:ifarii~nfe, ¡)_or·~1 tkan~pl<J~te de 

organos infectados, o '¡:>odlá trárísfusióri'de~saiígre.-contaminada;• Este~d1~irr10 :.modo de 

transmisión es 1~·se~u~da'b0~u~a de irifecciÓ~ en zonas ehdér~ica~, dcis~Jé~.d·e: Ja, natural 

por el vector1
• 

La enfermedad. se ca~aiit~ri~a :~or tres••fases princip¡¡Ies: una :fase .. aguda de corta 

duración y una :}~s·é ·cr~~i6a .,P.·n}dºe.I_ot,:enrgm'.a.rdn_aa}d •... :.as;e.~a~~-dás: efor~: sÍ(pdr,'u~:~ fá~é\~if~ic~mente 
asintomática. llamaciél Jase Óivl~s~s.· 6rgai~os\son '.faf~ctcidcis -- y la 

enfermedad p~e+.·~er.•fatal'ta,~to. en la· fase crÓhic~'-ªº~º 8nÚa +uda .• ·ca:'f~se'.~guda es 

::::::1~~~~~;:r'1d~cifa~:~;~t~~,iiji·~·g~:;:~ri~~1t1~6~~f .~~~:· .:: 
los caracterrsticd~ d.e u~a inf~~ció·n~gen~ralizá~~: c~lll.º•·.flébrci;iriflarlla¿iÓn ~de i"i1ig~do y 

bazo, edema. v. nÓdul~s·linfá~icos pro~~~~i~d6s.E_st~;bÍ~n ~~~¿~:~u~:isejó~rhe.·~~a·Iesión 
en la región de la !Jicadura, conocida comó cha~C>ma, to mayoría de tos .casos a9ucios se 

transforman en un período de entre Jo~ a tr'ésmes~s á;uri· estadcl'sub~agÚdo y .de Óste, a 
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un estado crónico asintomático, conmúnmente llamado fase indeterminada. En la. fase 

crónica ocurren anormalidades electrocardiográficas, aperistalisis, aumento del tam-año del 

corazón y dilatación de otras visceras corno el esófago y cólon · (megaesófago · y 

megacólon)8
• 

A diferencia d~ otras tripanosorniasis; la enfermdct~d de Chágas 'no responde bien a la 
! ·. -~'· - ' ~-.: co. ·.' :~-·- • ,,-- ,-

quimioterapia. las< drogas de' las que se dispone ac1:úalmellté como•. el nifurtimox, 

nitrofurazone y benzni~~z~I, ~o~;'.,séil{etec~i~as dü;a~~e • +·~~e:~gudél• y• tienen' efectos 

secundarios de importanda~ T'odéls~ estas•:CÚ~ga~ estaí1 'basadas en el• anillo imidazol. Otros 

miembros de este -ªrub·~ ~·an-re~~lt~~~~'~t~¿tiJéi'~ '~n '~1•.'fratami~~to ·~6i1tra'prt1:()zo~rios, 
,.,. ;_·,> - ¡_ j 

hongos y bacterias. Sin :err,1bargo;·;pr~ocúpa él hecho de que algunos de los mi~mbrns del 

grupo poseen grupi:is:nitr¿ (i\fOz) los cl.lales.posiblemeri1:e'sorí cancerígenos: Aún se 
- . ' .• ;-.r ;- t:.'-' -. ' . "' ' .~·- --· > ':_ : .... . -·· •. : . . . 

desconoce el mecarii~.~·c{ ~e accié/n de.esf~.s .Jr~g~s áunqu~ hay algunas sugerencias de que 

éstas pueden inducir ia g~~eraciÓn de iacJi2~1~r libres9 
• 

Figura 5. Formas mótiles de Trypanosoma cruzi que se observan en cultivo. 
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Figura 6. La chinche defeca mientras se alimenta. Es en las heces fecales donde se 

encuentran lor tripomastigotes infectivos 

.EL PARÁSITO 

Como se mencionó previamente, la enfermedad de Chagas es causada por el parásito 

flagelado Trypanosom~ cruzi (Fig 5), .elcualp'ertenece al Phylum de los Sarcomastigophora. 

Este parásito posee un C>rganelo.~aractedstiéo; el cinetoplastolcuna mitoC:C>nC:!~i~~típica~que 
contiene una red de m0Jét.~1::-~irci:1a;~s de DNÁ concate~~das ~: q~e ·~iiúan a dicho 

organismo en elorden de los Kinet6plastida7
'.
10

• 
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El parásito posee un complejo ciclo de vida que alterna entre un transmisor 

hematófago invertebrado (insecto triatomino) y un húesped vertebrado. Co~lllº. reservorios 

se pueden mencionar muchos tipos de animales salv-~jes (como· el. armadillo y la rata) y 

domésticos (como el perro y el cerdo). 

El T. cruzi presenta cuatro fonnas morfológicas diferef)tes_ tan.to fisiotOgica como 

bioquimicamente. Dos·_.·~e ést1ls_forrna,s i1~1Jitan· en -~l.hosp,edero ~ert~br~do,:•Et.amastigote 
(AMl y el tripomasti~ote-;rcic¡clico (TP,) (Figj). El A~M tie~e form~ esfero-rcfo,y ~!-,flagelo es 

prácticamente imperce~tibl;, -es··· intra9elular.y se:. desarrolla e~dfr~}e~te¡_~ipbs ·:~e ~tejidos, 
escontránctose mas··,tr~cu~ntéine~te :~~--)cé1l11~s~~ct~fsi¡tema reticG1~~é~do\¿í'i~I ael bazo, 

hígado v linta, asr'corl-lo':en'.gé1ü(ci~~ci~."~-g~cJi~ ~ardia~~. e:§~r_i~cib~.%ji~d: ¿o_s .. AM se 

multiplican por fisióri .·bi~a;i~ y .e~~ntu~tn:;erite 'r<:írripórí'1~ có!Gta :¡h~adicia para -colonizar 
;. · · ·- ·· · · · -. ·r.x:.--- ·.-.:c.···:··,,_,.··-º "';.' · ;-·;· . · _· · .- · -_,.:·. · ,' -~- .·. :' · <;- · ·-: ,·_,.,,,,' ·. ;. ~-,· .·. ·_" -·, .::.:-·: .,,--" .-: ,,. .. · ·----~ ,: 

células adyacentes y/o 'i}ansfórmar~e é¡l tripOmastig;tes procíCticos'.EI TF'.'posee' Ln tiagelo 

moderadamente iarg~·, .~s e')(tr~difGiar~. dci: ~:~cGÉillt~~ dirculan8a e,{·la sang;~; ~·~ incapaz 

do divi~~::;:~~e tr;~{~~;;~ ial•ali~on\;,,. J:,.f a~~cO doll~u¿~~'" i~:i:rn a¡6; TP quo 
circulan en la sa~gre: Los p~rásit~s~ p~sa~ é(tra\lés'.cidi .t~bCi ·dig~~tiVo · d~I insecto 6asta 

llegar a la porciÓn,pos_terior ··Clel.· .. ¡ntesti.no· medi,o,···a3nd~;~-;cdnvi~~te~·cm~/e~m~.~tigotes·· ( EP) 

(Fig 8). Los EP ~on I~ .toiMa.''reJlicativ_~ del)ns~~~~·, · rnul~ip_li~~r1d~s;por.fisión_io'~-§it~9ir1.ª'· 
Después de 8 a .fo -·ªías~ cléh~ber>sici6' i.nfect~d~ t~ '.chincl1e, '1?s;EP se ::transfórrríali en 

tripomastigotes: rri~ta~íc1ici6~:ÚM) in elrectodel·inscic'tC> (Eifu ;!·v\S). Es~oS,últimos ··son 

expulsados en 1cis h~~~~ y la orina ,del insecto h~rr{;1:ót~;o.,cd.:i~do, ~~ alimenta del 
huésped7' 11 (Fig 8).· ·•• .. ,..... . ...... , "" •.··· <• < ' 

El huésped vertebr~cio{s~ 'infectk- sU exis~c:n; le;i~~is ,ele 
epidermis (o las genera al rasCa~se);~ por C::·ontrim';líaéióf1.:ci~ l~s rii:dos~~,·~ermitl~ndo así 

la entrada de los TM al tor~~nte'A ~~hgu'.íhe'ó: Ó~a}~ez erL;sa1~g~~-, le>'s T~ ~e~~tran a las 

células, donde se diterencían al estádio de .i\Ni reinicÍánC!osé éFci~tó !~i9 7l 
-ce=;-"" ~-~)~;,:-e'~- ~~-~~-.,-:;-~~~ - , '"_,._ --,-'--:----=-:--;-·,:;;-- - • .• 

EL VECTOR 

Los Triatominos son insectos del orden HemipÍ:era, familia Reduitii~~e .. Los redúvidos 

se distinguen de otros miemb~os del. ord~~ p~,r' l~:pr~;s~ncia d~ u~a ~~obos~is con tres 

segmentaciones que se recoge debajo ele la c~b~za dufante el reposo (Fig 8) .• ·, 
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Figura]. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. 
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IHTESI'INO 
ES1 OMAGO 

Figura 8. Los tripomastigotes procíclicos son ingeridos por el insecto vector y 
se transformándose pocas horas después en epimastigotes en el estómago del 
vector. A. Los epimastigotes se multiplican en el intestino por fisión binaria. B. 
Posteriormente se diferencian a tripomastigotes metacíclicos (TM) en el recto. 
C. Los TM son liberados junto con las heces fecales mientras el vector se 
alimenta de su huésped. 

b 

,. 

Figura 9. Diferentes especies de triatominos vectores de Trypanosoma cruzi. 
a. Pastrongylus megistus b. Triatoma infestans c. Rhodnius prolixus 
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Las chinches tienen un tamaño ·muy variado que va desde 5 hasta 45 111111 y su color desde 

amarillo pálido hasta negro, de acuerdo con la especie (Fig 9). Los tres géneros más 

importantes en la distribución. de la en:fer~edad, de Chagas so~ Rh~dn{us, Jriatoma y 

Panstrongylus. El género Pastro(1gy!/Js Lien!J una cabcZ.6 cort¡¡ y robusta ~on las ~ntenéls 
insertadas inmediat~me,rÍte' e~frente -de. los: ojos (Fig 9a);> En . .losT;/at~~a; ~l)argo .de la 

cabeza es intermedio tv ;1iís' ~hte'nas;.5~ ins·~~téln '~-~rda de 1()~ ojos' ( Fig;·~b) Y .·El género 
.. ,. . .,_ .. , .. 

Rhodnius se. distin~~e-poF.~ri~~1a?9~(cabe~~:conan1:en~s:i~ser1:a?.ps al tFe~Je.·.(_Fi9 9c). La 

principal caracterísf¡_é:a·b)c)ióg'i¿a de l~s friafo;r/Ap~ es:~ljer)1e~.ftóf~96~.·ó_bligadCJs, tanto 

en sus estados 1árvarÍos .(ninfas) ····corno' en' el adulto~· Todas'" las .. •especiés 'son .. vectores 
-, .;-. " . ·:~. . ,,·- ·' . ·· .. -- _.. . . . ,_ : ' : .. ' .... ' . : ,., - - - ·-' .... ' . -,• : ·' .,_ - _,.' 

potenciales de T. cruzi aunque son seis las especicis c6~ signific~n'cia •epidemiológica: 

Triatoma infestans, T. b!_fis]l[e~sis, J, dir/iidfata, T'.i~r~ida, ~~~t;Jngylu?l;;~distus y 

Rhodnius pro/ixus. 

EL ES TRES OX/DAT/VO Y L<J,.SJ'/Jff'fffJPl<!S DE;~~OlE(;ÓOfll_ 

Muchos compuestos q~e ·~aÜ~~~ daño celÚlar• letal son primero n1etabolizados a 

especies electrofílictis .. o r~~ic~'1ú'nb'.r~s·:uri'raclicai.•1ibre se define conío·· '!c~alq¿ierespecie 
·...o' ·_-.oc-,-,.:. .;... " --o:=-: --- - -'""'" .=-.-~ · · :--- ' - - -

que contenga uno 'c) i más,\eíectr~nes i desapareados" 1 ~ • l..os radicales libres dañan 

seriamente a losilípfdo~ /~ lo~ á~ldo~ nuclelco~ (Fi~ 10) ... 

Una fúente ~lterríativa'de '.r~dicales es el oxigei10 n1olecular (0/ ~u~.~d~· se 're.duce. 
·~. 

La reducción .• del. oxfgeno con i un\ eíi~ct:Í¿n ~s iG(,~ .reacción qué puede sehcái:alizada por 
. -;;- <:C \ 

diversas enzimas 1r,c1«ve11i:locla ~.Aby1-Fcit()cr<?rn()' P-45o:reduct~sa;f1á~·xahtirl'~··OXidasa y 

por hemoproteinas .(comó: 18. il~inog161Jin~ v los•;citoC:roínéi~Y13.f <:o;,;º· pfóc!~'c:to ;·se torma e1 
: ' ' ·,. • - '"-·· ' • ' "' .,, ••• , • ' ' • • • ••• ' ' • , ,- ·' • 'O ' ' • ' , i . •· · : • ··, . ~: · - ·"' . • , ··· ""' ' ' · ', ' • 

anión superóxido ,ü:i/ e1(é:Ja1 e~.·811:~in~h1:e\eacti~o v estáJ~uiel.o:ii'ciiV~i'S'a~ re~cciones 
metabólicas•~ y~·qJiÍni¿as•'incÍÜ'{'.end~·~la~ di~rnui:aciÓn>a-~erc)~icJ¡()- de' ~¡a~"ó96g~ ~(1-1202' ) 

(catalizada por .. la : . ~~p'~róxi~;;·. dtsmut:asa), ' y ..• la ,/pro{~r1~ci61; •fo·;~a.ndb ··· .. el radical 
'~o~·.:";-~: · ·.-·C ". ·'\-- .:·_' -~-.'.[ 

hidroperóxido (HOÓ:): Esta espi{cie' taml:Ji'é~ se forn~a como pr6ddct6:dél tra~~porte de 
'· " • .• ,., " .•• - '«"•;.- >--·, .... ¿,,_ ,., -··., ·. . . • •i. "',)- "." - .,.,. ··:" -.• ,_. ,, ,. '··-· •· . - ,• -

electrones én la.mitC>C:C>nc:!'ria, ~¡ ciclo redcixy· laautooxidación' demoléculaáendógénas. 

La reducáió~ del ci~íg~~o'·;ri~1~c~1~/~or'dc);~ el~ctr~nes r~;ulfa ·en la fci'r~~ció~ de 
•" .. · .,,, . ., ¡ .· ·-· . . . ... -. '_,. ·'' .. .·. - ' . .,,- . 

peróxido de hÍdrÓg~~~, e(cual es rápidamente d~toxificado por 1~.glutatÍón p~roxicÍ~sa y 

por la cataiasa.' para dar como productos agua y oxíge~o. Ei peróxido de hidrógeno que 
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escapa del proceso de detoxificacion puede producir radicales hidroxilo (OH·), que 

participar en reacciones en cadena generando mas especies reactivas de oxígeno 
1 

incluyendo oxigeno singulete, 0
2 

• 

Un antio~idante es cuaÍqUier substancia quE: .er1 baj~s~onc~ntraC:iones ·c::om~arado 
con el substratb oxidable, cietieneo .illhibesS axida~Tóli·~ E:(estrés ri~icl~ti~b; sé define como 

un desbalanck en favor de los prooxÍc!arites. contrn' !Os anti6xid~~'t~s, qJ~ P.ortencialmente 

ocasio~:sd::~~I:~ poseen me~anismos. de. defensa e1.~- contra de 1L ()xid~ntes, sin los 

cuales la super~ivencia' ei;i '.condi;fone~· a:~ró,bicáfi serÍáf píkícticatnerrt~ imposible; La 

protección celular ~-ª ll:a~á en. iac'omb,inadóri•cie:tr~s ni·~·c~:~\i~d~·'bri~ci ~-~les;: ~-~~\/endón, 
intercepción y repar~ciÓh (f;ig ;11 );La pre\/en~ión"-es _la pdn1erCl•iinéá de defe~sacontra· ias 

especies reactivas d~I b;~ig;~b·.1n~luy~·· 1~:u~ión'dei~1~~s.:ri;et~li~~~' ¿n :~a/ti~ular fierro y 
; ; ~·- ' . ' ' . . ,/ . ' - '<·-·. ' . ' ·. •. - '. ! . . .. - > '. - -- • • • • •. ' - ' - • • - - • ' 

cobre, con €11 fin :de evitar 1a' ¡)fi'roí(íéJ ábióri de i~s lípidos\1. la fragrrien1:ciC:ió~ '.del•· DNA. Entre 
" - ' ·•.. . .. , .- .· ., -.·., ·, ·. .... . .. T , .·. --,,. -·-

las proteínas que ·.son•,~tili_ZéH:Jas·cori "é~tepropósito Se ... en~~entran.•• .. íritfansferrina, la 

ferritina, así como Otras hemoproteínas, proteinascfeÍros'ulfatadÜs y-porfirinas (FÍg J 1 a). 
La inte;c~·~cióh '~ued.e ~~{ eniiniátib~ on~- e_riziriiática'. ·~n el ···•d1timo gr~po se 

encuentran compuesioSan~i~xld~rítes: de baj() peso,mc:ilécular'tale~ comóel ;\:tocoterol, el 
"·< '.-' .-"· • - '- o.:Ó-0,_:- .;-o~-- -=;---,.o• ; ··' - " '-- -.: -- -~O--. - -- .-- - -- - - .'-- , -, • • - -,:-~ - • •• , ·;.; - ". • - C 

ácido ascórbico, .glütatión y,el b-caroteno.,· l..as-'prinéipales =enzimas antioxidantes son: la 
, .. _: ·-·- ·-. ,,_·. ·.. .· - , ,·.-.. · .. _,.· -- ... -· .. -. ' -· . ·--- --- . -,-

superóxida disrnGtasa, cat~lasa y glui:~tión'' pero~ida.~á lFig ~.11b). ' Estas: en'ziméls han 
·--·,--· 

evolucionado espeéméan1€lrite ,!J~ra afa~ara1 cinfón superóxicio;.v 'ti;1os~eróxicici~ tallto·de 

hidrógeno com~ ~'rg'ánic()'~.' ~1b~~ílª~~d~>ell~s)e'bara·~· el. da~o caGs'~cio ;a1\·'0NA. La 

su peróxido dismu~a~~(~O[)) 1 5. 1 ªf~co'n,~i~rt~)a1 ','anló~ •• su~ciróxid¿ __ ~ •. (62~),~·¡~; peróxido de 

hidrógeno (H20 2 ) \Y •hxí~~nb mole~¿¡~'r io 2i_15: 1 ~: 17 ; Tódas · I~~ sJ~eróxi~o d·i~mutasas tienen 

por lo menos un metal _de transición (Fe/Mn .ó Cu)'en'sÚ 'sitio 'activo:· La di~rnilluciÓn del 

anión superóxid~':p€r~1~i?sob~~5:GH i~~8~1:~,~{e'~mécani~,fri~:tfs'ic51ó§Téo':a*~~~¿~"~1-~,-e-~·-1os 
organismos aerÓbic6~i~ .• Siri emb~rgo;.'tambié~.'; se hci' d~¡nostr~'do·,qu~~- ug 6~~~so ·de 

::~~~::.d:~:~-:;~~,LJr:~~::~:.!r~;~~~E~f 111~f f ~J::;r~~'!¡f kt;::::~ ~1 ~:;;:::~:: 
formando agua v oxígeno rn61~¿u1~/ l~9rG1:~tión Í:>er~'xi~as~ 1Gsf-l~Px1•~ata1i7-~1a rectucción 

de hidrógeno e hidroperóxidos, usándo al glutatión (GSH) corfiO donador de ~lectroñes. El 
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GSH en sí mismo es un antioxidante c/ave20
. Los niveles basales de las enzimas 

antioxidantes se mantienen estrictamente aunque las células deben contar con 

mecanismos que les permitan regular la actividad de estas enzimas cuando hay un 

incremento repentino de metabolitos de oxígeno: Poco· se so/Je. sobre. la expresión 

constitutivad~ ~sta~·e~~i~~s; 
- '· ~-:~::· ;·_·-~-~ ~».'-', :-_-:·_, 

Una vez 'qúe tla dccÚr~ido daño a la~ ~éiula~; ·estas. dependen de mecanismos de 
' .. :· . ,, ,'. ,.,, .,,, 

reparació~· pará s?br~vi\ÍiÍ.Existe~ mÚltiples •siste;,,~s enzimáticos. encargados de reparar el 

DNA así ~orno e~ziTaslipo y'proteo/íticas capaé:esde;est.ituir· v.··restaurar2
;·· .. tanto lipidos 

como protei~as (FÍgd 1 e); 

T. CRUZ/ YEL.ESTRES;OXIDATIVO 
- .- - ¡ - :-~> ---

Los tri(JaAo~6~~ticiefr están expúestos . continuamente. a condiciones oxidantes. 

Primero, tienen q~e ~ont~~der con la producción natÚral de radicales libres prodÚcto de su 

desfavorables en .ei.hdes~~d; qu~ utiliz~· I~ •.·pr~ducci¿n de mol~~ul~s oxidélhtes .como ·- - .·. : . - --- ' . - . .. - - --~ - .-·--- - - ' -· - - ' . - ~ ~ -. - - . ' 

defensa. Finalmente, ;i. cnizl .comer c~si. cGalquie{célula_requi~.ro·· d,e: fierro~'para<sobrevivir. 
El fierro es' 8~\iiem~nto 'Js:~b¡~r~a:a. ~I meta;;;li~mb ~elula~ y los :~ic:ro~~ganismos 

han desarrolÍado ··diversos. mec.anismos que é les perA1iten oGfoher_ d~I hués;ed .• el·• fierro 

necesario para su ~up~rvi\l!lncia .. /Est~ ~1~mento desempeña .fu~cio~es im,~ortantes en 

procesos como 1á' cadena re~piÍatoria2~, la activación ele. oxíge~~rriol~~¿lar; nltJ'Ógeno e 

hidrógeno23
., .asícomoi1~: ~í~te.~is .~J'e .bNfa..23 .~~~bién.· particip~ ~n· la ci~·~~oi~osiciÓn de 

derivados tóxicos de. _oxígeno, t~les c~mci' pe~.ó~i8o y s_up~rc)~i~é3 gené'ía'~c:ki radicales 

méii1;, t. ;1~n,fbiÓ~ j~,g~h únh;,¡¿,,iDt~'cp~~;'J ,n ii ~(""º tó•leo del 

libres. · 

Los 

peróxido de hidrógeno. una. cai-áC:terística i,l.;por't~llte de 1él qÜímica?de 'fo~: m~tales de 
. - " -.. -· ;_ . ' . " - ., ,o '' . ·, - . - .. · • -,"< •• " •••• ,. ' - --~· - • • :,.~:__; • • - -· 

transición es sU.núméro .variable de• oxidación; El i)ci'se'er-lluni'eros"éf e'.;oxicia'C:iói1"(:fue-difieren 

por uno permitena ·.1a~i~~,~~~: j~s 0etales;é:1!3_tral1sició~;pa'.iticipar en'reacC:iones de 

:::::·~·:·~:~~.~:,'.º';.::::~.:,·~~''t1d}.:1¿f rJt"~;d~t:~i'!~~i~;;~~: t~.:,:: 
hidroxilo (OH· l a través de la .llamada re~cciÓn de. F~~to~24·tEstas._lllo1écGJa~·~ciíl un~ de 

los radicales mas reactivo~ y daÍ'iinhs · p~cÍducidos. Los i'on~s 'cie fierro también ~º~ dañinos 
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para lípidos por radicales libres25
• Las células controlan el fierro usando proteinas para su 

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

minimizando la concentración de fierro y cobre librc26 
•
27

• Mantener en forma de complejos 

a los metales de transición· es considcdaro .corno un mecanismo de·.· defensa n,
2

G • Sin 

embargo las especies reactivasfde óxi~eno"· son. c·apac~s de liber~r al fierro: Eiperóxido de 

hidrógeno también puede de~r~cjkr proteirias he~e paro liberar el fierro de su sitio 

activo28
• 

La transferrina es "Un~ gll~~proteina de· 80 kDa especializada en el transporte de 

fierro dentro del organismo. E~ta>c6:nstituida por una cad~na polipeptídica,· eón. d()s sitios 

específicos que unen; _cad~ u~~ 6r1~t~l110 d~fi~rro23 • El-.receptoí:hu.~~~-o p~;a
0

transferrina 
es una glicoproteina int~gr~I efe _la ~enlbrana.:ql.le consiste de .dos s~bu.nidades, 
presumiblemente id¡~tiC:a~, d~95 l<Da ._.·.unidas :~ntre·~l:pcir'p~~ntes 'ciisul;~r'~;9 ::•Elnúmero 
de receptores d~ t~~·~~ferrina e'nia sJpértiC:i~ celular está estrecl~~1Í1~nt8"1i~~do alestado 

proliferativo C:e1~1ar-~si';ºrnº ~-16~ Jeqüe~lff1i~n~~s de fie;ro por la 6"é1ula:> L:~d;céi~las en 

proliferaciónexpFe~~~ ~I rricep1:o'rrnie~t~-~s qué .• 1ás células C:CJ~~1r:li~lll=ntd'"dif~renciadas 
que no se divid~~'.~-~ lo exwe~~~3-~:3 1 

; .• ·. • 

La adqÚisici~n'.de\ti~rr6::Po( 1i:i ccéluta se inicia· cuando. •la.transferrina'. se. une al 

receptor par·a ·tÍansfer;ina ten I~ ·~~p.erflci_e _.·.celular; ._El 'con1p1é]o >~ecepto~ctr~nsferrina · es 

incorporado ª· vescí~ul~s 'endocíticas Aenominadas< endosomas.i. El • medio· iÍÍt~rno del 

endosoma se aci~ificia pd~_l~a~§ió~ de AiPasas ~eÍ11br~l)ale~cl~I eridc:ís()m·~,. c¡ue bo~bean 
protones al interior liberado ~I fieiro'dé:1airansferrina, 

El papé! .. dé la i:ra'n·~f;·rri~aen et'crecimiento ·.aún no se· ;~~p;end~ aunque· se ·ha 

demostrado que l11ucha~ de;las.cáracierí~tic~~. d~ l~s ser\i1~~· Í~ti~¿elul~r~s·~ ;~sp~estas - -, ' " . - - - -· ~ ~ , ". . ·.. . . ' .... - - ., ... ; ' ,,. , . .· - '·. . :· · .. -~ . ,, . -

asociadas con el.· c:-;~~¡;n_¡~l1tó< ¡C:-_~~Ó · ~lc~linizacÍÓn ·h:1~i;..éito;b132.f· ~un}~~ic)- ·en ta 

concentración ·de····é~ldio~é"'6¡i31~óli8"~llbr~32~~·T~ri~~io·~·:·:~. l~~--p·ti'porción --~Aó'+ /NADH33 ) 

están relacionadas co~' '1~ ~~üJa6ión <dé:. la NADH2oxíci6r~ducta~~ de: ·.cianuro 

férrico34 
•
35 

•
36 

•
37 

• Los inhibidores cle cirecimiento ~ambién . inl~ioeri ~1 · ci~lo re~Óx: cef~lar38 
mientras que los promotores.·d~ Óre!cimi~nio·· estimulan a laNADH-ox;dor~ductasá de 

cianuro39 .4° • Finalmente; la transferrinaestimuta directamente aldclo red~)(34 ·ª5 mientras 
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que algunos anticuerpos contra el receptor de transferrina lo inhiben41 
• Es así como la 

variación en la habilidad de la célula para donar electrones a aceptares extracelulares 

puede tener un papel fundamental en la regulación del crecimiento celular. In vivo el 

aceptor fisiológico de elect;oncs c.s la transfcrrina. La lrnbilidad .de la tr~~1sferrina pilra 

aceptar electrones ele I~ célula á su vez regula el nú1~6r~ici6· re~e;·t6res, ~etr~i1!:'.ferrina. 
Ensayos inmÚnÓIÓgicós ·· héln · 'berrnit.ido' identifica/ un ;~6ceptor' ~a'rá··•. tréln~ferrina en 

promástigotesde Léíshinarifa . . E~fe.reC:eptÓr es l:u~a'glicopro~efna mefllbrknalde:7o kDa42
• 

• • ' ~ · • ' """• ;•,.: ,. '.',"·.) - .:.,,,, _ ···~: ;. • et ... ;. -; (, • :• ';"' .·) :...> ' ·;.: :·:., .·;:.· , • ';• .· ,'., ,: •' <-" r ' 

En T. brucei se ide~tltidCÍ una' éot'eína que se UQe a )a ~fan~ ferrina •de.42·1<6~13 la cual es 

codificada. p~(uh·~~:, él~6ci~'do él 16~siti~~·de expre~iÓn44 .. .·. ·.: '.> . ·.•·· · ·. 

El T.· cruzi;·•.•po.se~}:u~a. ~rot~:iha 8ü~ un~. ir~~sfo~rina 
0

(PÜTJ:45 '.•·10 que (tia§~• suponer 

que el parásito obti~ne '5~· tra~~~~rrlna;~ ~ártirdé ~aspoÚs 'de ~rán.~fer~in~ ~e·I hué~ped. Por 

medio de Weste;nb.lots\ utÍ;i~and6\anticuer~os .• anti-r'e?eptor .de. iransfe~rina. h~mana, se 

detectó una protei~~ 'en ia'.,s.~pe~ficii meíll~ranal. de ' aproximad arri¡A~e'2qbko~45 ·.. Es 

interesante que en este trabajo sólo 'sé detectaron 'rúTs<en.célul~~ AM V no en 

tripomastigotes lo cual e' ~s:c::~bsiste~{e '¿onl'.el.he61~0 de: que dichcis ~ec~ptores están 

estrechamente ligados a1··crec::imiento:'_celula/{Nada:se;sabe<sobr~:el/geg•qJl3 ~edifica a 
-;- -,- - • _, - '-''-=- --~-'=··-- - . - - -- .. e- . ..: . . ' ,, -· - -- - , . - , - ' . ·-· - . ' •. . • 

esta proteina ni sobre cÓlllo e's l"ég~Jad~ para r~sphncler á los cambi6s rried}o~~l~bient~les. 
~,~--;-;~ ">¿·~: .-·-

MECANISMOS DE DETOXIFICAC/ON EN r.''c/:/uz¡ ; . ' 
Al igual que· el• r·e~~t¿ci 1~'.s·t~ipan~~~~átideos,' T. cruii clifieh3 de c)Ú~s organismos 

~:,:~~,:::~::::::i:~jJr::~f '~tí:~~t~:~1t~¡,~i~~¡~~:riir itr1~~~:{i,:1E::~:~~ 
mayoría de I~~ org~ni~fT1os~ 8 ~ /. < < · '? • 

Un cof.áctor GSH~espermidina' denomil-iad'.Cl trip¡;¡1~otión ha . sicÍ,6 CJesc~it~ en Jos 

tripanosomatideos4ª .. '.se ,pie~s~ qu~e1 tri¡:ian61:iÓn ese~encia1 ~en estos. orgailisn1'os para 
• • ,.. •., -·- ,. ___ ,_,_

5
-. '-.· --···~-'-7,;_-,,-oo-:o--~~o--·.o-=-=-'----:¡;c.7"º··':"·"·---,:-=--,--•- - .· 

-.--·-; ____ - - - ~->-'-'-~-'"~~--- -,.,. ,_ - '.:'•" . ".- - .; ·. -,- •·. ··---·,- --- -· .• ;::.';. __ .... ·, . . -

mantener el correcto' balance intracelular· de :tiol/diazufré' a través .de Un: intercambio no 

enzimático asi có~¿ en l~,d~f~n~~ ~~~t;~ ~I e~~ré~ oxida~Ívo .•. La silltedi;~ cl~I tri~a~oti~n es 

catalizada por,<~na enzima únic·a de l~~tripah~s~~aiídeos, •Ja trip~n~tión ·~i~·tet~sa48 • La 

tripanotión redÜctasa ha sido puriflcacla5C,y su gen cl~n~d¿ 51 en .T. cruzi . 

Se propone qu~ la tripanotión, la tripanotión peroxidasa .y la tripanotión reductasa 
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protejan contra los radicales libres formados corno producto del metabolismo de oxigeno. 

La tripanotión peroxidasa participa en la eliminación del peróxido de hidrógeno así como de 

otros peróxidos, y es posteriormente reducida por la tripanotión rcductasa para completar 

el ciclo. Algunos autores .han postulado que T. /Jrucoi Liene acUvidad de tripanotión 

peroxidasa52 mient~a~:qüci ~n. º!r6s·'repor1:6s se sugiere su ausencia53
./ L~ prese~cia de 

esta enzima en 7-. ciuii aún rio ha· sido in\/estigacta: 

Otros ~~~agi~nl~s·:e~ii;,,á~ic6s el~ clef~ns~ i~clllye1~ )a •... pro~úcéion · de 

su peróxido dismuta~a y• ~lireéientémerítede~cubiefto;·sistema.prote'ctor' del iásé:orbélto. La 
'" ·.·- ' ·._ •. ~ «-... · •:~ ' .:- « . ;. •.,. . . ' ,, ..... -." . ' . ~' ,- . '" ,,," . '.· ; . • -·. "", :_.·' ·- •, 

La superÓxido di~rriutasa •jJega un papel central en la manera , en que el parásito 

responde a toé c~mbi~~··enéla coi1centraciÓn de oxidantes e'~ el ambiente. T. cruzi 

contiene una s~perÓxiáo ~~s;,,uta~á ~ep61~diente ele.fierro· (Fe-SdD) en ~I c;iÍJplasma y una 

SOD dependieílt~ de ~~ngcin~so (Mn-SOD)<, en la 111i1:oc6nd~ia5? .\_La . Fe~SOD esta 
. . 

relacionada mJy de cerca co~ la Fe~SOD. bacterla~a. Consiste d~ clos subJniclades con un - ' - ...... · . -· .• . - - . . - - ·- ._,· 

peso molecular . combinado •.. cle ·aprcixinlacléÍn~·e~te' 4:f kDa y l.1~a ~~~6J~~ci~•;, silllil~r. de 

aminoácido.s
55

_.c S,e.,s~be; p~oco_d.e lared~l·~~iÓ;:y;f)X~r~siÓ'n)Je~~sta ,eriii~á; ~i6 ~:ilibargo, 
en 1994 lsmail et al. publicaron· 1a. sequ~~C:i·a d~, ta Fé-só o'en;L. o. éhag~si,5~ : '.LJ!i1ika~do ·la 

.. · . . . . . :_'. ·: . ·, ' ·, -:; ·'. ; :.·:' ... · ''f> :· ;-' ;' > ·. -_. ,-: ; . '. -- ___ .,_,. . .;.··· '.·· -''· --;, .. ::=· . :;!~ .'_·" : ::: '"''--~--.-- ,} ;.-. 

secuencia publicada ~é diseriaron primer~ ci'eg~~rier~ci()k' corí los' cuales ti:ie positÍle aislar el 
1 

., .>·:' '.> <-.:.'. ':/···:.· •:_'-:5·7 -~· :/·:,: •;>~'..·: -:.-,.· -~-~-<--' " .. ;~~.' :.-/·,._'_~.-.:.'-~';< .. ::·e~<-;;{' '.·,¡ _.'·:·,~~);:>'.'..'";_-~ 
gen homologo en T. cruz¡ ·siendo .este caracterizado actualmente: Queda·. aún por 

', . í -, ._., '·· ,_ -. . - . -

dilucidarse cómo se regula esta proteína y ~I pap~Lque dcsernpeña en la protección contra 

oxidantes. 
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11. OBJETIVOS 

Ante diversos tipos de infecciones, el ser humano presenta una hipoferremia que lo 

proteje al reducir la cantidad de ficrr?.dispol1iblc para los microrganismos invasorcs20
•
50 

•
5º. 

La hipoferremia ocurre por un mecar;i,isrno_t?davía no COIT;tprendido q~e no s¡jlo suprime el 

retorno del fiérro de los comparti~ento~:·reticúlo~ndótelia\e~,·;in~ que Incluso~umenta el 

flujo de fierro extrac~l~l~r há.éia est~s mi~m~s-sitios de.' alnwcerlamleritb58
• Al•ca~ecer de 

,· ·"' - ·.•. '(•, ·.- ... -: -: , ___ ·,o.- .. ·.-... ·.,; .. , ,_.·-·. - .. "·'' --·"···::--·,, •' -. ', _- ... : ··-·- _,-

una propia tUente•defierr,o, Íosimicrnorg~nis~10~--défJenden del• hué:~p~d p~ra,la· adquisiC.ión 

del metal. Lahabilld~d de·-~~~g¡; CJrgáÍ1is·~~s para .~6mpeti~e~ito~a~~n{~ cdn ¡;u hué~ped 
por el fierro ~sJ;,::·imp~·ít~nt~c!et~r~1iná

0

;,·t~~tcieL~u ~ir~rlencia69 .• T. cruil 'reqJiere tanto 

fuentes de fierr¿ h~~o';C:o~o-~o licim~• ~~~a;:~u :'Óp~l;,;o. crecill1l6nto61 \ E;Íst~·-·~~id~nci/en 
estudios in '~¡~;,· ;~·- vitr~. /cÍí~·icos ._-.· d~i/qJ~· u;{ e:x~ceso .• ae JÍ~rr~ --~;, ~( l~:é~¿~J pu~de 
favorecer la. virJlen¿ia ~·~·-_lb§ ~Ícr~óigéini~;,,b-~62 • ¿c/n T. ;~Úzi, por• ejemJJl~;-16~ hivelés .de 

fierro en el hué~p~cftieneri•~f~Cto en eidesarrolÍo final de la' ir~fecciónpcir ~s·t~parásito. 
Experimentalrllen¡e ke enc~nt~ó q,u'e -·un 'exée~o'cle fierro en las 'f;()i~s ·. i~tr~;elGl~r~s del 

ratón como l"~sdiia<l~ de ;~~~:dieta rica eh di~l10"·;,',~1:a1,fiíl~r~;.;.;etjt~ la ihf~·2hión y la 

virulencia del pa~ásito. _Finall1lellte,una dietadefici~nt~• en fierro píoteje' a_ lo~animáles 

suceptibles rec:lubiend() 1~:mo~l:Íilidad y ~ort~lidád~e {~intedcióh 63 ~; ' : ~·····-_ •• •.. _ . 

Con el fin~dé COITlpre~dciir.'có~:O ~fe;ta -,~ concentrac-i6n ¿¡~. fic::rro al .T. ~fuzi, nLestro 

grupo estudió.el :~rebi~i~nt6' y difernnCiabiÓ11;ci~ T.· ~~ru~i e';,_di~tintas_iOricé~tr~Ciones del - :-.... ,, ' -·' ;_ . : ' . ., . -· ,,, .- ; '~- .. -.-' - - ; _-, ·. ,.. ' -- ' - -. . '· ( . ';: ,. . . '• ' 

metal64
• Al al.lméntár. lél ccincentración. de fierro. en el medio dé' cuÍtivo; ;JÓs .·~parásitos 

: , . ,, •:' . ' . ; '" .- , . • •• ',:... .• . .:· -· . • - . . '·. . ' , .. __ '. ~,. , •. • •• '.;:. ,., . ··-~- ,- .• ·; .c .. ~ 

crecen y se diferehcií~n'a IT)~yoryelocidad . Lo contrario se 6b~erVó cGan·d~ elm~dio se 

depletó de fierrcf.M~~t~ne~ va~la;'se;nanéls a'r T. cruzf en un rnédio;:¿¡:;;~ienté en;. fierro 

provoca muerte ~~lul~r;• k~to e's· consi~tente' con lo• .. reportado. en .. la literatú;él respecto a 
' . ' . ' ' - - ·.. - " , .. ~-- .. ,_··· , . . ... -, .. _ , 

que el fierro e~ ~·i{~1;pir~<.T.~r~il 1 :)ainbién ,encontrrimcís que -m~rli:en'i~rido~al-T.cruzi en 
-·. .-. : - -- -- -- -,-·. _ _::;~~:~~~:~, .... - :..,,--_-".-~~~--'"~~"'.""=.- .~--~c::7-·'.":·~:··--,:~::;-0- .. -~';'.>',-~.~-~~--:-~~-:_--.?~~:;--·· ·-;~~~-_: .:.>·-~: ' \~~---,, : .. :_:·, 

altas concentraciónces~-i:le -fierrO .pierde, la capacidad· pará;:responder\a' cambios .en· la 
:< •• , .• -· •. --·-.-.,-.·-·' : ·, , •.•• ' ·«'··. , .. , "- '• '· .. ' '., .. , ,, . '.· .. ''" 

concentración ·_de flerrci•ct~I ~edÍo. •¿Cómo_'afo~ta,l~ cond~rífrócióp °i:lefierrci _~1Fc~ciciriiiento 
y la diferenciación de.I 'p~rá~ito?'¿cóílloevit~n el d~ÍÍ0,porradica'1cisy~rei (~~tr~~ oxi.dativo) 

las células expuest~s a·'..~ltas .óon6entrac'i6n~;s d~ ti~~ro? t;Tcc5~~-1~~{úi'~ .. el ·p~rásito la 

obtención del fierro 7 ¿ 6~rno. s~'.ad~pt~:el 'i.cruzf ;~ conC::.~ntr'aciÓne~ v~~iabl~~ de fierro en 

el medio? Estas son algU~~s d~ l~s ·~peguntas ~~~ ~erI1.1aro.n ele este primer t;aba]o. 
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Para comprender los mecanismos celulares que participan en - la obtención, 

metabolismo, almacenamiento y protección del fierro se requiere identificar primero a las 

proteínas participantes·; Una vez identificadas ·se· pbdrá. analizar s~· re~ul~ción y_ expresión 
- ·. -'- . - ~ _,._ ,. '-. -· ..'...'.~. -··->. -·-· ,_ - . ·-· -- . .. -.- -:º·- 'º -- - . ·-'. . - . : ,., -· 

bajo diferentes con_dicion~s. •.Se décidiÓ .estudia/ clo~· proteínas·-· "rel~'Clonadas con Ja 
• - • '· .•' '·. '·'' • • ·, ' ••• • ·':, • ·-' - • - • • ••• <,, '7 · -···--···;_-•. o·,_ ~-:.,-,_-o'.' : ;._ ,-· _ 

protección de 1a célula: con!l"a éfésúés ¿~idativo. porti'erro!La'~¡Jíif!lúa és 1a iJr-¿teina que 
' _.,,. - .,. . ,·,._.,, · .... •.,,.·,. ·,,. - .:-· .. ·- --·- '. · ... ---- .. - -.,·-,,- .· . - ' ' -

se une a Ja transferri~a·wu·f¡; I~ é:~ai'(co'n-1~ s-~ ;.rieiicio;,ó ~rriba), lia sido iclentificacla- en el 

T. cruzi por medio¿; i~rrlu~ÓiÓgic6;45 •• : Est~ protel~'a•: es : importante para : la captación de 

fierro del medio y. p~r~;)ci¿~í¿'r .¡u ~exigida-~ '; e~ sé~uncia' pr~téí~~. es Ja: su peróxido 

dismutasa, reciente~eg~e :61on~dci é~ ·:;. ·;;uz?• 57 .·• __ Esfo Wí-()1:~ina-._--é~tÉl'.'.'ªir~C:talllente 
involucrada en la prbtécciÓl1 del parási't:o:corítr~ un e~céso cié- radicales'•libres' (el1 cuya 

' . - . ' - '· -.- ' ' - . : ~ . . - -. -· "'-... -.. .----, ~ . . " . . ' . ,,. ' . ' . . 

formación participa ·a1Jierr6). 'Finaimente,·~e ~~ntir~uó.ctin· Ja caract;;rizaciÓn bioquímica de 

la respuesta del .parásito-· ~;"la~ varia~iones)ci'ncla ¿OnténtraciÓn' de;~~ie~r~ ;del ·~edio de 
"· ~--

cultivo. 

El objetivo del presente.trabajCl.d¿~sis es estudiar algunas•del~~•proteinas involucradas 

en el metabolismo del fie.rr6/~~ 1f;es~uest~·a esti~s o~i-dath1len T(~~an-Os";m; cruzi. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Clonación del gen de la F;'UTen ·r. cruzia partir de una biblioteca genómica de T. cruzi. 

2. Caracterización de la SOD de fierro en ~. cruzi, analizand~ su expresión en térn~inos de 

cantidad de mRNA, cu anclo las células se encuentras exp~estas. a diferentes indu{tores de 

estrés oxidativo. 
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111. MATERIALES Y METODOS 

PARÁSITOS 

Los epimastigotes de T. cruzi (MHOM/BR/78/Sylvio-X 10.6) se cultivaron a 28°C en 

medio líquido RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 0.5% HE PES, 0.03M hemina, 10% 

suero fetal bovino (inactivado por calor), '2mM glutamato de sodio, 2 mM piruvato de 

sodio y antibióticos (penicilina. y .estreptomicirla para •dar una concentraC:ión;final .de 250 

U/mi y 250mg/m( r~s~~ctivam-e~te) 6 ~ • Alt~rnatiyainente, Jas células epim~stigotés de T. 

cruzi se cultiJaron en media L:1f ¿ºrr;º h~ siclo descrito ~reviainent~64 • ' · 

Las célul~~-~';; !rfi:ic~i:d~~bf~h~'.~-(~'1b~~- s427) .• fu~rb~dªn~cja~amabl,(3meiite por 

Ernrna AkuffO (Es~'u~l~~d·é.M.edic_i~a· Tr6pical,. l.~ndresl: ~as' célula~ se aisl~r:ori de ratas 

infectadas. La san~~e ;~e obtu~'o ~or ~u~ci¿n c~rdi~~a:de)ata~ kieviamcinte anestesiadas; 

se centrifuga (39,000 g 's, 1 o min) y él sobrena'ci~nte :~e J;sa a trav~~ dei úna é:ól~~na de 

DEAE 52 equilibrada en PBS con 1 % de glucosa; L~s ~~él~las" se c~nc~~tran por 

centrifugación y se resuspenden en RPMI: .. 
. ':-.:· .' ·, 

ANÁLISIS DE LOS PATRONES ELECTROFORÉTICOS DE CÉLULAS CRECIDASBAJoJmFERENTES 

CONCENTRACIONES DE FIERRO. 

Se siembran los epimastigotes en LIT sUplérTientado con .• diferentes 

concentraciones de fierro, como se de~cribió pr~;vi~íl-ie;nteff; 8fev~rne~td,;5x 1 0 6 ·células/mi 

se siembran en medio LIT ~~rm~I h conir~I (:-i5n~~/m,1(3.Bx1 o:5 1Vj)~ 'he~in~), LIT 

suplementado con doble ccíncentrriCiÓn de lieimina. (50ÍÚg/ml l1emina), LiT'sin h~mina y LIT 
"· · '· ·. ·' ,. '. · '·-' ( · . ·. - •" · - . · -· ."· '·.e- : _::. -~--'..::. -' . '·.o • .. _·_,-- -:-/ -· - e--~··--"; -.- -- -.. ---'.,- - ~-

suplementad o con ~I quelan1:é cté tierr<J, 'iíei'riatoporfl-~illa(isx1o-5 Ml. ·sé· dejaio~' crecer las 

células por n~eve, días •. _Y· s'ecolect¿n ·~orce~ditu~ación.'..El;peU~t '.~e. lava'dosi1\/e~•esen.PBS 
trio, pH 7.2 (.ZO,~IV1_~~5a,~~!~'L~~28~()4,_:ZrpM;Na.H2~p4¡j_s~~r~~us~~nd-~ ~n ~~u~ a.4ºC. 

Se toma una alícuota. par~, detér~inar la có'nc~ntrac:;ió'11 de prof ei~~~~ ~¡·El~~~af'~qGe otras 

alícuotas de cada muestra'(apr(:;x 5ní.g) s~ soÍubÍlizan paro'' un~(¡;~;¡ª~ pe~' éicictí'ofo;ési~ en 
'''. -•. -- .- ' ' • "" ._ • ,,• • -•, ·-··· • •,,r 

geles de poliacrilarnida ¡sosc·PAGEL hirviendo '¡giºc> 5 minl é~. cocktail électrótorético 

(62mM Tris-~CI, pH6.8; 2~ SDS iw/~); 7,50/o glicerol ·(~1/0); 50/o 2-mercapt~etan~(!v/v) y 

0.02% azul de bromofenol (w/v}). Las muestras se separan. en gel~s de polia~rilamida al 
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11 % utilizando Ja minicámara BioRad siguiendo el método de Laemmli67 
•. Las proteínas se 

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

(97,400Da); BSA (66,200Da); ovalbúmina (45,000Da); anhidrasa carbónica (31,000Da); 

inhibidor de tripsina (21 ·;50¿Dil) y H~ozin1a 114.,4QODa)). 

EXTRACCIÓN DE DNA · ' 

Se aisló DNA gen¿mic,ode célula~ de T:i,cruzi y de T. brucei utilizando el método de 

la proteinasa .· K/SDS68 .:-iBrev~m@te;- la~ .déluÍ~s son;colectadas . por centrif~gación y 

lavadas en P~S .. El .. p~lleteslisado'. ¿ort:a~~nli~nto de ál.cali-SDS~· y resusp~ndido en. buffer 

de extracció~c~e ~~A;(~Ó~M 'Eork, .5o ·,~~·NáCI, i% sos; 5bmM. -rtis-8p1; pH.8.0). Se 

agrega Proteillasa ~,(Sig;.;,al}a >Gna·~¿n2~ntradón_fln~1·c:ú/100 n1g/r~L 'I se 'deja"~eaccionar a 

37ºC por 3-24 hrs. El RNA 'contáminante se eliri1ir~Ó utiliz.ando''.rú:lonüciea's'a. péln.creática 
_,. __ ,.,f · ., ... h • ·· • ··-ce · . • _. . 

bovina previallleni:e' tratada éon•. calor\ E(DNA .se separó .ci~ .. las .p~ÓteinaJ y;desechos 

celulares 'por'- tri~l~ e~Ú~écii~ ; ~on f~no;~cl~roformo, 'ú·n~ exiracci~n ·~~ cloroformo y 

finalmente el.•D.NÁ'se\)r~~ipi~a det~~.f~~e ~-~uosa-~o~ja a~di~\ón-cie'z 0olúrnée~es'~~ ~ta~ol. 
Para constatar la· efiC:lencia•de' la purificaciÓn/se\Óma 'Ull~'alícuota de1•0NÁ ciisueFt; ·en 

.. . ·.. ._· , ...... -, '- ··- . ·,··· ... - - . -. ·. \- .. ;.-. ·- ;._.__ _-.· -

buffer TE (25mMTris · pH 8.0,· 1 ÓmM ,EÓT A) ysé .corre por. electroforésis en· gel dé agarosa 

a 70V. Se incluyeron ~ai2~d~r~~ "d~ t~~~JÍo. 'El gel" se .ti~e- coJ1 broml.Jro de etidio 

(Et8r)(1mg/ml) y se fotograflc/8~¡~'1uz U\/"' 

EXTRACCIÓN DE RNA 

Las células cultivadas· en, presencia· de diferentes d~hg~s indÍJctorás' de".radicales 

libres, se colectaron por centrif~g~biÓ~, se la~a~on ~o~:veceic~on PÍ3S y se Úsaron por 
' 1- •••. ,_ .- ' • • - - , ' ' ., . ,· . . • 1 

adición de GTC 4M, 0.5o/o 'N-1élÜ~il~ar¿6si~a;· 25•mM cifrat6 de. s~di~':¡:)J47 .0> El RNA, se 

colecta por centifug~éiÓn en Ú~: g1r~d:;~:nte·:di:cl()ru:() de c~sicS 5.~M>P()~t~rior~ente; el 

RNA se precipita dos vece,s con :e~~~~I :~ ~~:~Oa~b~,:.¡~-;~;9¡}~ e~t,éri~ á -2'0~2.~; i:l~RNA 
resultante se cuantifica corriendo. una niues1:ra'e.1~ Jn gel·de agaros~ 1.2o/o.:teñido ~on 
bromuro de etidio (0.5 mg/ml) 69

• 

DIGESTIÓN Y RESTRICCIÓN DEL DNA-· 

El DNA genómico de T brucei ·{T cruzi ( ~ 51119) se digirió con. las endonucleasas de 

restricción Hind 1111 y Pst 1 siguiendo los procedimientos normales68 
, las digestiones se 
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corrieron en un gel de agarosa O. 7% y se fotografiaron bajo luz ultravioleta. 

ANÁLISIS TIPO SOUTHERN 

Después de fraccionar al DNA utilizando cm:imm:; de rcctricción, ústc se corrió en un 

gel de agarosa, se transfirió a una membrana d.~ ni,tJoll. HV:bond-~_(A~ersham) utlizando el 

método de Southern70 y se unió covale.rítementea allapÓ-~;expo~ición a'·iuzultravioleta por 

20 seg usando un Stratagene UV Strat~linke/1a()o. La 'íllembr~na se· hibridizÓ ~ntonces 
con Ja sond~d~.Ja PlJT en ·5x~SC.co~4oo/c,~de formamidá, ~ 37°c:-Lo~'fil!Íos fueron 

expuestos para aut6radiógrafía p-or ~erl~dos d~ tie;npo variables a -7o0 c utilizando film 

Kodak X-Omat. 

ANÁLISIS TIPO NORTHERN. 
- .. . '·:, .·:.·, ; ",. 

Alícuotas de RNA (-16nig) se·l:ratan con glioxafy DMSO/como desnaturalizantes y 

posteriormente se f~~dciion~n .. utilizando gel~s de ag-~rosa 1.2-1.4;% prepar~do~ conbuffer 

de fosfatos _1 º-rr~. :~?- c-~íT).bioid~_;-~6Írie?'te e.ad~-- -~o ~iriut6;. El ~~~ '.~e_.!r~n-~~iere a 

membranas de nylon ljybond~l\J HtilizandO'da~ cOndicionE)s estándar ,, El •Rl\JA se une 

covalentem~~te __ 1:~1y 6~?o~~ede~cri_bió · en·-(3J_ análisi~_- de SCJutl.1f rn :; L~-hibridi;aclÓn 6on· Jas 

sondas Fe-sóo\/ c·~e IJe\/Ó a cabo bajo condiciones de es~riágencia' (en 6xSSC con 40% 

tormamida, ª 42ºc)· ~or 24 t-irs .. l..a_~ut_~racliogratía.se realizó cam6 s.(c:lescribe i:iara e1 

Southern blot._l.a medición de. los•fragmentos' de RNA·~~· JJevóa C:-abo c;mp-árándolos ·con 

otros marcadores de RN~ ele t;ansc;ltCJs cCJn tamañ6 conocido, así cCJmo cCJ~ .marcadores 

de RNA57 • 

SONDA PARA LA PUT 
. . 

El gen de Ja PUT se amplificó dir~ctarnente del DNA genóri1ico de T. bruce/por reacción 

en cadena de la polim¿r~sa (PCRJ. L~s~buencia de. los oligonucleóticlo.s Utilizados como 

iniciadores es:.5' TTAG_Al+ Tc~A(J~G~ J:_CG "CCci-'CoH°-Y· 5'TA rHA 1AACAT·G 

A A A G G A A ,- G C:oH. La aíl1plificaciÓn ie llevó a cabo usando ,¿NA ~k T cruzi, 

1 Opmolas de los' oÚgo~~cle.ótidos ini~iadores y . 5unidades de Taq poli~1erasa en . un 
e; ; • .: ·. ' . , ·- ' '>" .... '.'· . ·: ··. ---·-- 'º '. _., 

vohímen total de 20 mi incluyendo 10% dim~tilsulfóxido. Las c¿ndlciones utilizadas. fueron 

96°C/45s, 50oC/60s y 72°C/6Ó~ duranie 35 ciclos. El tamaño del p~oducto resultante se 
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calculó corriendo una alícuota de la mezcla del PCR en un gel de agarosa 0.8% junto· con 

marcadores de peso .. Posteriormente se fotografió bajo luz UV después de teñirse con 

EtBr. 

· Purificación del producto del PCR 

El producto de la PCR.s~ pu~iticó cortando la banda de 1 kb con un escalpelo y 

electroeluyéndola en un buffeíd~ TéE'o.Ú (89mlVI fris~b~rate, 2rnM EDTA, pH .a.O). El 

material electroeluido se acmgel~;'y'sec~Ó e.~:vado.: Erprod~¿to }eco .se resuspendió en 

ouffer TE diluido (1 /1 OTE bUit~·~¡· v···~I:· DNA ~e cixtr~Jo ¡:;~¿ pre'cipita~icm' cd~ fenal. La 

muestra se pasó p~r ~n~Ú,bo·¡~~r1a de ~~t1"1adex · ~-5() (s¡d;,.;·a) y el' ~~9~u~t~ eluido se 

utilizó como sonda p'ar~;dcit~ct~r ~lg~~ cJ~. la.PUJ; ·. 
'. --: \ .. : .' ~ --.. :- ~ .. 

· Marcaje de la sondilPUT ;;. .... . . ··.· _.. . . . : ·.· ... 
·.· x•·-. ·:· . • · '' ·. ·,·: •: . · · ' ' · ... <- · " - - :- " · •:· ... ·"· • ' ·:· -• G8 

El fragmento de 1 kb sé marcó radicíai::tivamente:por. el método de random priming . 
' ~': . e", _, ' ._ ·•. '. ,·- ' . ' '. . . ,· .-··,: .-" ' ~. -: : ' ' ' ' ' \ . :.. . • 

Brevemente, 50 ng~e}JNÁ se desnatur~lizan hirviendo dura rite. 5 min yse dejan· reasociar 

con los iniciadores áJ azar ,·(Una mezcla de secuencias de hex'ámeros). L.as cadenas se 
• ··:·· "H:."····1-.............. :y-. ·:•: :·--: .. •:··~·:·: .•. " .. <- .·-·::: __ -- >:> . ·~\-.. -•. ·-32 

extienden utilizando el f~agméntoKleriovv d.e :.la-DNA polimerasa.I en presericia de. [a PJ-

dCTP (Amersham). Este proc~cÍimiento prOvee üha'soncÍa n1árcacÍ 1. con ·alt~espe~iflcidad. 
Los productos. de' la ~reacció~' son púrificados: pasándolos por una c~lu~n:~ el~ 1 mi 

. --·-.-_-_-,,-•, _.,, .... - . ". -·- ,' ; - ''. ·.. .· .... 

empacada previaméni:e: con Sephádex G~50' (Sigma) y ~quilibrada con b~tt~/ú. 'sólo los 

productos marc.ados de gran/tamaño. son.cole~tados en la b~se d~ I~ é:olum~a; los 

mononuclótidos y ~~queños polindcle¿tid~s s~~;r~~~ni~Ós. · · 
SONDA PARA LA FE-~O~ . .. -

El gen de la. Fe2SOD sfi amplifiC:ó,:direct~nle~te ~e DNA geno1111co de L. d. chagasi 

por PCR usando C::6~'o i~icia
0

do;~s. losi~1i~o~Gc1~Óticfos.;5':GGGGAAÚCTCA,ll.AGUGT 
0 
'"i:_-..:·~-c~~"-:0..-"'-~·!_ :::._~.'-.'.__¡~:;.'-'-'-'-;'-.-e'.-- =-~,,,_~-~.'--,::'.~-- ;;;,--;.::--·-- -~-- o--,,, ; ' -==-""="o;;c:-C.C-oo. i-"o- --=--=-

CGTTCCAC()H y 5'..~.GGGGGATC.CAAGCACCATC.l\GGG GTATGTGACGoH. El fragmento 

resultante mostró ú.n t~~aRo de 500 .b~'cuando. se corrió eíl eiectrotorésis eri: un ge1 de 
··:· 51 . ' .•. ·• •,· '· : .:: . :: -· ::- . .- ·,¡:_:.:. ?->•.'<<.- . . :: ...... . • ' <> .. ·, . >·'.· .. .-. . ·: .:. 

agarosa al 0.8% :>· ; Este' producto, de'. 500bp se·. utilizó '.Co,mo .' so¡id~ ·para det.ectar la 

presencia de 'tr~~s6ript~s ele Ffr·.JA,¡d~,I~ ~uperóxido dismuta~a de. fi~rro: en c~~1ai ele T. 

cruzi expuestas,-a dif~~~nt~·~ ·j~(¡~~t~~e~ .de e~t~és o~idativo •(sonda Fe~so'61. Cor;,() sonda 
. "• -.·, ., .... , ' . . :. . .. , 

control se utÚizÓ l.ln tragm~~t~ de bNA Xba 1 procedente de DNA genÓrnico de T. cruzi, el 
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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 randorn prirning bajo las mismas condiciones 

descritas arriba para la sonda de la PUT. 

TAMIZAJE DE LA BIBLIOTECA GENÓMICA DET. CRUZ/ 

Se utilizó una biblittec: d~ ~¿s~ldÓ; d~ T. úuzi para el tamizaje71 
• La biblioteca se 

plateó en filtros de ny16ri-sdb're : ~lat6f ~e>agar cont~íliendoampicilina. Las células se 
.. . ·_. -·-... ,, .. -. ,·,· ._-, 

incubaron toda lanoch,e'a 37ºc •. La's colOrti~s que pos-eíanel cós.midorncombinante fueron 

reconocidas por su f~~¿iipo ~e~iste'i-íte,a I~ p~~icinna. S~ prepa~aron filtrOs replica de las 
:--_ :'- ;• .-~ -_->: ;-:-- :" >-ij·~- --_-if --·-- ;' .''" - ; - - ',¡ - - '------ - -i ,_- - - -.- ¡ ' 

colonias resistentes a'la ;ampié:ilina--.: Ambos filtros/ el master y elreplica;se incubaron a 

37°C por 2-3-_-•hrs::6~~r)cié~_de--l~>nc~~ación ei'tni~o- r11~~f~rse -~~A~ci} a ~0é.' ,El _filtro 

replica se procésó_parilhlbridi.zación-p~r':s<Jutheríl-b1cil;utilizai~do•comosonda ~1 fragmento 
·.·~ - ••'- _, • :._,. •"-' •' O. ,~ • •u,• >( '-"• - • ·,·' '> ,.•, .• • •. '<• ;.• ' -"'••, • )•_ ;,>;,: >: ••< ';,-• •·, 

de la PUT (ver arHba):.• La' s~Íe¿~ión\·d~'las Óolbnias pbsi ti~a~ 's~logró alirt~ando Gl-fiÍm _de 
• -.,.. · .. -l-••' • , ••. .,._ .. , .••. -_. ··- . • • .. , . . ·- . ' 

rayos X con elfilmrri~'ster. ,, 

Las colonias:p~~iti\ias''ciel primer tamizaje sl3 utilizaron para ·inocular; 11·ue\ios cultivos. 

Estos cultivos: se C:reeÍe:~h k~r,I~ n'bché' a' 3-J0 6ba]¿. élgitélC:ió~_;·_las C:éí~l~s '.~~'diluyeron 
hasta obtener~apr9~irná(JanÍente'. ioo. colór~ias qui:i'. se platearon en cpía't~s--d~:·agar 
conteniendo ª~Pi6ili~a.---Lª~'.cº1ºni~s se 6recieron dur~nte-1a 'r1aC1~e éÍ 37°c._ Úti1izanda 

platos multipozos (Dyl1~te'c;h)aborat~ries,- 96-IJozo~l ;e pusil3í-~n 2Ó01nide'.~edi~;f\JzcYM 
suplementado coll;al11picilin~ (S0'1l1g/ml) yse ·sel11bró una C:oÍohia (tb~1~~ar'd~l-~lato de 

agar) por pozo~ Este<prC>ce~i;i~~tb se repiti~ para ca¿_ color1ia ~os;itiva. Los platos se 

dejaron a 37°C d~fan~~ la n6ch~ y I~~ c~lonias se pa~aron a r~embra'n~~ di n~l~n ~ybond. 
' 'r .• ' .' ' • ' ' '• : •' • • -·~ 

Estas membranas se probe~élron'para ar1álisis tipo Southern utiliza~do la sonda para PUT 

como se describio~n e,lta,l11izaje pri:nari~; 
'. ·;-- ..: ~.' . ~,· . ~·: ,._-: .- : 

EXPERIMENTOS DE SENSIBILIDAD A DROGAS 
';,,'. 

Se llevaron a ci;~6()~~~H~rLif13~!é:i.~_t.¡~Úi~aQdo los_siguientes~coinpuestos: peróxido -de 

hidrógeno (Sigma), ni~tiL-vi~IÓgeno(paraquat,Sigrna), benzil violó-geno (.BDH Chemicals 

Ltd), nifurtimox (Bayeri-~ nitr~furazkne (Aldrich). Se estudiÓ el.eféctb. inhibitorio de cada 

uno de estos fárm~c'~~' ~n ;~lé~~cimiellto en las céiG1a~ de T. e;;~;;. La; 111avoríri' de los 

experimentos se Hevaro~ a: ciab~ en ~olurrlenes de 2ml de -J11~di~. utiliza,nclo los platos 
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multipozos Nunclon (24 pozos). Se sembraron células a una concentración de 107 

células/mi en pozos con diferentes concentraciones de la droga incubándo~e durante 

diferentes tiempos. La densidad celular se determinó contando las células con un 

hemocitómetro (Weber ScierHific lntárnational ltd) y la viabilidad se c~nfliinó por exclusion 

del azul de tri pan a1· .• o.2% en PBSiEI porcehtajé de viabilidad' se calculó c6111o 'el ·n.úmero 

de organismos vivos ~n~~e· .. el t~taÍ72 • Unave.zq~~ .se e~stabl~cic). pa·~ª•· ca~a .d~o~a su.dosis 

media letal (concenfrac.ióri.; a .• la dGal, ~j 5Ó%: d~ las C:é1ulas •son lisadasÍ,1 ~e 'serTibraron 
•... ··' '1·· '" •. ····· _, • '. , '• - . - _,_ . ' ' .... ,. • . . 

cultivos de 50 mi. con céllJléú~dé'1él 0

fá:5~ ri;{d-Í~g '(íx1Ó7 ~~é1d1á~/í111)~'L~scÜltiV()s ~e ciej~ron 
crecer durante la. noche?a. la conc~nt~élciÓh~ de droga; ~spábificadél .'én ~élda'. ti¡'fura. Para 

análisis posterior se extrajo. ~I •·RNAtoi:al ~e ci~i:o~ duitivos. Se u~ilÍzÓ ~uitat~~.c!~ fl~;ro (11) 

heptahidratado (Aldd~h) a' Lln~ c¿nc~~tr~C:ióll fimil de JO mM y sulf~t~· ~e cobre (11) 

(Aldrich) a una concentración final ele\ mM e~ I~~ experimentos con ÍVIV y BV: 
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The more 1 look 
the more 1 find 
as 1 closo on In 
1 get so bli nd 

IV. RESULTADOS 

P.Gabriel, 1991 

PATRONES PROTEICOS DE T. cruzi EN RESPUESTA A LA CONCENTRACIÓN DE FIERRO EN EL 

MEDIO. 

Se observaron cambios en los p~trones de bárideo d~ las proteínas>d~ célulasde T. 

cruzi mantenidas en dif~rentes concentraciori~s d~ fierr~/ El ~foéto,'lnél~ llotabl~·se observa 

cuando el parásita····se•'~reée' en :presend~. del quelante 'cie Jie~ro h;rn~i~p~rfirina ,para 

eliminar todo el fierr~ ;¡¡i;~e ·(Fig</ 1~,H~RJ .. Aigun'~s )~andas{ de. b~jo ;P~~~·~molecular 
disminuyen mien1:r~~·qü~··~~···v~ u~ importante ihcrei~e~t~ e~:§a~~mi de rA~diélno'I alto 

peso molecular, éom\J ·las '(¡é· ,23i2( 2S,· 4J y 47~52 kDa. ;i:n, el· .. cáso d~··;I~~ cultivos 

crecidos sin he.rni_na ; (~ig j2,SH) ;{1a )~~c!él d~ 26 k[)~ 'cie'sadarec~ n~ie~ya.s ·que las 

proteínas de 28 y 43 kDa se:iilcrenieíitan. En 'los cultivos.con mayor concentración de 
_. ·-- .c<_;-o',o'-.• -=-- -=-.-....··· -.-,- - -; ··- .. - ·- •- .. .. • • .• '• e -' - -·>'. ,, ; ·. ;- ,.. ·"", ,. .· • ''. •, ·• . 

hemina que ~I cogi:ro1: sÓ10·~~ ol:J~ervah muy ten~és. ditefenciéls~··Es:'inú}' ¡:j65íi::>f~ que en las 
•·· . • '¡ -·:.- - - ·"- - , e~~··. 

células que no·.··reéiben un aCÍecUado sllpleínento.deúierro ~e d~sellcaélena··uíla"respuesta 
'-..'.· . ''-':_O:,, -<:'cc:; .. -,:,...;_>::.-'c;--,-:7'.-.;-- :·.'oc-.- .. _-.,~ i . · .. - • ,o:·., : ;"•; 1·. c:. .:~e·•'; ;-·,:.,~. , __ .;¡, ·-·· •. :.-- , ... , -·,' --~ ,· 

tipo estrés Eln '1á cual' s1e sillteiizan o sobrt:léxp'r~s~n cp}oféfA'as ~ ill\/ciií.ícracia~ en el 

metabolismo de fierr~, esp~cial~cillte a:qucillasque part,icipani en• su obte:~ciórÍ. Con el fin 

de analizar este fenómeno .se p~ocediÓ a identificar y caracto;:izar protei~éls re.lacio.nadas 

con el metabolismo y pro~esaniie~tO d~l.fierro1 entre ellas la proteín~ que w1e transferrina. 

REGULACIÓN DE LA FE-SOD · - .. , . 

Para estudiar el e'f~·~to·qúe tienen diferentes inductores de estrés .oxidativo sobre la 

expre~ión de la superóxido-~dismutasa, de fierro (Fe=SOD)-de T. cruz/, se-d~t~rminó la 

sensibilidad de las célÚlas'a\::ada uno de estos inductores. La sensibilidad .de las células se 

mide como cambios·¿~ I~ ~Íabilidad celular cuando los inductores de, estrés oxidativo se 

adicional al medio de cultivo. 
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Figúra 12 . Gel de poliacrilamida-SDS al 11 % teñido con azul de 
Coomassie. Cada carril representa 5 mg de proteina. A Ja izquierda 
se muestran los marcadores de peso molecular en . kDa .. C,· 
proteinas provenientes .. d.e un cultivo control; SH,. proteinas 
provenieni:es•de ü.n •. cultivci'sin.hemina;HPR,.pfoteinas~provenientes 
de un cultivo con el• quelarite'c de ''fierro J1emátoporflrináiH2x, 
proteinas provenientes dé un cultivo con doble concentración ·de 
hemina. 

Exposición a peróxido d~·hidrógeno. 

El P.eróxi~o de hidrógeno se· produce como parte de la actividad de Ja SOD. 

Se estudió el ete9to·qüe tier;er¡·diferentes cohcenfraciones ae peróxido de hfdró9.eno. en la 

viabilidad de cél~las i. eruii.lllantenidas en cultivo in vitro,durante diferentes p~riodos de 

tempo. Los resuÍ~~d~s fr1ostra~cin ~üe' ~I peróxido de hidrógeno es alt'~lllente 1:Ó~ico para 
-.'~- .• ~:.· -,_ _, :i_¡. -.• -'" "· '· • , . · ·) · .'';. ·:- ·.:_ _ • - .. ·::: :·. • ., , •• ... -.• - - : /·· :. o¡.-.-.,- ,.,,, . •. _ 

los tripanosomas. Cori~entra~io~es. inÍ~ial~s de. 200;1lM ticin~ri éfeéi() ob~ervable . en la 

motilidad de las céll1la~: Co~Óe~tra~Ío~·~s de 4001111\Í'l causarí un 50°/o'.de lisis celular 

durante los primero~' 1'smi~ ~e exp~sición . (Fig ?1 ::3). C~a~~b'é1~~ céiG1a'~ sci exponen a 
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concentraciones iniciales de 800 ~tM por 15 minutos, el 95% de los parásitos se lisan. 

Estos resultandos son consistentes con aquellos publicados para T. brucei53
. La toxicidad al 

peróxido dehidrógeno parece depender de la:.densidad cell!lar, siendo más sensibles los 

cultivos con b~ja d·~~~·idad,cel~lci~ (d;;os no most~~dos). 
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Efecto del Peróxido de Hidrógeno en células 
de Trypanosoma cruzi 
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Figura 13. Efecto del ·peróxido de hidrógeno en células de T. cruzi. Células a 
una concentración de 1x107 células/mi fueron resuspendidas en RPMI y 
crecidas ·a-2s0 c-en la -presencia-de o, 0.2, o.4, 0.6, o.a v 1 ÍnM de peróxido 
de hidrógeno: Las células motiles .intactas. se contaron .en un hemocitómetro 
después dé ·o, 5, 15 y 30 minutos. El promedio (n = 3) se expresó en términos 
de porcentajes de la cuenta inicial. · 
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Exposición a generadores de superóxido 

Tanto el metil viológeno (MV, también llamado paraquat) como el benzil viológeno 

(BV) son conmúnmente utilizados en el estudio de enzimas de oxidoreducción, debido a 

que sus especies oxidadas con doble carga, Mv2
·
1
· y BV2

', scm rcd,ucidas ,íócilJnente a 

radicales libres estable_s _d_e. una ~ola:carga,'hllv+·y Bv+:·.·EI MV.es u~ cÓ~püesto redox 

conocido p~r-su .-h~bilicla'~/p~ra 1pro.c1Uci/r~dic·~·1_es 'süpe;~\ii?~ .. jí:~ ~)(peri';1é11t~sjniciales 
donde se tratarOn células' con_ concentraciones niicrornof~res ·de 'M\l SE) enc611tró que no 

había etectc; .· al:lserva61~ cie ·1~ ciro9a sobre Tas bé1Li1~i.·cie :c;l/;;, .. 'aún después de una 

prolongada _exposiC:ió~. L6°~ cultivós se n1ónitorear.ón rniC:rosCópicainente pOr "~á~de una 

semana y l~scél~I·~~ c6hti~íu.~i~n'111~:fne~ 1/ 6íeci¿n:db··~espUé~;·ci~\_s~;tídrl1p~.· · •. :, 
Se hapropu~~t.O que''se'.requiere;un met,al -~~f~ct~rpara '.¿u~~eÍ MV\~ea •capaz de 

dañar a las cél~la~73 :74
,. -~s.to.,se ~bi,;a ·\~n. el: 1iilciíci d'e . q~e en si~t~:01~~. ~e~~r~~ores de 

superóxido y peróxido'de.'~idrógeno se.·puede?:fOr111ar• r'adicaleshidroxilo'.suandO~_ciertos 

:s00u:"lefeca~to:::~~~~:~~~ffi~f }~~~;~~1~~[d_,_._·":l,o;;~l~f J[tiA{:~í~t~:_,l'a~~f tJ1~"i:g,E"d:e::l:al 
de cobre y 1 1os~cúltivo's ~¿e<~g :t6n[an, se increm~ntó co~ckhtritció~ 

droga. 
'~; ; 

Se utilizaron¿::Co~ceni:raciones: d;.~~o,\6,. 8' y -50 mM de MV ,''.mbhif~~r~~ndo al 

microscopio .1éls células'..'ot~~ g~up·~· de: cé1~1~·~···se~~~~U~feroll ~· la~·mi.~rnascO~ceÚr~ci~nes 
de MV al cual se;lé agr~oXricie~ás ;J~lf~t~ de cobre. l)eiá¿é¿ d~· 24 116ras las 

células se contaron.c6~ uri l1eg,bciiómetro.• ' - . ">·:;:, ~-·.) -::':•·: 
Esta v~z.fue. po~ible •ob~e;~~r Jíria.illl'~ortan~e dislllinubicí11 en· lacviabilidád ·.de .. las 

células expuestas al rn~til vilógeno sl.Jplefl1olltado con el cobre'. 2~n~o;se·mues1:ra en la 

figura 14, 

produce la 

6mM +Cu no producen. 1.Jna diferencia significaÚvá :enn<i'viabilidad de T.· cruzi,. lo que 

podría deberse a que se alcani~· Jna ~at~r~~ió~Jd~·ncJeiÍa C:é1ÜÍa ,'yá ;nh pU~de. i~teri~rizar 
mas droga. Las células tratad~~ sÓlo co11MV mantuvi~ro'll•e11i:re;·un 85~9~%Xde Células 

viables (Fig 14). En contra~te, el ef~cto del bEmziL violó\3eno ·md~.tró · ill'lportantes 

diferencias. Concentraciones deBV tan bajas corno 500~11M:caJsa~~¡, ~iréd~dorcfo u~ 7Ó% 
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de lisis celular después de 24 horas de exposición mientras que el cobre por sí sólo no tuvo 

efecto significativo sobre el parásito (Fig 15). 
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Figura .14. Efecto del MV sobre las células.de T. cruzi. Se. crecieron células de 
T. cruzi por24 horas en presencia de o,-e;·a·v 50mM 'cíe MV, cono sin 1 ~tM 
de sulfato de cobre (11). Las células ·se contaron como se- describe en la 
sección de materiales y métodos. ·Cada punto se respreserító como el 
promedio de tres experimentos (n =31. · 
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Figura 15. Efecto del BV y del MV en células de T. cruzi. Se crecieron células 
de T. cruzi por 24 horas en la presencia de O, 0.5, 1, 4, 8 y 1 OmM BV ó en O, 
6, 8, 10, 50 y 100mM MV más 1~tM de sulfato de cobre (11) •• Se contaron a 
las células intactas y cada punto se representó como el promedio de .tres 
experimentos (n = 3). 
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Una posible explicación de las diferencias observadas entre ambos compuestos (MV Y BV) 

es la habilidad de cada uno para atravezar la membrana celular. Se han descrito tres tipos 

de permeabilidad _ en una pareja mediadora redox: permeables, no permeables y 

semipermeables. Esta cluGificación dependiendo de si urnbos, ninguno o un miembro de lu 

pareja redox puede cruzar la memb~a~a. C:(Jn .. esta g~finici?n, el BV ha sido: clasificado 
:_:: >·:- ---- - - ·--- -.-:-_ --: ' .:•-. : - ·- -.- • - ----- - ' .-.:- - .- -- :. - 7G 

como mediador semipermeable, -mientras-que· el_ MV. es -un: mediador no. permeable . Sin 
"' :;. '. ' . . . . - ' - . . .,, .·_. - -·· -· - ,-= - -.. -_ .- ; ' 

embargo, la permeabilida·~rcié fo's 'p~;es redox de MV y BV aún no ha sido estudiada en 

células como el T. cruzi. 

Exposición a compuesto/de i~porta;,~ia 'ni~dica. -
Dos de las drogas' ~-á~'co~;.,ú~m~nt~ uti!Izadas en· el tratamiento de la Enfermedad 

de Chagas son el Nifurtirlio~ (d-nit~ofuranó, abre.viada como NIF)~ 1' sÚ derivado el 

Nitrofurazón (NFZ). s~/~~.· prop~e~to qu¿el NIF' es capaz• de p~odbcir<p~ró~Íclo de 

hidrógeno y rad_i_cal~s--~.uper?xido,:~~- que··1a __ -acci_ón·-.·Je_·esta~ ••. --º~.pe6·i~s •• :readti_~éJs-'d_~--·-~xígeno 
ocasionan los efe--ct~~ c\t6~Óxi~~~ 6bserva~os.--~n-~él~I~~ d~~T. cru;; tr~ta~~S bo~'NIF77 • En 

el caso del 'NF:f s~ ~--~c'.~ni~rno;• de }'acciÓi~ dLÍn no :se-~ co'.:1prend{ ~~I _tocto:'Arnbos 

compuestos Jueron probadas· con el fiff de determinar su efecto sobre"la·\.liabilidad celular 

del T. cruii., C:órnoc'.5e rob~erv~'eri" 1a':<Figurél 1 6;_ el NIF-al't~r~·,~ -viabiiiclad ce1ui~r. mucho 

mas rápidamente ·que sl.l c6 __ ~trélpa~te• el_N~Z.,Casi_· eL50%de'1ás--célula~.-s.ciJisaró11 de.spués 

de 24 horéJ;_cl~ expo~icÍÓnc~¿6~c~ntr~ci~~es•fln~1Jsd~ Nlf ~ 1nM, rnientréls-·que_ para el 

NFZ un efecto· equlv~lente sÓI~\ ;~ ~bservó .. cuar1do las. cé1L1~i ·¡~ \~~tardn con 

concentraciones de 20 mM o mayores. T~~bién . irn_ -realiza'ron ~ éontr~Íes usando 

dimetilformamida (DMF, 75 mM) ya ~~e ~íllbos coíll:puestos (NIF. y ~FZ) ~e! encuentran 

disueltos en este solvente (Fig 16). 

ANAL/SIS POR NORTHERN BLOT. 

Una vez determinadas las dosis medias letales, se decidió analizar si __ ex!stei__ una 

relación entre la expresión del gewde la Fe~SOD~f 1a~~resen6i~ de diferentes' tipos de 
. . . :.'. . . : ~·. :· 

inductores de estrés oxidativo. lnicialment_e 'se purificó el RNA _total siguiendo 

procedimientos convencionales y_ se cornpr~bó su integhdad ·por 

de agarosa al 1.2% (Fig: 1 Ú .. La~ tres bandas d~ RN~ rlb~s~íll~1 
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Figura 16. Ef~cto del NIFy del NFZ E!n célula~deT. cruzi. Se crecieron células 
de T. cruzipor 24'hcfras en presencia de o;,0.005; 0.010, 0.020, 0.050 y 
0.100 mM de. NIF ó en O, 0.010; 0.020/ 0.050; 0.1 OOy 0.150 mM NFZ. El 
DMF se utilizó a una concentración firíaldeJ5mrvLL'á'.viábilidad de las células 
se. determinÓ--porc conteo cie0 

lás7;éiulas' vivas/en. i.Ín, ... henio,citómetrn. Cada 
punto representa el promediad e ires>éxpérillleritos independientes (n = 3.1· 

37 



Figura 17. Extracción del RNA. Gel de agarosa conteniendo 1 a 2 1119 de RNA 
total aislado a partir de 1.Células control (no trotadas); 2.Células tratadas con 
NIF(5mM); 3.Células tratadas con NFZ( 1 OmM); 4.Células tratadas con 
BV(500mM); 5. Células tratadas con MV(6mM) y 6.Células tratadas con 
peróxido de hidrógeno (5mM). Las células se crecieron bajo las condiciones 
descritas en material y métodos durante 24 horas y el RNA se. extrajo 
inmediatamente después mediante el método del tiocianato de guanié:lato;· El 
gel se tiñó con 1 mg/ml de EtBr y se fotografió bajo luz UV: Las·· especies 
mayores de .RNA ribosomal se _indican con una flecha. El RNA mensajero 
puede visualizar_se como un barrido heterogeneo:- -
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degradación es mínimo. El RNA mensajero migra como un barrido difuso. Posteriormente, 

el RNA fué transferido a papel de nitrocelulosa para realizar ensayos de Northern blot 

usando como sonda e!'fragmonto de 500 bp del gen .de la Fc-SOD (sonda Fe:SQD). 

Como .. se muestr~ en; la Figura18; es ~PºFible de~~ci~r ·~na ya~~crit6, prin8i~al cuyo 
.- - ··, ·' .,,,, -,,. ·.·,• - ...... ·-·<· . ' ·.•· . . ... _, .-- . . .. _ .. _ ,. 57 

tamaño es de entre ·1.2 ·a,, ;4 kb .. Ofro_s resultados. obtenidos por:mapeo.s-de-.restricción , 
_,_-,-~ -- j • • \' ,, 

permiten sugerir la ~resenci~ de más· déiUn g~n_para la Fe-SO[)énél gen~m'á d~ T. cruzi . 
. , ·- . ·. ' -· ' - - ~I "North~rn blot' i~dica úl1ic~m~h1:e l~·"pr~~e~bia de un 

·..,_o._ ·. •'·-:..o· . - \.~<<~ 
transcrito. ·,'.--~ . ' ·.· 

Los niveles .-~~ RNA me~s~jerb se incr~~enia1rci'n -•en ,'ios \¿lti\/~s .•de T.· cruzi 

expuestos al .NIF y ~1• NFz ·~g· é6rnh'ar~6ió~ cbf1.1~s ~GIÚ~os-co~trol:!Fi!J lS, barriles •2y_ 3). 
, .. ' . ~-· ,. ' - '- -' • --- ,- ---.,e, '. : ' ' ', _-· . ,,_ ,.· - ,- , ; ' . _'. ,._ ·, ' ·, .. . :-.·. . ' .- . ~· - ' - .-: - - :-· .• ~ 

Puesto que se' ha,demb~tr~do-quecel',NIF es;bapaz .. depr~ducir ta'_ntofraqiC,ale~ süpe;róxido 

como 

están 

peróxido ·de '1~idrÓgeh6'ª·79 'es :¿osibl~que·,e·l-~>ddant'e p~i~~ip-~I· al;:~u~l •• las. células 

respondiend,o ;auíTl~.~\~n~~ l~.-.e~8reiló n :,delFe~soD, ~~ el'. ra·~-i~~Í~~~¡:i~ióxid~y no el 

peróxido de hidrógeno.•.c~beihacer n:ota;•qJe,el.sup~.rÓ~icJo -e~ .un ;~b~·trafo pa'ra.:1a Fe

SOD, un aum~nt~ ~~.el"sL~strat6·~podríi•:tener '~n ~~te6'to\.po~í~íJ~ ~~·• 1~\~ci~i~j~J'~d. 8e la 

enzima y mu/poslbJ~h1~~t~·ia~bién. e~~u;()xpre.siók.' E(eté_ctcid~Birá~i~. s~-:~1~~r~ríi.~ara 
las células tratada's c~ri.peróxido cié liic:lrÓgeno, .Esto últlm~Tdebido ¡¡,tju~·~1"~efÓ~ldo de 

hidrógeno es :eí procíúcto:deta'.áctiviciad.-cie-18 scío.> un-aJ1:ner11:C:í ~n-ia c:;:N1c:iit'.~~~iór1 del -- - - - - . . . - - - . . . . - - - ' --· ·- - - - . ~ ' 

producto regularíá-·.•· neg~tiváme'nte' la ·~~ti'.lidad ~nzimcítica· y> posibl~mellte';t~~bién la 

expresión, c~mo-~e-._bbs~r~~·e;, I~ figbrá< _18. 'Es -··iiiter~sa;:,te ~bservélr'•que: cuando se 

agrega sulfato de fierio (11) ~lp~róxid~ de 't1id;Ógeno, la proclJc~ió~)cle;~·Nf':~;d•i•~rninuye. 
Al respecto, h,~vey,idencia clara de quG el peróxido de'·hi~rógfnoe~::pre~encia .. ~e Ún ·metal 

de transición. /se -trasforma a radicales\hidroxilo1v 3
•
74

•• . Esto pcidría, ~xplica_Í' porqué la 

enzima no es r~gulad.~ n~gativamente ... _.·, . •. . . _. • < .· .• · ......• •.· .• '' .• 

Finalmeri1:e, ~¡-~~-y'e(svY~roductores de .superóxido,;incr:ernent~n ~l¡~~A:de-la-Fe
SOD cuando ·se cañiparall-con ICÍscultiv¿;~~n7;o{(Fi~--~1~l-.· 2o a~terioÍés'donsi~tellt~ ·con 

el hecho de que el su~erÓxid~ es substrato de la enzirn.a y-puede entonces act~~r como un 

inductor positivo en lá expresión de la Fe-SOD. 
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Figura 18. Expresión de la Fe-SOD en células de T. cruzi expuestas a 
diferentes inductores de estrés oxidativo. Autoradiografía de un northern blot 
hibridisado con un fragmento de 500 pares de bases amplificado por PCR y 
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(1 OmM); 
4.Células tratadas .con. BV(500mMJ; · 5.Células tratadas con MV(6n1M); 
6.Células tratadas c'c.iñºperóxii::Jó'-~e-hidrógeno (5mM) y 7.Células tratadas.con 
peróxido de;hidrógéfl(J (5mM) ·supÍementadas con sulfato de fierro. (11) 1 OmM. 
Cada cairil '.contiene•'áprox ,1 Omg RNJ:\ au.to~a.di?graflado por 24 horas. 

-.. ,-: · __ _,:~' _-__ 

,.-

GENE DE LA PROTEINA QUE UNE TRANSFERRINA(PÚTJ 
;;·=;_:.: ,.,,...'."" ->·r .:·:\'.--·:. ~/i ~-;,~·· ·' :/k'·~'. 

El gen de la PUL nódia Sicló~'de~cdto !ell T.Jcruzi, 'por lo. tanto los primeros 
. ··~' - -- " - ;, .-· \ -' . ' ... ' . " 

experimentos estlJvi~rorí''cii~lgidc)s .. ·~··la C::ollstruC::ción .de una sonda adecuada para detectar 
. . 

este gen. Basáné!Ón~s' en '1á' s~cuericiél publicada d~I, gen de_ la' PUT en ,T; brucei 43, se 

diseñaron·-dos olig;~~~'61~Ótid6~~·~~~d~g·~~er~~·5c¿,~'-ue
0

l~ibrlcfi~ara~:a~1'os';"~xt,~~-;;;t~~ 't' 3· de 
.... ¡, -

la región cÓclifica'i:!ór'a i:ie(geíi (Fig ;19( Para ampl_ificar p~r PCR:la regiÓrÍ ¿~-dificadora para 
.. · " ·.:. ·'··' _··. ,_.,,,· "·-·- ··'-''" .. ----· -·-- ' .- '.-, '. " ,,,.. . . ; ' . 

la PUT de 1-. b~u'C:cii y T: cruzi, se aisló DNA g6~ó~icCÍ 'de 
0

alllb~lesp~cies. 'La pureza del 
. ·' • • . • ·; .• ' .·, .. ,. ' - '.- '·,•• .• :- :; •:c.;_ ' . • ••.. • 

DNA se v~íificÓen.lm geÍ de agar~sa··a1 0.8% .(Fig''2.6). Posteriol"ment~ 'se to~aron 
alícuotas de amba~ ~uestras de DNAy. se realizó la PCR usando lo~ an~o~iores iniciadores. 
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En las reacciones donde se utilizó DNA de T. brucei como templado, se obtuvo un 

producto con el tamaño esperado de 1 kb (Fig 21). Desafortunadamente, no· se .. observó 

ningún producto de PCR en las reacciones donde se usó DNAde T.• cruzi .. como templado 

(Fig 21). 

Sl6HAL ,SEQUEN CE 

••• 1;.&i;GA~cc..uccfc..u.a1cu .. éum1"-'CAACCCGICCGl~CÍt1CACCC.1ACC&ÚGICcMc"t.C.c .. w.er .. CAtllt.AGllOlllCIA(cc.c1r.t.Í.c111c.1111tuc111t•ITC.llCec.AGlc.t1c. 

ESA G 6 

PROTEIN 
,SEQU ENCE 
OLIGOMER 

···' l' 1 l 1 't'. J 
Figura·· 19_>·sééue~clas~,:de'~l1Jcleótidos y aminoácidos predic~~s para- la -
proteína únidora' de·Ctransforrina de T. brucei (tbpJ43 

• La posición de: los 
primers diseñados para este trabajo se encuentran subrayadas marcando las 
secuencias:núcleotídicas. Los primers 1 y 2 se utlizaron para amplificar un 
producto de'. PCR de 1 kb PCR, el cual se utilizó para el tamizaje de la 
biblioteca de cósmidos de T. cruzi. 

Figura 20 . DNA genómico purificado a partir de 
células de T. cruzi y T. brucei. Los geles se 
tiñeron 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 T. cruzi 3. DNA de 
T. brucei. 
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Figura 21. Reaccion en cadena de 
la polimerasa (PCR). M.Marcador de 
peso (lxHind ·111¡. La banda indica 
1 kb. 1. DNA (diluído 1/10) de T. 
brucei. 2. DNA (diluido 1/100) de 
T. brucei. 3. DNA (diluído 1 /1 000) 
de T. brucei. 4. DNA (diluid'o• 
1/100) de T.'cruzi; s; DNA (diJÚído 
1/1000) de T. cruzi. •· · 

Para verificar Ja identidad del• producto de 1 kb amplificado de T. brucei, éste se 

utilizó como sonda ~rÍ ¿~ ~~ál·i~is ~e'.So~therri. Para ello, se digirió el DNA de T. brucei y 
. . · .. " - "· . : ,:· .~ - ._,.... -- . . :~ . . ··-- - ' . . . - . - - . -

T. cruzi con Hind IJL v:Psfl '¡füf'22) y se .hibridó con la. sollcla .PUT, <,El patrón de 

hibridación del DNA c:lé T. '.brÜcei,Ül.Je corisi~tente con Jos datOs. previamente reportados: 

bandas de 1.2, 2.5 ~ 5 kb con Hin~lll~~ {~ig i3, carril ) . En éi caso ·d~ T./cruzi, se 

identificó una ·ba~dacie'11·:·6. kb' en ··1a'digestió~ •éon i-lind~111 y_dos~baildas~teh'úe~'ci~ 1 t7 v "< ___ -__--· -- -.• ... ::::"·o-e,.~-=-----~,-~.-~- ;--.=-.o---~~-" ----------_-o-,.o·oo--=-----' --- - , . • ... ,. - . , 

2.6 kb en Ja-digestión· con•.Pst 1.· (Fig 23;: carriles 3 y4). En' el análisis' por S~úthern .blot, 

tambien se puede a~reciar que ~J gen d~ laPUT se encuentra en v~~i~:~ 'copia~ ~~ T. brucei 

(Fig 23, carriles 1 y 2). 
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Figura 22. Digestión por restricción con cndonucleasas. Gel 
de agarosa al 0.7%, teñido con EtBr y fotografiado bajo luz 
UV. 1.DNA de T. brucei x Hindlll. 2. DNA de T. brucei x Pstl. 
3. DNA de T. cruzi x Hindlll. 4. DNA do T. cruzi x Pstl. 

Figura 23. Análisis por Southern Blot. Autoradiografía de un 
Southern blot hibridisado con la sonda de la PUT. El tamaño esta 
dado en kilobases. 1. DNA de T. brucei digerido con Hind 111. 2. 
DNA de T. brucei x Pstl. 3. DNA de T. cruzi x Hind 111. 4. DNA 
T. cruzi x Pst l. 
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Con el producto de la PCR de 1 l<b se procedió a realizar un tamizaje de una 

bilbioteca de cósmidos de T. cruzi construida en pcosTL Gn • La hibridización se llevó a cabo 

bajo condiciones de baja astringenci_a para [acilitar el reconocimiento de genes homólogos 

no idénticos. Por medio ·_-de autoradiografía fue pcisi~I~ identificar tres c~lonia~ positivas 
.- . • ,;'- '• , .. ·_· _,._·,;-,--_;c.·-~:--"-.·;-~· · .. · ,.-.- .: .. - ,.' ·, ·.: • -.. · -.: ;-, . .':· ... ·.<··~ .. _.:.>-.~ ;._- _ .. -

!datos no mostrad~~1.>Est~s.co1o'nias tuerons¿ri;eticia'sa·_-Cn _ se9~ndo ·télmizajeen el-- que se 

encontraron m~chos •:prn~l~das.~~;~r:;rit·~~~~t~ d~~idos ~a I~- fal;~ de ·~~pecificidad de la 

sonda. Aún inCrementanclo ja astringencia del tamizaje no fÜe posible obtener una 

hibridización es~e~-í;ic~-(Fi~ 24-1. Después de varios intentos fallfdosqJ:d;;-~laro que esta 

sonda no sería útil para detectar el gen de la proteina unidora de transferrina en T. cruzi. 

Figura 24. Tamizaje de la biblioteca de cósmidos. Se seleccionaron 
colonias positivas del primer tamizaje. Estas fueron re-probadas 
con la sonda de la PUT (segundo tamizaje). La autoradiografía 
muestra un patrón de l1ibridación no específica. 
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The time is gane the song is ovor 
thought J'd something more to say 

D.Gilmour, 1972 

V. DISCUSIÓN 

En las células eucariontes, la í11ayor parte del oxígeno se reduce a agua por acción 

de la citocromo 6xida~a . mÍi:ocándrial.. El oxígeno restante, al reducirse· parcialmente 

produce radi(:alei ¿6.,'.¡6 efa~ióri "superóxido(o2·¡ y'. peróxido de hid;ógeiio (H20iÍ- Los 

metales de tra11si§i?~rj· C()lllO eL.fieÍro y' el cobre se combinan c~n ~I perÓ~icl() cii hidrógeno 

para producir radi~ales 'oxi&ild (Üri'J, •• 

Los organi~más poseen .~ivers¿~. meca~is·~~:os ·inzimáticos y nb enzimátiC()s qGe les 

permiten sobr~vi~i~:~e~ \~o~dic'i()nes aaróbic~s; ·eo~>ejd~1~í?. 'ci~isien\~~gtdíri~s •. qu~. ·.un en 

metales para• p~~\/;nir • la t.arlllációnCde' oxidrilos Téü~olas )1letalcipr()'teih.~.·s"\ territina, 
',., '~ 

transferina); enzimas qu'e \net~boliza~ { los :radicales (supeíó~icih''ciism~'tasas (SOD), 

catalasas(CATl ,_ per¿'xidasas(PXlJ;. enz\llla's• ciu~ r~~~i-ari".~1 ciaño caus;fa¿· á1'··DNA. y a los 

lípidos (protej~-ª~~sgsi:x/.\ci~Jnás l~s ··c:~i'~1as'po,~ee~úiha ~111i1ia g~1;,a ;'de -~·iiti'~xiclantes 
(GSH, asco;b~to, ~~i~~~bfiÓiil: 

En Tryp~nos~"rria.6ruzinoh.a·sidO·p.()sible.d;te•~tar'enzimas.··re'moved,6ra'~-:d~··peróxido 
como CAT v Gs~!¡:)~)~~/1~:;~u~.s~'1e,iag¡id;lá·.un ~br9'ánÍsrn; do~i~rí,a c~~adi.dad·li~itada 
para responde~· aÍ estrék,'por'· ciértb:s· cixicia~tds. 'Ca ~énsibHidéld ~~J.pa~~~i!(Jf11acia drogas 

como el nifurtimox,' lás·cuales ~énJran'iones supe.róx,id.o yperóxi~ode.hidróg~no (a través 

de una nitroreductas~,iri~ia6ci1úi~~l ~(Doéanip~~\ss¡) :~arecen•collfi,~mar ~51:~ ~ibÓtesis. Sin 

embargo otros~ ~~tudia~' n1,~e~~iano qúe ··E); parásitci;: posee 1~eC:inism~~5 ~lfeinos para 

metabolizar. el .. ¡:iéró~ido,) como del rÓci6nteiT1e1~td ci~·~~)íio /~is'terr~a· del 

ascorbato54 • · ···.· ·:·.•_·_-:_ 

En este trabajo.éstüdiamos~·e1 rite~C:fo de,;cfa~entes ~ndllctcir~~~d·~~;s~l":s7d:;dativo en 
- :·;_ ;:··' .. >::.-. :.:: .. :. -.- ; ·_-¡.::.- - :"->···~·-:)::_i _:<?( ~--~--:. - "~.;·.: ·- .. ~_:. -<.-'·.· :/:::' : >::·; .> > -~- -~."">"· >'.'.1:: .:·-.:; :< ;:"·'.;1'.:> ·-:'..:i<-: ,·~ ·-:~- :· -· .. : 

la viabilidad de.];·. cr~~i as(é:ómo :eii. la .. expresióri de• lá.superó_xido ~ismutasá de fierro. 

Nuestro interés •. en e~t~proteina ,s~ deb~ a q'.ue la Fe-SO D ·pa'rticipa cifi la prÓ~~~f iÓ_r{ c~ntra 
el daño por radicales libr~~; p;;,btr~_lado i-~teri1:an1os clOn~r~I ~~1/éi~ i~ ~~~t;ina_que une 

transferrlna (PUT) con el fin de ; estudiar mas a fondo el 1~~t~bolis~~b ; de :fierr~ erí el 

parásito. El fierro · no sólo es ~ltal. para l~s células,> sino qu~ también juega. un papel 
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fundamental en Ja generación de radicales libres en la célula. El metabolismo de fierro y el 

estrés oxidativo se encuentran estrechamente ligados en la fisiología celular. 

GEN DELA PUT 

Se tamizó una biblioteca de cósmidos de T. cruzi utilizando como sonda al gen del 

receptor para transferrina d~ su pariente cercano,. el trypanosomatide~ T .. b;u~ei. Aunque 

T. brucei y T. cr~;ipe~t~ne~ena1' .~ismo géh~ro, ni el PCR ni ertalTliz~je:de la Úbrería 

cósmida permitieron ~ét~2t~r secuen~ias homÓlog¿s ·~n cruii. E~tre· l~s explic~Ciories para 

la falta de e~~~bifi~id~d de I~ sorid~·~tillzada se pu~dé~ n~enéi~~ar: • , . ' 

1. La PLÓ- de ;:f. bruc·eFpe.rtene§e ;a/un~ f~·-~ili~ riiultigé_nica ;~ \~or: io tanto se 

encuentra pie~enté en' más ele u'rl~ ¿¿~·ih; En:dorítra~te,•es\1.;uy;p9~ible' que éA elcaso de 

T. cruzi el ~~ni{~ ~~'2Seriir~-;epr~s~~t~~o ~Ófoé pó"r ü~'~ o p·~ca-~Ocd~ia~; di~~i~uy~~do las 
"'''-'· .. >;;: ,. ,, ... 

posibilidades devd~te~tar'1.~. ;} ·•· V ·' -

2. Elge'.~ ~~T;"§rnff ~.n. s_í .mi~m6 es ~iyeirg~nt~ d~í'.d,e'T.,hrqcei: Diferentes fuentes 

han apuntado' imp•ortant~s-diferen~ias·evolutiva~· ~nt~eÚar~~bO~ ·• pa}ásitosso L T. ··brucei 

posee un receptor d,e'. 42:.1~ha 'par~ el. tádto~;~e creé:irí-iiénto traíís'foirrin_a_43}el_'cual fue 

;::;::::j!;~'.~!1&~~~:~!it~:~~E~I~{1:~:~~d~~1t:;;:J~¡~:d~~1~~E~ 
6, 7 o amba.s8.1 :• Re~ient~n-1ente s,E! de111ostró(que,lá'PÚT in_T; br~c,~)· esta'éo'11;fa~·~ada 
tanto por el-gen ESAG.6'comó por el ESAG.782.<Jai+ibiérí se denÍostfó qG'e.el ESAG6 y 

,,. . . '·- - . -. _.,-_. . . . - ·- - - . . - -,·-- . . -- . . ' . '";'.:' . ·;~-- ' ' 

el 7 se pareceh a:algunos de los:genes VSG {~uriablé Site. gene/Gell ~,e ~itio~Variable) y 

que es posible _.q~e la • ~i~~~ ~ESAG-7/6 ha\/~ ~d~dlJado ~; .una :ys'~'; ~:.~r~:ié~ d~<una 
selección por-~itio~ 'de:ªfi~lclad~ha,ci~trá~sf~r~i~ás3T; L:ts g~ri~-~ CJ~ vscif~o~;i6rii~2t6rf~ticas 
de los trypan;s~ni:~ átriC:a"ngs (no sé han encontiádo génes••·anéiogds ,e~·;:. c~l.lzi.'' 

Una estcategia altematiVa en'.IO • bo;que~; : der gen "'(' ., ,, ;i;;~¡,JC iriiciado'" 

degenerados basandose en secuencias conservadas de las .PUT de diferentes brganismos. 

Este procedimiento se ha utiliz~do 'exitosame~te p;ra el ~isl~mie~to d~>l11u'c:~os otros 

genes. 
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REGULACIÓN DE LA FE-SOD 

Cuando las células de T.cruzi son expuestas a peróxido de hidrógeno la 

concentración de RNAm .de ,la FecSOD parece disminuir. Esto résulta consistente con el 

hecho de que el peróxido ele 1,1idrógeno es el producto final de:; la actividad de la SOD y que 

cuando este. produ~to'5e: acumula en la célula inhibe de f.]Íduria: manera la expresión del 

gen de la enzimá (rc:Jgul~ció~ ~eg~tiit~). .. .. ' .. ·. ' · ' ' 

En contras!É(Jos generadores· del kuperóxidp (substraté:i!de 1~'eniirn'~) incrementan 

los niveles 'ci~ :R~·Ji,;,; d~ .1~ sbo: é1 M~ i~ el BV ~:t; ·~tiií~~r~n ~'6rri6; 9€l~~~aci()res de 

~:::~::· :.;i~f.;iiªfü:;:~~~,Í'Z~w,~;~ ·t.~~,:~¡f Jr:l~J~~~·hf:~~j[~:1;,f,~:,:::~: 
mientras que el·. ~\)'.56(~ t3~· ~i~tiCcÍ ~·~···.conc~ntr~ci~he's.·milimplaf;~ ~:e~;P~~s~8~ia de un 

metal cofactor. Estos.resultados ~on tambien consistentes con lo esperado ya que un 

incremento de superóxi~o d~~b~[íª i~cre~,~~~a'r la actividad. de I~ superóxid~ • disni~tasa que 

con~ierte al·supeFóxido ~n peróxid.o de'hidrógério. · . . - . '. ; ' .. - - ' . - . -- :- - ~'·' . -.- - -:..; ·,--~- - -- .. 

Tanto. el nítLri:ifric)'~ ;;;~;; eFnitrofu;a~ón ;son d~ogas conocidas ¡:i~·r su icapacidad 

para producir sUperóxi~o.~.~ peróxido· :ae hidrógen:c{ 'All1b~s d~Óga~· ~~rri~ntan la 

concentración del··' RNAfJ1céfela .. Fe~SOD. I~ ~~~'!11ab~ ·~.ensar. tju~ ii;s~·Y *~1:~go1Íz,adas 
producen canticicid~s imbo'rt~nte;. di raciid1es su!J~ró~id6 .. E~i:e ·. resu1tacÍÓ es irit~~e~allte va 

:, • •••• • -. '- : .~:. •• - .·.' ' • - ' - '.- - - ,. '"' • ·'-- " •• ,· ·.' • • ,. ,. • 'j. • •• ' - ·: '<' _. . ... . . ·. ' , ___ : ,,_ 

que se desconocefi 1bs efeci.os'/cie1:NIF vdel NFZ en;lél\foctivid~d y expr¿siÓhde'ta SOD. 
-.~-' - - - • . ·, ' - ·, - '• '" .. . .• · ., •. ' _., ' .o· ••. "'"-·. 

Aumentar la acti~idad de 1a'scfo llevaría a '.un increme1í.'cb ~n la. c~nc~'fitr~ciÓll illterna. de 

peróxido de 11;dróg~n;: e'1:~~al~s metaboliz~dci n1uv ¿61:i/~m;~.nt~;por T.'~riiii47.: E~ ·b~se ª 
, . 

los resultados obtenidos ,resÜ!ta'intere'sante. examinar si la s~bree~pre~!Ó'rÍ' de' lá • SOD en 

células de T. cruz(transformadas resulta en. un inó~ernento en la s'usceptibilidad ál NIF y 

NFZ debido a u.2a~!1:.~hb::~D~J<J l:l,~()dllcción dei~er~Aia(Jú'lli~fÓ~~¡,~~~····· ~~.· ·~ ' ..... . 

Por lo expu~stocanterio~mente, este ··trabajo:es 'Gn f ri1l1er intento por c~racteriz~r la 

:::::::":: '::·;~~~~~~T.~~~Ujk'.'·~~~:~~~iecdótiJ k:1;~;!~~i:j,~;;~&:;:;:, '~: 
respuesta del p~rá~ito '.al .~~1:ré~ Úi.d ~tiJó~\ 

Con las técnicas d~ biología r'nole~'J!a'r es i:th~ra posil:ileno solo Clonar y secuenciar a 

los genes involucrád~s ~ll el me~abolisr'no el~ fierró yen la respuesta ~I estrés oxidativo, 
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también se puede estudiar el .efecto in vivo. Es posib:~ impedir la expresión, eliminar 

genes o sobreexpresarlos en T. cruz/l5 con la ayuda de vehiculos moleculares. Estos 

métodos permitirán el estudio mas detallado de su regulación y de la función de sus 

productos. . .. . . 

El gen de, la Fe-.SOD pued~ expresarse en ~algún '.vecto( éomÓ <el 'pTEX85 para 
• ·,-··-~· ' ' - " . .• - . - • ·.. ... • ·- ,. ' . ' .. - . ,, - .: . . - . .. - ! : . 

células transfeciaé:las, .se puede establééér' C:uales·e!'papel de1···.gel1tráhsféctado en la 

respuesta a cada üno ~e .1cs .i~ciüc:tór~s de.estrés º~·iciaiivo pioG°a<l~~ ~~·· es~e tra·b~jo: 
·". .. '- . '.- .·, -- . . - . .: ' '· - '- ··- _, . ·. . . '· •, . . . . -;~·,···-- ;-.;:·0-'" ,0c--- -.-co -- - - ,.., 

La investigaciÓJ"l';eri ~r·e:ampo.·.de;Jos radicale~ .• libre~ 'lía ·lievái:J() ~ Gn 'mejor 

entendimiento de su.genér~ción en·J~i-io~ sÚherr\asbiolÓgic'o~, y~:seá.como ;e~11t~do del 

metabolismo natural d.~ d.cé01u1a~(fisiol·ó~ic~),•o éó1i? ie~uli:adÓ.dei ~fecto .:?.é ciertas 

drogas. Esto es , espe~ial~~nte .· i0porta~te' en· el '¿;a¿~ /~e· la~ e'ntermedades 
-~,,~ -

parasitarias12
•
17

•
20

: porla.ur\'.leni:~ nec~~idad de dispt:lller dedrOgas efic'ace¿ basadas en un 
~~-e 

conocimiento de .la·fisiología y .bioquímica del:parásito. 

Las enzimas\/rutas ·metabóhcas:en que difieren el huésped';v sús par¿~it~s pueden 

explotarse para el (J~sefio; C!e C!rd%·as;~ Ei e~te _sentido, ~g~~}~s-·ind_~ct~re~;;de-~ l~}so D 

podrían tener .• con-sceéúeh'ciaslefale~~-pa;a el'parási~o:: Un pot~ntKsinergÍsm~ oé:úrriría .enÚe 
"'-- -'~ .. '· . - . . - .--· . . - . ,, - ' - - - - ... . ' . . .. . ·,, - ' . -· 

drogas generador~s ·de ·~aéÚ~ales y.c~mpúestos que au~eiif~n~ia'actitida~' d~ lri~ 'ezimas 

que producen perÓxldo~ y~~p~rÓxidos .. ·El c~mpo d~ la gen~r~ció~ de raciic~les. libres en 

relación con ¿nfer~~dade~ parasitarias 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 I think of ali the good things 

that we have left undone 

D. Gilmour, 1983 
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