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Resumen

I. Resumen

La tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, es producida por
Trypanosoma cruzi y transmitida por insectos hematéfagos de la familia
Reduviidae (géneros Rhodnius, Triatoma y Panstrongylus). Esta enfermedad fue
descubierta por Carlos Chagas en Brasil en 1909, quien describié6 el ciclo de
vida completo con sus hospederos, asi como los aspectos parasitolégicos,
epidemiologicos y clinicos de este padecimiento. La enfermedad se encuentra en
el continente Americano siendo endémica en ciertas areas rurales de bajos
recursos. Se estima que actualmente existen ~40 millones de personas
expuestas a la enfermedad y de 18-20 millones de infectados a nivel mundial,
de los cuales, alrededor del 50% es asintoméatico y aproximadamente el 10%

muere de la enfermedad, que generalmente se vuelve cronica.

Trypanosoma cruzi es un parasito intracelular obligado que infecta una
gran variedad de células de mamiferos. Durante el proceso de infeccion T. cruzi
indudablemente utiliza diversas moléculas tanto del parasito como de la célula
hospedera; sin embargo, muy pocas han sido demostradas experimentalmente.
LYT1lp, que es la proteina en estudio del presente trabajo, es la segunda
molécula que por evidencias genéticas se sabe que es importante durante el
proceso de infeccion de la célula hospedera. En parasitos mutantes nulos
(knock-out) se demostré6 que LYTI no es esencial; sin embargo, éstos
presentaron tres fenotipos sobresalientes: una infeccion deficiente, una
actividad litica disminuida y una diferenciacion de estadio acelerada.
Aparentemente las diversas funciones de LYT1p pudieran ser resultado de un
trans-splicing alternativo, el cual es regulado diferencialmente en las diferentes
etapas de desarrollo del parasito, dando lugar a dos transcritos diferentes: uno
que codifica para una proteina conteniendo una posible secuencia sefial que
podria participar en los procesos de infeccién y lisis, y otra sin esta posible

secuencia sefal y con una secuencia nuclear que probablemente pudiera
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participar en el proceso de diferenciacién de estadio. También, el analisis de
una posible mutante dominante negativa de LYTI sugiri6 que esta molécula

pudiera ser parte de un complejo proteico.

Continuando con la caracterizacion de LYTI, en el presente trabajo se
planteé la clonacién de la secuencia que codifica para LYT1p en el vector pGEX-
4T-1 con la finalidad de expresar el péptido de fusion GST-LYT1p que permitira,
en trabajos futuros, su purificacion para la obtencién de anticuerpos
especificos contra LYT1p, la realizacion de ensayos de co-precipitaciéon de
proteinas (Pull Down) para la identificacién de proteinas con las que pudiera
estar formando complejos, asi como llevar a cabo diversos proyectos

subsecuentes que aporten mas informacién acerca de su funcion.
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1. Trypanosoma cruzi: Generalidades

1.1 Clasificaciéon Taxonodémica

Subreino Protozoa

Phylum Sarcomastigophora
Suphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Kinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género y especie Trypanosoma cruzi

(Prescott, 1999)

1.2 Morfologia

Trypanosoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas, se
caracteriza por la presencia de varias etapas de desarrollo, cuyas

caracteristicas son:

1. Amastigote: Forma intracelular de cuerpo esférico u oval que se encuentra
en tejidos del hospedero mamifero (figura 1A). Se multiplica por fisién
binaria, posee nUcleo grande esférico, un cinetoplasto en forma de bastén y
un flagelo muy corto que a veces no es visible; mide de 1.5-5 pm de
diametro. El cinetoplasto se conforma por un pequefio blefaroplasto y un
cuerpo basal oval.

2. Epimastigote: Se encuentra en el intestino del insecto vector, son formas
proliferativas, méviles y no se les considera infectivas (figura 1B). De forma
alargada y fusiforme mide de 2040 pm de longitud. El cinetoplasto y el
flagelo se encuentran antertores al nucleo, que se encuentra en el centro del
Cuerpo.

3. Tripomastigotes: Miden ~25 pm de longitud y 2 pm de diametro. Es

alargado, fusiforme (figura 1C). Posee un nucleo grande cerca de la parte
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central y a lo largo de su cuerpo tiene una membrana ondulante bordeada por
un flagelo, que se inicia en el cinetoplasto y sale por el extremo anterior, lo que
le confiere gran movilidad. Los tripomastigotes pueden observarse en tejidos y
sangre del hospedero vertebrado, y en el intestino posterior, heces y orina del

insecto. No tienen capacidad de divisién y pueden verse dos formas diferentes:

o Tripomastigotes sanguineos: 1) Alargada, con un nucleo alargado, un
cinetoplasto subterminal y un flagelo corto, evoluciona a 2) la forma
ancha, con un ntcleo oval, un cinetoplasto casi terminal y un flagelo
largo, esta forma es la que evoluciona a amastigote. El predominio de
una u otra forma depende de la cepa de T. cruzi y el tiempo de
infeccién.

s Tripomastigotes metaciclicos: Provienen de epimastigotes y se forman
en el tracto digestivo del vector, son los responsables de iniciar la
infeccion en el hospedero mamifero (Botero, 1992; Tyler y Engman,
2001; De Souza, 1984).

A B c

FIGURA 1. Etapas de desarrollo de Trypanosoma cruzi: A) Amastigote, B)
Epimastigote, C) Tripomastigote.
(tomada de www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html)
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1.3 Ciclo de vida

T. cruzi tiene un ciclo de vida bifasico que, como ya se ha mencionado,
incluye cuatro estadios de desarrollo diferentes, dos en insectos reduvidos y dos
en el hospedero mamifero (figura 2). Durante el ciclo biolégico del parasito, los
vectores se infectan al ingerir sangre de mamiferos con tripomastigotes
sanguineos circulantes que sufren transformaciones a lo largo del tubo
digestivo del vector a epimastigotes y posteriormente a tripomastigotes
metaciclicos, siendo éstos tultimos los infectantes para el hospedero vertebrado
(i ). Los triatomineos infectados, al picar nuevamente al hombre o a los
animales y después de una ingestidon abundante de sangre, deyectan facilmente
sobre la superficie (a). Los parasitos infectantes (tripomastigotes metaciclicos)
salen en estas deyecciones y orina del vector y pueden introducirse al
organismo a través del orificio de la picadura, heridas o escoriaciones de la piel
o atravesando directamente la mucosa ocular, nasal o bucal (b). Cuando los
tripomastigotes metaciclicos infectantes entran al organismo, son fagocitados
por los macréfagos y englobados en el fagosoma, de donde escapan y se

transforman en amastigotes en el citoplasma (c) (Botero, 1992).

Los amastigotes, a su vez, comienzan a dividirse por fisién binaria y mas
tarde se diferencian de nuevo en tripomastigotes (llamados tripomastigotes
sanguineos), que rompen las células (d) y pueden infectar nuevas células (€) y
llegar a la circulacidén sanguinea y linfatica (f), para luego invadir diversos
organos (g). Estos parasitos liberados a la circulacién pueden ser ingeridos por
el vector invertebrado completando asi el ciclo de vida (h) (Botero, 1992;
Burleigh y Andrews, 1995).
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Chinche Reduvida
Epimastigote

en heces

Tripomastigotes
metaciclicos

Herida 6 Picadura en la piel

4
Hematofagla \ \q
Piel 6——: — _>;@/— —
mucosa
de mamifero Tripomastigote )-
Penetracion Celular Amastigote
Torrente Sanguineo .- J

+ G

\Q\ﬁ ‘) , Célula

Ruptura Celular

8 Colonizacion de tejdos

FIGURA 2. Representacion del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

fwww-ermm.cbcu.cam.ac.uk).
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1.4 Mecanismos de entrada a la célula

El proceso de invasion de las células hospederas puede dividirse en tres
fases: A) la union del parédsito a la membrana plasmatica de células
hospederas; B) la internacién a través de la vacuola parasitéfora y C) la ruptura
de la membrana vacuolar y la salida del parasito hacia el citoplasma donde se

replica y diferencia (Burleigh y Andrews, 1995).

1.4.1 Unidén

La unién del parasito a la célula blanco es un proceso dependiente de
energia (ATP) que parece ser especifico. Ya que 7. cruzi puede invadir diferentes
tipos celulares se ha sugerido que podria existir un receptor celular comun, o
bien, que las glicoproteinas de superficie del parasito se unen a diferentes
receptores especificos con caracteristicas bioquimicas similares, los cuales atn
no han sido identificados. Algunas moléculas del parasito, tales como trans-
sialidasas, la penetrina y glicoproteinas de superficie (gp82, gp90), han
mostrado ser importantes en los procesos de unién e invasién celulares.
También se ha sugerido que moléculas con carga negativa en la superficie de
las células, tales como el acido sialico pudieran promover la unién y entrada del
parasito; ademés de que se les han relacionado con el tropismo de los
tripomastigotes por tejidos especificos en el vertebrado (Burleigh y Andrews,
1995; Lépez et al, 2002). Todos estos resultados parecen sugerir que la unién
del paréasito a la célula hospedera no es resultado de la simple union ligando-
receptor sino el resultado de la participaciéon de diversas moléculas tanto del

parasito como de la célula hospedera.
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1.4.2 Invasion

La entrada de los tripomastigotes involucra el reclutamiento y fusién de
lisosomas de la célula hospedera al sitio de invasién. Este proceso inicia con la
acumulacion gradual de lisosomas debajo de la membrana plasmatica de la
célula en el sito de unién del tripomastigote, los lisosomas se fusionan
gradualmente con la membrana plasmatica, se forma una Unica vacuola
parasitéfora e inicia la invasién (figura 3) (Tan y Andrews, 2002; Lépez et al,
2002).

La fuerte asociacion entre las moléculas de superficie del tripomastigote
(posiblemente transialidasas) y las de los lisosomas celulares (rica en acido
sidlico y glicoproteinas) parece prevenir la liberacién extracelular del contenido
lisosomal durante la invasidén de T. cruzi. Dichas interacciones posiblemente
sellen la vacuola y faciliten la internacion del parasito. Asi, el acido sialico
podria requerirse no sélo para la unién inicial del tripomastigote a la célula
hospedera, sino también para la formacion de la vacuola parasitofora (Lopez et
al, 2002).

También en las primeras etapas de la invasién el contacto entre el

tripomastigote y la célula hospedera desencadena eventos de sefalizacién, lo

que produce elevaciones rapidas y repetitivas del calcio intracelular ([Ca2*i)
en la célula hospedera y en el tripomastigote. En el caso de la célula hospedera
estos eventos parecen estar involucrados en el reclutamiento de los lisosomas y
al parecer vuelven a las células mas susceptibles a la invasion. Ademas, se ha
sugerido que el tropismo observado in vivo hacia el muisculo y neuronas podria
basarse en esta senalizacién de calcio. Reportes recientes han sugerido que los
lisosomas se reclutan para reparar la lesion en la membrana plasmatica,

siendo entonces “secuestrados” por los tripanosomas y utilizados como vehiculo

para la invasion celular. En el caso del tripomastigote, este aumento de [CaZ2*]i

podria inducir la exocitosis de moléculas del parésito necesarias para el
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para el proceso de invasion, aunque esto no estd comprobado (Burleigh y
Andrews, 1995; Tan y Andrews, 2002).

Tripomastigote

Reclutamiento y fusién

Tripanosoma en
- vacuola derivad
‘\\de lisosomas

FIGURA 3. Ciclo de infeccién intracelular por T. cruzi (tomado de
Burleigh y Woosley, 2002).

1.4.3 Algunas moléculas implicadas en invasion e infeccion

A la fecha, son pocas las moléculas del parasito cuya participacién en el
proceso de invasion e infeccion se hayan demostrado, entre las que se
encuentran TC-TOX, una peptidil-prolil s o frans isomerasa, Oligopeptidasa B
y LYTlp, sin embargo, Uinicamente para estas dos tltimas se cuenta con las
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evidencias genéticas que demuestran su participacién en el proceso de

infeccion.

+ TC-TOX: Es una proteina secretada por amastigotes de T.cruzi, activa
a pH acidos. Esta proteina presenta reaccion cruzada con anticuerpos anti-C9
del sistema de complemento, y se sugiere podria intervenir en la destruccién de
tejidos al ser secretada. TC-TOX genera poros en la membrana vacuolar cuando
es secretada en el medio acido del fagosoma, por lo que podria participar en el

escape de T.cruzi del fagosoma al citosol (Andrews et al, 1990).

o Peptidil-prolil isomerasa o TcMIP: (T. cruzi macrophage
invasion potentiator) Es uno de los principales factores de virulencia secretado

por tripomastigotes de T. cruzi, que se sugiere es necesaria para la invasién
celular (Burleigh y Andrews, 2002).

« Oligopeptidasa B: (OpB) Es una proteina requerida para llevar a
cabo procesos de infeccion e invasién eficientes. Se propone que
oligopepetidasa B funciona generando un agonista activo de calcio a partir de
una molécula precursora en el citosol, que al ser secretado se une a un
receptor en la célula hospedera y desencadena una via de serializacion que
promueve incrementos del [Ca2t}i. Este flujo de Ca2*% contribuiria a la
movilizacién de lisosomas necesarios para la entrada de T. cruzi a la célula.
Evidencias genéticas demuestran la participacion de OpB en la invasién e
infeccién ya que parasitos nulos (doble knock-ouf) muestran menos infectividad
comparado con los parasitos silvestres (wild-type) ademas de que su capacidad
para generar incrementos de calcio disminuye. Por otro lado, los parasitos
knock out sencillos muestran niveles intermedios de dichos eventos
presentando un efecto de dosis y confirmando asi su participacion en el proceso
de infeccidon del parésito. Su papel en la senalizacion de Ca2* se demostré con

ensayos de reconstitucion utilizando una oligopeptidasa B recombinante (Caler,

10
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1998). Se han detectado otras moléculas como la cruzipaina y gp82 que
también provocan una movilizacién de calcio en la célula hospedera, sin
embargo, parecen llevarlo a cabo de forma diferente a OpB (Burleigh y Woolsey,
2002).

« LYT1p: Es la segunda molécula cuya participacién en el proceso de
infeccion del parasito se demostré mediante estrategias genéticas. Parasitos
mutantes nulos (knock-out) mostraron que LYT1p no es esencial; sin embargo,
su ausencia se refleja en tres fenotipos sobresalientes: una capacidad infectiva
disminuida, una transicién de estadio acelerada in vitro y una disminucién en
su actividad hemolitica. Su papel en la infectividad del parasito se comprobd al
reconstituir esta actividad reintroduciendo LY7T! en parasitos mutantes nulos
(Manning-Cela et al, 2001).

La obtencién de fenotipos tan divérsos como resultado de la ausencia de
LYT1, planteé la pregunta de como una proteina puede estar involucrada en
procesos tanto extracelulares (infectividad y hemolisis) como intracelulares
(regulacion de transicion de estadio). Una posibilidad es que LYT1p participara
en una via de senalizacién comin a ambos procesos, o bien, que se expresaran
diferentes formas de la proteina (Manning-Cela et al, 2001). Esta segunda
posibilidad fue demostrada por experimentos de extensién 5° y RT-PCR en
donde se observé que LYTI sufre un trans-splicing alternativo regulado en los
diferentes estadios de desarrollo del parasito, dando lugar a la expresién de 3
diferentes transcritos del gen LYT] que podrian a su vez producir dos proteinas

diferentes:
e Una conteniendo una posible secuencia senal, por lo que podria ser

secretada; caracteristica que seria consistente con la actividad hemolitica y

capacidad infectiva que presenta el parasito.
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» Una nuclear, carente de la posible secuencia senal y conteniendo una
secuencia nuclear, consistente con el fenotipo de desarrollo de estadio del

parasito (Manning-Cela et al, 2002).

El analisis de una clona knock out de LYT1, denominada L13, que mostré
retener ambos alelos LYT1 mas un alelo adicional truncado de LYTI, presentd
los tres fenotipos obtenidos en los mutantes nulos (capacidad infectiva y
hemolitica disminuida y capacidad de transicién de estadio incrementada). Este
fenotipo es consistente con el comportamiento de una mutante dominante
negativa en que la copia adicional truncada de LYT1 parece estar inhibiendo la
funcién de la proteina normal, lo que sugiere que posiblemente LYT1p es parte

de un complejo proteico (Manning-Cela, 2003).

Cabe mencionar que LYT1p, al igual que TC-TOX, presenta reaccion
cruzada con anticuerpos especificos anti- C9 de la via del complemento, por lo
que podria estar relacionada estructuralmente con esta proteina y, ya que
presentan actividad litica similar, podrian estar involucradas en la misma via
(Manning-Cela et al, 2001). Ademas, ya que LYTlp es una proteina
posiblemente secretada y cuya funcién esta dada en los tiempos tempranos de
la infeccién, la coloca como un buen candidato a ser presentada en el contexto
de moléculas de clase 1. Por ello fue evaluada como posible vacuna genémica
contra la infeccion de T. cruzi Los resultados mostraron que esta vacuna fue
capaz de activar la respuesta inmune activando células citotoxicas CD8%,

generando memoria en células T efectoras (CDg%), activando la produccién de

IFN-y, asi como confiriendo inmunidad contra la infeccion de 7. cruzi
protegiendo al 80% de los ratones que fueron mortalmente inoculados con el

parasito (Fralish y Tarleton, 2003).
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Lo anterior muestra la importancia de continuar los esfuerzos dirigidos a
entender el o los mecanismos que LYT1p utiliza durante el proceso de infecciéon

del parasito.

1.5 Epidemiologia

La enfermedad de Chagas se presenta solo en el continente Americano,
siendo una zoonosis de considerable importancia tanto médica como
veterinaria. En el afio 2000 se estimd que existian de 18-20 millones de
personas infectadas con T. cruzi [aunque algunos autores consideran que esta
cifra ha disminuido a ~ 11 millones), mientras que el nimero de personas que
se encuentran en riesgo latente de ser infectadas también ha disminuido de
100 a 40 millones gracias a los programas de prevencién en Sudamérica. Los
datos estadisticos mas recientes indican que existen ~ 200 000 casos nuevos y
21 000 muertes por la enfermedad cada aro {(Urbina y Docampo, 2003). A nivel
mundial, la enfermedad de Chagas representa la 3er enfermedad parasitaria
mas extendida, sélo después de la malaria y la esquistosomiasis. El Censo
Nacional de Poblaciéon y Vivienda 2000 estima que en México el numero de
individuos infectados es de mas de 1.5 millones de personas (Guzméan-Bracho,
2001).

Las principales areas de distribucién de la enfermedad incluyen las zonas
calidas y humedas de México, Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Panama,
Venezuela, Brasil, Argentina, Uruguay, el norte de Chile, etc., existiendo pocos
casos en el sur de los Estados Unidos como Texas y California (figura 4)
(Piekarski, 1989).
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FIGURA 4. Distribucién geografica de la enfermedad de Chagas (tomado de

www.medscape.com)

1.5.1 Transmision

» Por vectores

La tripanosomiasis americana es transmitida por insectos hematéfagos
de la familia Reduviidae, de los géneros Rhodnius, Triatomma y Panstrongylus
(figura 5). En México, existen 31 especies diferentes de vectores, siendo las mas
importantes por su relevancia de transmision del pardsito a humanos:
Rhodnius prolixus, Triatoma barberi, T. dimidiata, T. gerstaeckeri, T. longipennis,
T. mazzotti, T. mexicana, T. pallidipennis, T. phyllosoma y T. picturata y, ademas
en otros paises Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. sordida, Panstrongylus

megistus (Guzman-Bracho, 2001).

14



Antecedentes generales

La transmision a humanos se observa principalmente en areas rurales
cuyas condiciones sanitarias y socioecondmicas son pobres y esta relacionada
con la naturaleza domeéstica del vector, el cual vive y se multiplica dentro de las
viviendas en las grietas, orificios y techos de palma de las casas de adobe. La
transmisién ocurre, no por la picadura, sino por el contacto de heridas o de
membranas mucosas con las heces del insecto contaminadas con tripanosomas
metaciclicos; asi, la transmision a humanos depende de los habitos de
defecacion del vector, pues en las areas en las que las especies locales de
insectos no defecan mientras se alimentan casi no hay infecciones en humanos
(Garcia, 1988; Pickarski, 1989).

Cabe mencionar que dentro de la poblacién reduvida la infeccién por
tripanosoma se mantiene a través de la coprofagia y el canibalismo, y al
parecer, puede ser también heredada (Piekarski, 1989). Lo anterior muestra
que la enfermedad seguira transmitiéndose siempre que la pobreza de la
poblacién permita un contacto intimo entre los triatomas y el hospedero
humano. Las chinches redavidas tienen también contacto con una gran
variedad de mamiferos domésticos y selvaticos: gatos, perros, roedores
domésticos y salvajes, marsupiales, armadillos, mapaches, tlacuaches, etc., que

sirven como reservorios de la enfermedad (OPS, 1994).

FIGURA 5 : Chinche Triatoma (tomado de www.ento.okstate.edu).
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» Por transfusién sanguinea: La infeccion por medio de la transfusién
sanguinea y/o hemoderivados se considera la segunda via de transmisién

mas frecuente en zonas endémicas de la enfermedad.

¢« Transplacentaria y por lactancia: En estos casos, la transmisiéon puede

o no presentarse dependiendo de la cepa de T. cruzi de la que se trate.

Estas ultimas vias de transmision parecen ser el resultado de la
urbanizacién de la enfermedad, debido a la migracion de la poblacion de zonas

rurales hacia areas industrializadas.

e Otros mecanismos de infeccién: El transplante de 6rganos, la ingestion
de carne cruda o sangre de animales contaminados que favorece la
entrada del parasito por las mucosas, manipulacién de sangre y tejidos y
manejo de animales en laboratorio, aunque menos frecuentes son

también vias de infeccion (Botero, 1992; Piekarski, 1989; OPS, 1994).

1.6 Aspectos clinicos

La enfermedad se caracteriza clinicamente por la existencia de tres fases:
A) aguda, B) indeterminada o latente y C) crénica. En nifios menores a S anos,
la enfermedad se presenta en su forma aguda de manera mas severa mientras
que en nifios mayores y adultos la enfermedad es mas ligera y se diagnéstica

comunmente en su forma subaguda o cronica (Botero, 1992; Piekarski, 1989).
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1.6.1 Fase aguda

Presenta un periodo de incubacién de 10-30 dias y generalmente dura de
1-2 meses. Inicia con la multiplicacién del parasito y su diseminacién en tejidos
locales, 10 que causa una reaccién inflamatoria en el sitio de infeccién conocido
como chagoma el cual desaparece de 2 a 3 meses después por lo que la
enfermedad puede llegar a pasar desapercibida. Si la ruta de inoculacién es la
mucosa ocular, se presenta conjuntivitis y edema de los parpados conocido
como signo de Romana (figura 6). Posteriormente, las formas infectivas se
esparcen a los nédulos linfiticos regionales, que aumentan de tamaio y se
endurecen. Los tripomastigotes aparecen en sangre aproximadamente 10 dias
después de la infeccidn persistiendo durante la fase aguda y no en )a fase
cronica (Guzman-Bracho, 2001; Garcia, 1988, Piekarski, 1989). Algunos signos
de esta fase son: anemia, fiebres altas, hepatoesplenomegalia, miocarditis

aguda, irritabilidad y ansiedad, cefalea, dolores musculares, etc.

La proliferacién de amastigotes dentro del musculo cardiaco lo destruye y
produce pérdida de la contractibilidad cardiaca, por lo que la muerte sobreviene
por insuficiencia o paro cardiaco. La fase aguda resulta fatal en pocas semanas
o meses en un 5% a 10% de los pacientes dependiendo de la region (Botero,
1992; Garcia, 1989).

1.6.2 Fase indeterminada

Durante esta fase es muy dificil localizar parasitos en sangre y los
pacientes permanecen aparentemente asintomaticos durante prolongados
periodos. Las pruebas serolégicas son positivas y las pruebas como el

electrocardiograma y las radiografias son normales. Durante esta fase pueden
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encontrarse en el corazén infiltrados inflamatorios pequefos y cicatrices
fibrosas. En ~ 30% de los pacientes, esta fase evoluciona a la fase crénica

(Guzman-Bracho, 2001; OPS, 1994).

1.6.3 Fase cronica

Puede ser inicialmente asintématica y tiene una evolucién lenta y
progresiva. Un porcentaje variable de personas, dependiendo de la zona
geografica, presenta las manifestaciones cardiacas (figura 7) o digestivas (figura
8) que caracterizan esta fase. En México, las manifestaciones cardiacas
aparecen en ~20% de personas infectadas, mientras que en otros paises como
Brasil se ha reportado hasta un 43% (Guzméan-Bracho, 2001; Garcia, 1988;
OPS, 1994).

Las visceromegalias: megaeséfago, megaestémago y megacolon, parecen
ser resultado de la destruccién neuronal del tracto digestivo, de un proceso
inflamatorio y/o de una posible respuesta autoinmune por la probable reaccién
cruzada entre antigenos de T. cruziy células de mamifero. Estos signos (tabla 1)
parecen depender de la cepa del parasito y, por lo tanto, estdan relacionados con
la regién geografica en donde se presentan. Las lesiones digestivas son poco
comunes en México, Centroamérica y Venezuela; pero muy comunes en Brasil,
Chile y Argentina. La fase crénica puede desarrollarse por anos o décadas tras
una infeccién no detectada o tras el diagndstico de la enfermedad aguda
(Guzman-Bracho, 2001; Garcia, 1988; OPS, 1994).
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Tabla 1. Sintomas y signos de la fase cronica.

Problemas Tracto Gastrointestinal Otros 6rganos
cardiacos afectados
Cardiomegalia |Disfagia Constipacién S. Nervioso
Arritmia Malnutriccién Meteorismo Tiroides
Uréteres
Cambios en la|Dilatacién Dolor abdominal |Glandulas
conduccidén adranles

Tromboembolia |Pérdida  de  la|lncapacidad para|Bazo, Higado

contractibilidad elininar heces
Posible ruptura|Regurgitacion Estrefiimiento Médula Osea,
ventricular pulmén
Aumento de Gonadas

glandulas salivales

(tomado de Guzman-Bracho, 2001; Garcia, 1988; OPS, 1994).

1.6.4 Forma congénita

La transmisiéon congénita se puede presentar tanto en la fase aguda o
cronica de la enfermedad y se caracteriza por la muerte del producto, bajo peso
al nacer, anemia, desnutriciéon, miocarditis, alteraciones neurolégicas, muerte
prematura tras el nacimiento, asi como hepato y esplenomegalia (Botero, 1992).
La infeccién por lactancia es posible, sin embargo, ambas rutas de transmision

dependen mucho de la cepa de T. cruzi (Piekarski, 1989).
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A

B

C
Figura 6. Signo de Romana
{(www.members.tripod.com)

Figura 7. A) Corazdn normal
B y C) Cardiomegalia
(www.ovpr.ugu.edu)

Figura 8. Megavisceras
{www.health gov.mt/impaedcard)
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1.7 Diagndstico de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas es diagnosticada utilizando técnicas directas -
detectan al pardsito- o indirectas -detectando anticuerpos especificos contra T.
cruzi-. La seleccién de la prueba depende de la fase clinica en la se encuentre el
paciente y de su especificidad y precision. Debe tomarse en cuenta que las
infecciones con Trypanosoma rangeli (especie no patdgena) se presentan en
humanos y pueden confundirse con T. cruzi (Guzman-Bracho, 2001; Piekarski,
1989).

1.7.1 Métodos Directos

Se utilizan generalmente durante la fase aguda en la que la parasitemia

es alta y la deteccion puede realizarse por:

o Identificacion de tripomastigotes en sangre o amastigotes en tejidos
por raspado del chagoma en el sitio de picadura, utilizando la tincién
de Giemsa.

s Biopsia, observacion de nidos de amastigotes en ganglios, bazo,
musculo (postmortem).

e Métodos de concentracién de parasitos, como el método Strout o el
microhematocrito para determinar el grado de parasitemia (Botero,

1992; Gulh et al, 2002).
1.7.2 Métodos Indirectos
Se utilizan en la fase crénica de la enfermedad que es de baja

parasitemnia, sugiriéndose utilizar dos o tres métodos para confirmar los

resultados.
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» XENODIAGNOSTICO: Se permite que chinches libres de infeccion
piquen a los pacientes con sospecha de estar infectados y después de un
periodo de incubacidn se buscan parasitos en las heces de los insectos por
examen microscopico. Su efectividad en la enfermedad aguda es del 85%, en la

congénita del 80% y del 49% en la crénica (Botero, 1992).

o CULTIVO: Para Ja siembra se utiliza sangre, liquido cefalorraquideo
(LCR), macerado de tejidos o raspado del chagoma. Se utilizan medios tales
como: LIT (Liver-Infusion-Tryptose), NNN (Novy-MacNeal-Nicolle a veces
complementado con 30% de sangre de conejo), Noeller, Packchanian, Davis, etc.
(Botero, 1992).

» INOCULACIONES EN ANIMALES: Ratones, cobayos y perros jévenes,
que se inoculan con sangre, contenido intestinal, deyecciones o macerado de
insectos vectores. Se recurre a esto principalmente para el estudio de la
virulencia de las cepas de tripanosomas o diferenciar las especies visualizadas

en las deyecciones de los redividos (Botero, 1992).

s PRUEBAS SEROLOGICAS CONVENCIONALES: ELISA, IFA
(inmunofluorescencia indirecta), IHA (hemaglutinaciéon indirecta), RIA
(radioinmunoensayo) y fijacidon del complemento. Un problema de éstas pruebas
es que pueden dar reaccién cruzada con otros antigenos. Pueden ser utilizadas
para llevar a cabo ¢l seguimiento del paciente sometido a quimoterapia como

tratamiento de la enfermedad (Guhl et al, 2002).

» PRUEBAS NO CONVENCIONALES: Son pruebas utilizadas generalmente
en la investigacién, basadas en pruebas serolégicas y empleando proteinas
recombinantes, antigenos purificados, anticuerpos monoclonales o péptidos
sintéticos que incrementan la especificidad del diagnéstico y evitan reacciones

cruzadas. Aunque la mayoria de estas pruebas son altamente especificas, su
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sensibilidad puede ser menor que la de la serologia convencional (Guhl et al,
2002).

e PCR : Detecta al parasito por medio de la amplificacion de un
fragmento de ADN del kinetoplasto, de regiones repetidas nucleares especificas
o de la deteccidn de la secuencia del mini exén. La prueba de PCR ha reportado
una alta sensibilidad y 100% de especificidad siendo util para diferenciar entre
T.cruzi y T.rangeli. (Guhl et al, 2002).

e OTROS: Pruebas de gabinete, principalmente electrocardiogramas y
radiografias de corazén, eséfago y colon. El diagnéstico epidemiologico es
importante: lugar de procedencia, tipo de habitacién, conocimiento de los

triatominios, picadura por triatominios (OPS, 1994},

1.8 Tratamiento

El nifurtimox y el benznidazol son dos farmacos efectivos contra los
tripomastigotes, sin embargo, no garantizan la curacién completa aunque
pueden reducir la parasitemia. Ambos medicamentos producen serios efectos
adversos si se usan por largo tiempo, siendo otro problema la sensibilidad entre
diferentes cepas del parasito (Maya et al, 2003; Urbina y Docampo, 2003). El
tratamiento de la enfermedad de Chagas crénica (tabla 2) esta dirigido también
hacia los sintomas que se presentan en los organos afectados; usando
antiarritimicos, anticoagulantes, marcapasos y tratamientos quirurgicos en

caso de megavisceras (OPS, 1994).
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1.8.1 Nifurtimox

Nitrofurano que se reduce intracelularmente en su grupo nitro a un

anién inestable que produce O2* y H202 y otros radicales libres altamente
téxicos, cuyos metabolitos reaccionan con macromoléculas celulares
produciendo danos en la célula tales como; peroxidacion de lipidos, danos en la
membrana y en el ADN, inactivaciéon de enzimas y de la sintesis proteica. Lo
anterior constituye su modo de accién contra T. cruzi y la razdn de sus efectos
téxicos en tejidos (figura 9) (Maya et al, 2003; Urbina y Docampo, 2003). Las
manifestaciones adversas que produce: anorexia, trastornos neurosiquiatricos y
afectivos, convulsiones, dano cerebral, alergias, cefalea, vértigo, excitacién
mental, sintomas gastrointestinales, pérdida de suefio, inmunosupresion,
leucopenia, disminucion del conteo espermatico, debilidad, mutagénesis
(Botero, 1992; OPS, 1994).

1.8.2 Benznidazol

Del grupo de los nitroimidazoles, este farmaco no parece generar
radicales oxidativos, sino que probablemente sus metabolitos reducidos actian
uniéndose covalentemente a macromoléculas, causando asi sus efectos
tripanocidas y toxicos (figura 9) (Maya et al, 2003; Urbina y Docampo, 2003).
Produce manifestaciones cutaneas y neuropatia, nauseas, granulocitopenia,
cefalea, anorexia, dolor abdominal, perdida de peso, mareos, vomito,

trombocitopenia (Botero, 1992).
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FIGURA 9. Estructura quimica del nifurtimox y benznidazo].
(tomada de Urbina y Docampo, 2003).

1.9 Prevencion

En las areas endémicas, las medidas profilacticas para el control de la

enfermedad de Chagas incluyen:

s Mejora de las viviendas y de las condiciones de vida (OPS, 1994)

¢ Uso de insecticidas para eliminar el vector de las viviendas (OPS,
1994)

¢ Educacién al publico en general sobre las formas de transmision de la
enfermedad (OPS, 1994)

s Monitoreo obligatorio de los donadores de sangre y educacién del
personal de salud (OPS, 1994)

« Implantar programas de control de calidad de las pruebas serolégicas

para la deteccidn eficaz de la infeccién (OPS, 1994)
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2. Justificacion e hipotesis

Justificacion

Trypanosoma cruzi es un parasito intracelular obligado que infecta una
gran variedad de células de mamiferos. Durante este proceso T. cruzi
indudablemente utiliza diversas moléculas tanto del parasito como de la célula
hospedera; sin embargo, muy pocas han sido demostradas experimentalmente.
LYT1p, proteina en estudio del presente trabajo, es la segunda molécula cuya
importancia durante el proceso de infeccién de la célula hospedera se demostré
por evidencias genéticas (Manning-Cela et al, 2001). El anéalisis de parasitos
mutantes nulos (knock-out) demostré que LYTI no es esencial y que esta
molécula participa tanto en procesos extracelulares (infectividad y hemoélisis)
como intracelulares (regulacién de transicion de estadio). Ademas, el analisis de
una posible mutante dominante negativa de LYTI1 sugiri6 que esta molécula

pudiera ser parte de un complejo proteico (Manning-Cela, 2003}.

Para continuar con la caracterizacion de LYTlp es necesaria la
identificaciéon de las proteinas con las que pudiera estar formando dichos
complejos, saber si la unién con éstas es necesaria para su funcién o
modificacion, determinar si mas de una forma de la proteina es producida, asi
como la localizacion de las mismas dentro del parasito. Por esto, en el presente
trabajo planteamos la siguiente hipétesis y objetivos para continuar con la

caracterizacion de LYT1p.

Hipoétesis

Si logramos insertar en fase la secuencia LYT1 en el vector pGEX-4T-1,
entonces podremos inducir la expresién de la proteina de fusion GST-LYT1p, la
cual podra ser obtenida tras su purificacion con  perlas de Glutation-

Sepharosa.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Clonacién de la secuencia que codifica a LYT1p en el vector de
expresion pGEX4T-1 para la expresién, purificaciéon y deteccion de la
proteina de fusién GST-LYT1p.

3.2 Objetivos Particulares

e Amplificaciéon de LYTI por la técnica de PCR y su clonaciéon en el
vector pGEX-4T-1.

e Expresar ¢ identificar la proteina de fusiéon GST-LYT1p.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Materiales

Reactivos

Ac. acético glacial
Acetato de sodio y potasio
Agar bacteriologico
Agarosa

Agua miliQ
Ampicilina

Azul de Coomasie
Bis-acrilamida
Bromuro de Etidio
CaCl2

EDTA

Etanol
Fenol:cloroformo:isoamilico
Fijador fotografico
Glicerol

Glucosa

IPTG

Isopropanol

KCl

Leche Svelty

Medio LB

Metanol

MOPS

NaCl

NaOH

Persulfato de amonio
Revelador fotografico
SDS

TEMED

Tris-Cl

Tritén X-100

X-gal

Material

Cajas de Petri

Cristaleria

Gradillas

Mecheros

Micropipetas

Papel de nitrocelulosa
Papel Whatmann

Perlas de vidrio

Placas radiograficas
Puntas para micropipetas
Termoémetro

Tripiés

Tubos eppendorf 1 y 0.600 ml
Tubos para PCR

Equipo

Agitador con temperatura
Balanza analitica

Bano de agua

Camara para fotografia de geles
Camaras de electroforesis
Centrifuga

Cronémetro
Espectofotémetro UV y visible
Incubadoras

Microcentrifuga
Termociclador

Termdémetro
Transiluminador UV-Vis
Vortex
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ENZIMAS

EcoR'I (Biolabs)*

Lisozima

RNAasa

T4 ligasa (Biolabs)*

Platinum Taq DNA polimerasa HIFI (Gibco)*
GoTaq Taq DNA polimerasa (Promega)*
Xho I (Biolabs)*

*con buffer respectivo

OTROS

Anticuerpo policlonal anti-GST
Anticuerpo anti-ratén peroxidado
Células E. coli calcio competentes
Glutatién-Sepharosa 4B (Amersham)
Marcadores de peso molecular de ADN y
proteinas

Plasmido pGEM-T-Easy (Promega)
Plasmido pGEX 4T-1 (Amersham)
Primers: LYT11-A, LYT12, POR2
Inhibidor de proteasas “Complete” (Roche)
Quia quick kit (Quiagen)
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4.2 Estrategia Experimental

Disefio de oligonucleétidos pGEM-T.Easy
LYT-11Ay LYT12 (3015 pb)

Amplificacién por PCR
de la secuencia LYT1
( 1658 pb)

Purificacion del producto de PCR
de gel de agarosa mediante
kit Quiaquick ( Quiagen)

Poliadenilacién de LYT7
en los extremos 5' con
ADN polimerasa

Ligacién con
DNA ligasa

Transformacién de E. coli DH108B
con pGEM-T-Easy-LYT1

resistentes a ampicilina en agar
LB+ amp + IPTG+X-gal

Extraccion de pGEM-T-Easy-LYT1
de las colonias blancas
por el método de STET-PREP

‘ Selecciéon de colonias blancas

Deteccién de la clona positiva
por su patréon de restriccion
con EcoR 1-Xho |
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pGEM-T-Easy-LYT1

pGEX-4T-1

Digestién secuencial:

Digestién secuencial:

Xho |, EcoR | Xho |, EcoR |
LYT1 liberado pGEX-4T-1 linerizado
(1658 pb) (4954 pb)

Purificacion con kit Quaquick de
pGEX4T-1y LYT1
de gel de agarosa 1%

Ligacién de los fragmentos utilizando
T4 DNA ligasa

Transformacioén de
E. coli DH10B con
PGEX-4T-1-LYT1

Seleccién de colonias
resistentes a ampicilina en
agar LB+ ampicilina

Extraccién de ADNp
PGEX-4T-1-LYT1
por el método de
de STET-PREP

Evaluacion de la clona positiva
por su patrén de restricciéon
con Xho |, EcoR |
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Seleccionar la cepa
de E. colicon la
mejor expresion

proteica

Induccién de la expresion
de proteinas con
IPTG 1.0 mM
en E.coli SURE

|
I I

Obtener extractos Purificacion de
celulares GSTy
totales GST-LYT1p con
Glutation-Sepharosa

Observacion de

proteinas en gel
PAGE-SDS 10%.

Western-blot con
anticuerpos o-GST de
GSTy GST-LYT1p
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4.3 Meétodos
4.3.1 Plasmido pGEM-T-Easy (Promega)

El vector pGEM-T-Easy esta disefiado para facilitar la clonacién de
productos de PCR. Este vector contiene en los extremos 3’ colas de politimidina
que facilitan la clonacion de fragmentos de PCR a los que se le anaden colas de
poliadenina en el extremo 5’ mejorando la eficiencia de la ligacién del producto

de PCR en el plasmido y evitando la recircularizacion del vector.

Este vector contiene un sitio de clonacién multiple dentro de la region
codificante para el péptido o de la enzima B-galactosidasa, sitio donde sera
insertado LYTI, lo que producira una inactivaciéon de dicha enzima. Asi, las
colonias en las que sélo esta el plasmido sin el inserto son azules ya que la B-
galactosidasa transforma el sustrato X-gal en un producto de color azul,
mientras que la clonacién exitosa de un inserto en el pGEM-T-Easy interrumpe
la secuencia que codifica para la B-galactosidasa dando lugar a colonias

blancas al no poder utilizar X-gal.

El vector pGEM-T-Easy posee sitios de reconocimiento para varias enzimas
de restriccion, que se encuentran flanqueando el sitio de clonacién del inserto,
por lo que éste puede ser liberado tras el tratamiento con EcoR 1y Xho 1. El
objetivo de utilizar el vector pGEM-T-Easy es como ya se menciond, facilitar la
clonacién de nuestro inserto LYT1, para posteriormente, retirarlo de este vector
y clonarlo de nuevo en nuestro vector de interés, el pGEX-4T-1 (Promega,
2003).
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4.3.2 Plasmido pGEX-4T-1 (Amersham Biosciences)

Es un sistema disefiado para la expresion, purificacién y detecciéon de
proteinas de fusion producidas en Escherichia coli. La expresion en E.coli
produce una proteina de fusién con la GST (glutation-S-transferasa de
Schistosoma japonicum, que es una proteina de 26 kDa con actividad
enzimatica) en la parte amino terminal y la proteina de interés (en este caso
LYT-1p de 61.4 kDa)} en el carboxilo terminal, acumulandose esta proteina de
fusion en el citoplasma de la bacteria. Las proteinas de fusion GST se
construyen insertando un gen (LYT-1) en el sito de clonacién multiple de los
vectores pGEX. La expresién se controla con el promotor tac, que se induce con
isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) que es un analogo de la lactosa. Una vez
expresadas, las proteinas de fusion GST se purificaron del lisado bacteriano
utilizando glutatiéon inmobilizado en perlas de Glutation-Sepharosa 4B (GS-4B),
que capturan la proteina de fusién mientras que los demas componentes son
removidos. Después, las proteinas de fusion fueron eluidas de la matriz
utilizando el buffer de elucién que contiene glutation reducido. De requerirse, la
proteina de interés puede separarse de GST utilizando trombina, cuyo sitio de
corte especifico se localiza entre las dos proteinas (Amersham, 2002). Los

mapas de ambos plasmidos se incluyen en el Apéndice III.
4.3.3 Electroforesis en geles de agarosa

Consiste en el desplazamiento de los acidos nucleicos en una matriz
porosa {de agarosa) al imponer un campo eléctrico. Los factores que afectan la
migracion del ADN son: el voltaje aplicado, el buffer de corrimiento, la
conformacion del acido nucleico y el tamafio del poro de la matriz. A igualdad
de todos estos parametros, el tamaro de la molécula de ADN definira su mayor
o menor migracion durante la electroforesis. Las moléculas de ADN poseen a

pH alcalino, una carga negativa uniforme lo que hace que se movilicen hacia el
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anodo (Sambrook et al, 2001). Para este trabajo, todos los geles de agarosa
fueron utilizados a una concentraciéon de 1.0 %, lo que da un rango efectivo de
resolucion de 10 - 0.5 kb. Una vez separadas, las moléculas de ADN se
visualizaron con bromuro de etidio, que se intercala entre las bases de ADN y,

al iluminarse con UV, da un color naranja detectable fotograficamente.
4.3.4 PCR (Reaccion en cadena de polimerasa)

La reaccion en cadena de la polimerasa consiste en la sintesis enzimatica
in vitro de millones de copias de un segmento especifico de ADN. Las cadenas
individuales del ADN blanco son duplicadas por la Taq ADN polimerasa en cada
uno de los ciclos de la reaccién, lograndose una produccién exponencial de
millones de copias del ADN blanco. Los componentes requeridos para una PCR
son: ADN, iniciadores (oligonucleétidos) especificos que flanquean el segmento
que sirve como blanco, mezcla de desoxinucleétidos (dNTP's), buffer de reaccién

y Taq ADN polimerasa. La reaccién consta de tres pasos:

1} Desnaturalizacién (92-98°C, 30-90 segundos) en el cual se
desnaturalizan las dos cadenas complementarias de ADN blanco; 2)
Alineamiento (50-60°C, 30-60 segundos}, en el que se realiza el apareamiento
especifico entre los iniciadores y las cadenas simples del segmento de ADN
blanco desnaturalizado; 3) Extension (70-74 °C, 30-90 segundos), en ¢l que la
Taq ADN polimerasa extiende la longitud de los iniciadores apareados al ADN
blanco, al ir polimerizando los desoxinucleétidos libres, resultando en nuevas
cadenas complementarias a las dos cadenas sencillas originales (Barrera-
Saldana et al, 1993).

La secuencia completa de LYTI puede consultarse en el GenBank
(www.pubmed.com) con los codigos AF263616 y AF320626 para los alelos
LYTlay LYT1Db respectivamente, cuyo marco de lectura abierto es de 1658 pb
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que codifica para una proteina de 552 aminoacidos con un peso molecular de

61,400 Da (Manning-Cela et al, 2001). Esta secuencia fue amplificada

utilizando los oligonucleétidos LYT11A y LYT12 (tabla 2) y las condiciones de

reaccion fueron:

1 ciclo

72°C

lciclo 1 30 ciclos
|
95°C |95°C
2min 130 seg 72°C
1 60°C 2 min
|
1 30 seg

7 min

Por otra parte, la presencia de LYTI en el vector pGEX-4T-1 se verifico

utilizando los oligonucledtidos LYT11A y POR2 (tabla 2) para amplificar un

fragmento de 258 pb de LYT1 con las siguientes condiciones:

1 ciclo | 35 ciclos | 1 ciclo
95°C : 95°C :
3min 12 min 7o°c 1 7000
I 60°C 1
| 2min | 5 min
' 1 min |
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Tabla 2: Secuencias de los oligonucleétidos utilizados.

Oligonucleoétido Secuencia
LYT-12 Xho I
Antisentido, 5 GCC CTC GAG TCA ATC AGC TGC CAG CAT G 3’

L. Secuencia del nc 1935 al nc 1917 de LYT1
28 nucleétidos

LYT-11A EcoR I

Sentido, 5 GCG GAA TTC ATG CGG AAG AAAGCCGCAGC 3

Y- Secuencia del nc 276 al nc 296 de LYT1
29 nucleétidos

POR 2
Sentido, 5’ CGT GCG ACT GAGATG TCACC 3’
20 nucleétidos Secuencia del nc 238 al nc 258de LYT1

4.3.5 Métodos de purificaciéon del ADN de plasmido

e Lisis Alcalina

Se basa en la lisis de bacteria bajo condiciones en las que el pH basico lisa
la pared celular, el SDS desnaturaliza las proteinas y el NaOH desnaturaliza el
ADN cromosémico mientras que el ADN de plasmido (ADNp} se libera al
sobrenadante. A continuacién se equilibra con acetato de potasio, de manera
que el ADNp re-naturaliza mientras que el ADN cromosdémico junto con la
mayoria de las proteinas bacterianas forman complejos con el SDS y precipitan
con los iones potasio. El precipitado se elimina por centrifugacién y el ADNp
que queda en el sobrenadante se extrae con disolventes organicos y se
concentra por precipitacién con alcohol (Sambrook et al, 2001). Para consultar

la metodologia de todas las técnicas utilizadas véase el Apéndice I.
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e Método de STET-PREP

Se basa en la triple accién, del calor, de la lisozima {que degrada la pared
bacteriana y proteinas) y el detergente Tritén X100, los cuales producen roturas
en la debilitada pared bacteriana de manera que escapan ARN y ADN de bajo
peso molecular pero no moléculas grandes como el ADN cromosomico y
proteinas que quedan atrapados dentro de la pared bacteriana y son facilmente
eliminados tras una centrifugaciéon breve, mientras que el plasmido puede
recuperarse por precipitaciéon con alcohol y centrifugacion (Sambrook et al,
2001).

e Extraccion de ADNp con disolventes organicos

Se realizé utilizando una mezcla de disolventes organicos {fenol-
cloroformo-isoamilico 25:24:1). Las proteinas se desnaturalizan por el
cloroformo y el fenol y se sittian en la interfase, en la fase acuosa superior
quedan disueltos ADN y ARN y en la fase organica quedan los lipidos de
membrana. El alcohol isoamilico favorece la separacion nitida de las fases

{Sambrook et al, 2001).

4.3.6 Reaccion de Ligacion

Es la union de dos fragmentos de ADN (uno del inserto y otro del
plasmido) para formar una nueva molécula recombinante, reaccién que lleva a
cabo la T4-ADN-ligasa. Esta enzima crea enlaces entre los ADN en los extremos
5-fosfato y 3-OH en una reacciéon dependiente de ATP y Mg2+, formando un
puente fosfodiéster que une covalentemente las cadenas de ADN. Se requiere
que los extremos del ADN sean compatibles, romos con romos o cohesivos con
cohesivos, como lo fueron en este caso. Tanto LYT-1 como pGEX-4T-1 se

trataron con las enzimas de restriccion EcoR 1 y Xho 1 para favorecer la
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asociacion de los extremos complementarios EcoR 1 y Xho I vector-inserto, lo

cual se conoce como clonacién dirigida (Sambrook et al, 2001).

4.3.7 Digestion con enzimas de restriccion

Es la escision del ADN en fragmentos mas pequenos con enzimas de
restriccion que cortan los enlaces fosfodiéster del ADN de doble cadena en sitios
especificos dentro de una secuencia de reconocimiento o en un sitio adyacente
a ésta. Estos cortes producen un extremo S’-fosfato y otro 3-OH dejando como
resultado extremos romos (si se corta el ADN exactamente en el eje de simetria
de su secuencia de reconocimiento), o bien, “pegajosos” o cohesivos (si se
cortan las cadenas en lugares similares segun el eje de simetria) (Perera et al,
2002; Sambrook et al, 2001).

En el presente trabajo, las enzimas de restriccion utilizadas fueron EcoR 1
y Xho I, las cuales pertenecen al tipo I y producen extremos cohesivos, sus

secuencias de reconocimiento son:

EcoR I: GMNAATTC Xho I: Cr"'TCGAG
¥ ¥
5 .GAATTC... 3 5 .CTCGAG.. 3
33 .CTTAAG... Y 3 .GAGCTC. Y
1* 1*

Los componentes de éstas y otras reacciones enzimaticas pueden

consultarse en el Apéndice II.
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4.3.8 Transformacion

Es la transferencia de una molécula de ADN al interior de una célula
bacteriana receptora. Este proceso introduce el ADN recombinante (de la unién
in vitro del ADN vector-inserto) en las células bacterianas para llevar a cabo su
replicacién o clonacién y obtener asi un gran numero de células portadoras de
la misma molécula recombinante. En este proceso se utilizan células
competentes, es decir, que han sido tratadas previamente con Ca2* para
aumentar la permeabilidad de sus membranas al ADN y volverlas capaces de
captar el ADN extrafio y ser transformadas. Dicho tratamiento y la elevacién
momentanea de la temperatura del cultivo durante el proceso parecen ser la
causa de que la célula permita el paso de la molécula de ADN a su interior

(Perera et al, 2002; Prescott et al, 1999).

En este trabajo se utilizaron tres cepas diferentes de E. coli calcio-
competentes: a) DH10B, cepa deficiente en eventos de recombinacion y
sistemas de restriccién, disefiada para obtener altas cantidades de ADNp y
construccién de bibliotecas genémicas (Invitrogene), b) cepa SURE, que carece
de sistemas que catalizen el rearreglo y delecién en ADN eucariota, asi mismo
es deficiente en endonucleasas, enzimas de restriccibn y eventos de
recombinaciéon. Es una cepa disenada para mantener ADNp inestables y
producirlos en grandes cantidades, ademas, son resistentes a la kanamicina y
tetraciclina (Stratagene) y c¢) BL21, ideal para la expresion de proteinas
recombinantes pues posee una delecion en los genes ompT y lon que codifican
para proteasas de membrana y de citoplasma, respectivamente. También es
deficiente en enzimas de restriccion, lo que evita la degradacién de ADNp
transformante {(Amersham). Los genotipos de estas cepas pueden verse en la

tabla 3.

40



Materiales y Métodos

Tabla 3: Genotipo de las cepas de E. coli utilizadas.

Cepa E.coli Genotipo

DH10B F> mcrA A{mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74
recAl endAl araAl139 Afara, leu)7697 galU galK A-
rpsL (StrR) nupG

SURE €l4—(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr-)171 endAl
supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB recJ shcC
umuC::TnS (Kan') uvrC [F~ proAB lacl4d Z A M15
TnlO (Tetl)].

BL21 F—, ompT, hsdS {r g—, mp -), gal, dcm

4.3.9 Seleccién y detecciéon de recombinantes

Los plasmidos ya mencionados otorgan resistencia a ampicilina, por lo
que todas las células transformadas fueron resistentes a este antibiético y
seleccionadas en el cultivo haciéndolas crecer en presencia de dicho agente,
obligando a las células no transformadas a morir.

Sin embargo, la produccién del ADN recombinante {vector + inserto)
puede generar ademas dos subproductos tales como plasmido recircularizado
sin inserto y con inserto por lo que hay que distinguir entre ambos tipos de
tranformantes {Perera et al, 2002); para lo que se aisl6é el ADNp y se analizo su
patron de restriccion en gel de agarosa 1% para confirmar las colonias

positivas.

Los pasos experimentales seguidos para lograr la construccién de nuestro
vector de interés pGEX-4T-1-LYT1, que nos permitiria llevar a cabo la expresion

de la proteina de fusion GST-LYT1p, se muestran en el diagrama 4.3.10.
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4.3.10 Diagrama de la construccion del vector
pGEX-4T-1-LYT1

< PCR > |LYT-1 1658pb| Inserto
dATP
Taq ADN pPGEM-T-Easy
polimerasa FEETEETS
5 3 £ v, = A\
AAAA... ~ e §
{3015 pb
..AAAA S o i
¥ {/ ) Bt }'/
T4 ADN ligasa
pGEM-:I' Easy
A. " ;
F4 ’.f o
EcoR | | 4692pb) |LYT!
Xho | \
T
iy
l N )!/D\’
Vector de clonacion
EcoR |
LYT1 1658 pb
s P? Ixnoi
| ;
T4 ADN ligasa Vector de expresion
PGEX4T-1LYT1
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4.3.11 Electroforesis de proteinas PAGE-SDS

La matriz de gel de poliacrilamida se prepara por una polimerizacion
iniciada por radicales libres generados por persulfato de amonio y TEMED; la
acrilamida se polimeriza linealmente mientras que la bisacrilamida sirve como
agente de union para formar una matriz tridimensional. Las proteinas a
analizar son hervidas a 100°C en presencia de SDS (desdobla la proteina en sus
péptidos constitutivos y los carga negativamente} y p-mercaptoetanol (que
rompe los puentes disulfuro). El desplazamiento de las proteinas a través del
gel de poliacrilamida en un campo eléctrico, dependera de su tamarno molecular
(Sambrook, 2001; Wilson, 2000). En este trabajo se utilizaron geles de

poliacrilamida al 10% que fueron tenidos con Azul Brillante Coomassie.
4.3.12 Western Blot

Una vez que las proteinas se separaron por electroforesis en PAGE-SDS
segiin su tamarfio molecular; se transfirieron desde el gel de poliacrilamida a
unas membranas de nitrocelulosa. Las proteinas se detectaron
inmunolégicamente incubando la membrana, primero, con un anticuerpo
primario especifico contra la proteina de interés, en este caso, anti-GST.
Posteriormente, se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa y contra la especie en la que se ha producido el primero (anti-raton
en este caso). Este segundo anticuerpo se pega al primero y el conjugado
enzimatico permitira visualizar todo el complejo proteina— Ab primario — Ab
secundario — enzima; cuya localizacién se revelo al incubarlo con el reactivo
comercial ECL (Amersham Biosciences), el cual contiene luminol que al ser
oxidado por la peroxidasa produce una senal de color visible que puede
detectarse sobre una pelicula radiografica. La presencia de bandas coloreadas
nos indico la posicion de la proteina de interés {Amersham, 2002; Sambrook,

2001; Wilson, 2000).
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5. Resultados Experimentales

5.1 Amplificaciéon por PCR de la secuencia que codifica para LYT1p
usando como templado pBS+LYT1b (4.3 kb) y los oligonucleétidos LYT-11-A y
LYT-12. Como se muestra en la figura 10 se obtuvo el producto de PCR
esperado de 1658 pb. Este producto de PCR se utilizé posteriormente para su
clonacion en el vector pGEM-T-Easy.

pb

5090
3054
2036
1636

1658 pb

FIGURA 10. Amplificacién por PCR de la secuencia que codifica para
LYT1lp. M, marcador de peso molecular de 1 kb (Gibco); 1, producto de
amplificacion de PCR de LYT-1 (1658 pb).
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5.2 El producto de PCR anterior se ligd al vector comercial pGEM-T-
Easy como se describe en Materiales y métodos. Una vez realizada la ligaciéon
pGEM-T-Easy-LYT1, ésta se utilizd para transformar células calcio
competentes E. coli DH10B, obteniéndose colonias blancas (que contienen el
inserto) y azules (que poseen sélo el vector) al ser seleccionadas en agar LB +
amp+ [PTG + X-gal. Los resultados se muestran en la tabla 4 en donde se
observa que el 5% de las colonias resistentes a ampicilina fueron blancas y
por lo tanto conteniendo el inserto.

TABLA 4. Numero de colonias obtenidas de la ligacién pGEM-T-Easy-LYT]

Colonias No.colonias %

Azules 480 95.0%
Blancas 24 5.0 %
Total 504 100 %

5.3 Para verificar si las colonias resistentes a ampicilina blancas
obtenidas anteriormente efectivamente contenian el inserto de interés, se
analizé su patrén de restriccion. Para ello se realizé la extraccion de ADNp por
el método de STET de las colonias seleccionadas y su digestién con Xho I y
EcoR 1 para liberar la secuencia de LYTI. En la figura 11 se muestra el
resultado en donde se aprecian dos bandas: una de 3015 pb correspondiente
al vector pGEM-T-Easy y la otra de 1658 pb correspondiente a LYTI. Se
analizaron 16 colonias blancas, de las cuales sélo 5 fueron positivas,
correspondiendo esto a una eficiencia de clonacién del 31% (tabla 5). Dos de
las colonias liberaron una banda de un tamafno no esperado de
aproximadamente 1400 pb (figura 11 carriles 4 y 6) posiblemente como
resultado de una recombinacion.
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M 1 2 3 4 5 6 7

5090
4072
3054 3.0 kb
2036
1636 1.6 kb

FIGURA 11. Extraccién de ADNp de las colonias blancas resistentes a
ampicilina y su digestiéon con Xho I y EcoR 1. Como se puede observar todas
son positivas a excepcién de las clonas 13 y 16 (pozos 4 y 6 respectivamente},
que exhiben un patréon de restriccion diferente al esperado. M, marcador de 1
kb (Biolabs); 1, clona 3; 2, clona 4; 3, clona 5; 4, clona 13; 5, clona 14; 6,
clona 16; 7, clona 17.

TABLA 5. Numero de colonias blancas obtenidas de la misma ligacion.

Colonias blancas No. colonias % % colonias analizadas
Totales 24 100% --
Analizadas 16 67 % 100 %
Positivas S 21 % 31 %
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5.4 Una vez que se obtuvo la clonacién exitosa de la secuencia que
codifica a LYT1p (pGEM-T-Easy-LYT1) se realizé su subclonacion al vector de
expresion pGEX-4T-1 con la finalidad de obtener el péptido de fusion GST-
LYT1p. Para ello, primero se realizé la extraccién de ADNp por lisis alcalina de
los plasmidos pGEX-4T-1, pGEX-4T-2 y pGEM-T-Easy-LYT1 (figura 12). Como
se puede ver por analisis en gel de agarosa el ADNp se extrajo exitosamente
observandose el peso molecular y patron de corrimiento esperados.

FIGURA 12. Lisis alcalina de pGEX-4T-1, pGEX-4T-2 y pGEM-T-Easy-
LYT1. M, marcador 1 kb (Biolabs); 1 y 2, pGEX4T-1; 3y 4, pGEX-4T-2; Sy 6,
pGEM-T-Easy-LYT1 clona 5.

5.5 Para preparar el vector e inserto para la construccion de pGEX-4T-
1-LYT1 primero se realizo la digestion de los plasmidos pGEX-4T-1 y pGEM-T-
Easy-LYT1 con la enzima Xho I (figura 13). Como puede verse en los
resultados el vector pGEX-4T-1 (4969 pbj se linearizo ya que sélo contiene un
sitio de reconocimiento para la enzima. En el caso de pGEM-T-Easy-LYT]I
también se obtuvo una sola banda de 4692 pb como se esperaba ya que el
sitio para Xho | se encuentra en una de las secuencias flanqueantes de LYTI,
confirmando que pGEM-T-Easy-LYT1 efectivamente contiene LYT] ya que el
esqueleto del vector no posee dicho sitio.
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FIGURA 13. Reaccion de digestion con la enzima Xho1 de pGEX-4T-1
y pGEM-T-Easy-LYT1. M, marcador 1 kb (Biolabs); 1, pGEX-4T-1; 2, pGEX-
4T-2; 3, pGEM-T-Easy-LYT1.

5.6 Posteriormente las digestiones anteriores se sometieron a una
segunda reaccién de digestion con la enzima EcoR 1 (figura 14). Los vectores
pGEX se observan como una banda de aproximadamente 5.0 kb ya que los
sitios EcoR 1y Xho I se encuentran muy cercanos (carriles 1 y 2}. En el caso
de pGEM-T-Easy-LYT1 se observan 2 bandas: una de 3.0 kb correspondiente
al vector pGEM-T-Easy, y otra de 1.6 kb correspondiente a LYTI (carril 3).

M 1 2 3

5.0kb
3.0 kb

1.6 kb

FIGURA 14. Reaccién de digestién con la enzima EcoR 1. M, Marcador
1 kb (Biolabs); 1, pGEX-4T-1; 2, pGEX-4T-2; 3, pGEM-T-Easy-LYT1.
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5.7 Los ADN de interés anteriores correspondientes al vector
linearizado (pGEX4T-1 y pGEX-4T-2) y al inserto (LYT1) se purificaron con el
kit Quia quick de Quiagen con el fin de eliminar contaminantes de reacciones
anteriores y prepararlos para la siguiente ligacion. Como se observa en la
figura 15, en el caso de los vectores pGEX puede observarse una banda de 5.0
kb como se esperaba (carriles 1 y 2); mientras que LYT1 se observa como una
banda de 1658 pb (carril 3} ya totalmente separada del vector pGEM-T-Easy.

M 1 2 3

5.0 kb

4072
3054
2036
1636

1018

FIGURA 15. Purificacién de los ADN de la figura anterior con el kit
Quia quick de Quiagen. M, marcador 1 kb; 1, pGEX-4T-1 (4969 pb); 2, pGEX-
4T-2 (4966 pb); 3, LYT-1 (1658 pb).

5.8 Una vez que se obtuvieron el vector e inserto digeridos y
purificados se realizo la ligacién como se describi6 en Materiales y métodos.
Posteriormente, la ligacion pGEX-4T-1-LYT1 se utilizd para transformar
células calcio competentes E. coli DH10B sembradas después en agar LB +
ampicilina. Como se muestra en la tabla 6 se obtuvo una eficiencia de
clonaciéon del 100% ya que de las 20 colonias analizadas resistentes al
antibiético, las 20 contenian el inserto como se muestra en el siguiente inciso
(figura 16-A 'y 16-B).
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Tabla 6. Eficiencia de la transformacién con la ligacién
pGEX-4T-1-LYT1

Colonias No. colonias % % de colonias
positivas
Colonias 20 1.84% 100%
seleccionadas
Colonias positivas 20 1.84% 100%
Colonias totales 1085 100% -

5.9 Se realizoé una doble digestion con las enzimas Xho [ y EcoR I del
ADNp de 20 colonias resistentes a ampicilina, extraido por el método de
STET-PREP para identificar las clonas positivas (conteniendo pGEX-4T-1-
LYT1). Tras esta reaccion se obtuvieron 2 bandas: una de ~5.0 kb
correspondiente a pGEX-4T-1 y otra de 1.6 kb correspondiente a LYTI, tal
como se muestra en las figuras 16-A (clonas 1-15) y 16-B (clonas 16-20),
indicando que se obtuvo exitosamente la construcciéon deseada de pGEX-4T-
1-LYTI1.

M 12 34546 7 8 9101112131415M

pb

5090

4072 4969
pb

3054

2036

1636
1658
pb

FIGURA 16-A. Doble digestion con las enzimas EcoR 1 y Xho 1 de las
colonias positivas obtenido por STET-PREP. M, marcador 1 kb; 1-15, ADNp de
pGEX-4T-1-LYT1 de las clonas 1-15.
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M 1617 18 19 20

pb 4969
5090 pb
4072
3054

1658
2036 pb
1636

FIGURA 16-B. Doble digestién con las enzimas Xho I y EcoR I del
ADNp de las colonias positivas obtenido por STET-PREP. M, marcador 1 kb,
16-20, ADNp de pGEX4T-1-LYT1 de las clonas 16-20.

5.10 De manera simultanea, las muestras de ADN de las colonias
positivas se analizaron por PCR amplificando un segmento de 258 pb de LYT1
utilizando los oligonucledtidos LYT11A y POR2, confirmandose asi la
presencia de LYT1 en el vector. En la figura 17 se muestra el ADN amplificado
de 3 de las colonias positivas con la construcciéon pGEX-4T-1-LYT1 (no. 6, 10

15).
y19) M 1 2 3 45
pb

2072

600
500
400
300
200
100

258 pb

FIGURA 17. ADN de las colonias positivas pGEX4T-1-LYT1 no. 6, 10y
15, en las que se amplificé un segmento de 258 pb por PCR. M, marcador 100
pb; 1, pGEX-4T-1; 2, pGEM-T-Easy-LYT1 clona 5; 3, pGEX-4T-1-LYT1 clona
6; 4, pGEX-4T-1-LYT1 clona 10; 5, pGEX-4T-1-LYT1 clona 15.
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5.11 Para seleccionar la cepa de E. coli mas conveniente para la
expresion de la proteina de fusion GST-LYTlp se transformaron 3 cepas
diferentes con las construcciones pGEX-4T-1-LYT1 no. 6 y no. 10: E. coli
DH10B, SURE y BL21.

Tras la extraccién del ADNp por medio de lisis alcalina y su digestion
con EcoR1y Xho!l (figura 18) se pudo observar que el ADNp extraido de las
cepas DHIOB y SURE presentan el patréon caracteristico observado
anteriormente (2 bandas, una de 5.0 kb y otra de 1.6 kb); sin embargo no
ocurre asi con el ADNp extraido de la cepa BL21, en el que se observa un
patron de restriccion diferente, lo que nos sugiere que se llevaron a cabo
eventos de recombinacion.

DH10B SURE BL21

M 6 6 1515 6 6 15 15 6 6 15 15

E DE DE DE DE DE D

FIGURA 18. Extraccion de ADNp por medio de lisis alcalina y su
digestion con EcoR 1y Xho I de 2 colonias bacterianas: pGEX-4T-1-LYTI no. 6
y 10 introducidos cada uno en 3 cepas diferentes de E.coli DH10B, SURE y

BL21. M, marcador de peso molecular; E, ADNp extraido sin digerir; D, ADNp
digerido; 6, pGEX4T1-LYTI clona 6; 15, pGEX4T1-LYT1 clona 15.
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5.12 Para realizar el analisis de expresion de la proteina de fusion, se
realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida de extractos de proteinas, se
puede apreciar la proteina GST con un peso molecular esperado de 26 kDa
(figura 19-A); mientras que las proteinas GST-LYT1p no. 6 (figura 19-A) y no.
15 (figura 19-B) aparecen como proteinas menores (~30 kDa) al peso
molecular esperado de 87 kDa; sin embargo, son de mayor tamafnio que GST
sola (26 kDa), como se muestran tanto en los extractos totales de proteinas de
la bacteria, como las proteinas purificadas mediante las perlas de Glutation-
Sepharosa 4B (GS-4B).

GST GST-LYT1p#6

A A
4 A N
M To Po Tl Pl To Po T1 PI1

kDa
175
83
62
47.5
GST-LYT1p6
32.5 ~30 kDal

25

GST (26 kDa)

FIGURA 19-A. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las proteinas
GST y GST-LYT1p6. M, marcador de peso molecular (Biolabs); To, extracto
celular total antes la induccién con IPTG; Po, purificaciéon de proteinas con
GS-4B antes de la induccidon; T1, extracto celular total después de la
induccion con IPTG; P1, purificacién de proteinas con GS-4B después de la
induccion.
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GST-LYT1p#15

~

M To Po T1 Pl

kDa
175

83
62
47.5

325
GST-LYTlp 15

25 (~30 kDal

FIGURA 19-B. Electroforesis en poliacrilamida de la proteina
GST-LYT1pl5. M, marcador de peso molecular (Biolabs); To, extracto celular
total antes la induccion con IPTG; Po, purificacion de proteinas con GS-4B
antes de la induccion; T1, extracto celular total después de la induccién con
[PTG; P1, purificacién de proteinas con GS-4B después de la induccion.

5.13 Para corroborar nuestro resultado anterior se realizé un analisis
por Western-Blot con anticuerpos anti-GST de las proteinas GST y GST-
LYT1p 15 {figura 20). Las bandas correspondientes a 26 kDa se identificaron
como GST, mientras que las bandas de aproximadamente 30 kDa
corresponden a la proteina de fusién.

GST GST-LYT1plS
T P T P

175

83
62

kDa 47.5
32.5
25

16 5

FIGURA 20. Western-Blot de las proteinas GST y GST-LYT1p 15;
indicandose la posicién de los marcadores de peso molecular. T, extracto total
celular; P, purificacién de proteinas con GS-4B.
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5.14 Para evaluar si el resultado anterior es consecuencia de algan
evento de recombinaciéon como el observado previamente (figura 18), se
analiz6 el patrén de restriccién con EcoR 1y Xho I de pGEX-4T-1 y pGEX-4T-
1-LYT1 (figura 21), el cual nos indica que aparentemente no volvieron a
presentarse eventos de recombinacién ni antes ni después de la induccion
con IPTG comprobando la estabilidad del inserto en la cepa E. coli SURE.

pGEX4T-1 pGEX4T1-LYT1#6 pGEX4T1-LYT1#15

A A A
r N\ 7 N 7 N\
Eo Do El1 D1 Eo Do El DI Eo Do E1 D1 M

FIGURA 21. Extraccién de pGEX4T-1-LYT1 de los cultivos bacterianos
utilizados para la expresion de proteinas y su digestion con las enzimas antes
utilizadas. M, marcador de peso molecular; Eo, ADNp extraido (antes de la
induccion); Do, ADNp digerido (antes de la induccion); E1, ADNp extraido
(después de la induccién); D1, ADNp digerido (después de la induccion).
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6. DISCUSION

Uno de los objetivos de este trabajo fue el de insertar la secuencia
LYT1 en el plasmido pGEX-4T-1, lo cual nos permitiria expresar la
proteina de fusion GST-LYT-1p. Con el fin de aumentar las probabilidades
de éxito de la clonacién de LYT-1 en dicho vector se recurrié al vector para
clonacion de productos de PCR pGEM-T-Easy. El analisis de las colonias
positivas al antibiético y a la utilizacién de X-gal indicé una eficiencia de
clonacion del 31% (tabla 5). Posteriormente la subclonacién del fragmento

de LYTI a pGEX4T-1 dio una eficiencia del 100% (tabla 6).

Para confirmar que obtuvimos la construccién deseada, las clonas
positivas de pGEM-T-Easy-LYT! fueron analizadas por su patrén de
digestién con la enzima Xho [, y la combinacién Xho I y EcoR I. Ya que el
vector pGEM-T-Easy no contiene sitios de restriccion para Xho 1
unicamente aquellas colonias conteniendo el inserto (pGEM-T-Easy-LYT1)
liberaron el fragmento de 1658 pb correspondientes a la secuencia de LYTI
(figura 11). De igual manera la sub-clonaciéon de la secuencia de LYTI a
pGEX4T-1 se identificé por el patron de restriccion de las colonias (figura
16 Ay B) y se corroboré por PCR amplificando un fragmento de 258 pb de
la secuencia de LYTI utilizando como templado el ADNp de 3 clonas
positivas escogidas al azar y los oligonucleétidos LYT11A y POR2 (figura
17).

La construccién anterior fue utilizada para expresar el péptido de
fusion GST-LYT1p en células E. coli BL21. Esta cepa bacteriana es la de
eleccion para la expresion de proteinas recombinantes ya que es capaz de
minimizar eventos de degradaciéon proteica. Sin embargo, nuestros
resultados mostraron la expresiéon unicamente de GST. Al analizar la
estabilidad de nuestro inserto en esta cepa bacteriana encontramos que €l
plasmido pGEX-4T-1-LYT1 recombiné. Este resultado no es sorprendente

ya que en trabajos previos hemos encontrado que LYT1p parece tener un
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efecto téxico en la bacteria ya que no sélo afecta la curva de crecimiento
sino también tiende a recombinar frecuentemente. Por lo anterior otro de
nuestros objetivos fue el de determinar la cepa de E. coli mas conveniente
para la expresion de la proteina de fusion GST—LYTlp, asi que se probaron
3 cepas: DH10B, SURE y BL21. E. coli BL21 no estad disenada para
disminuir eventos de recombinacion a diferencia de las otras dos cepas
utilizadas. Nuestros resultados indicaron que E. coli BL21 fue la Uunica
cepa bacteriana en donde recombiné el plasmido pGEX-4T-1-LYT1 como
se evidencia por su patron de restricciéon con las enzimas EcoR [ y Xho I
(figura 18). Este resultado sugiere que posiblemente la recombinacién de la
secuencia de LYT] se deba a un intento de la bacteria por eliminar el dano

que podria producirle el producto de su expresion (LYT1p).

En las figuras 19-A y 19-B se aprecian las proteinas GST, GST-
LYT1p clona 6 y GST-LYT1p clona 15 antes y después de la induccion con
IPTG en la cepa SURE. Tal y como se esperaba, podemos ver el
enriquecimiento de las bandas de dichas proteinas tras la induccién de la
expresion. En ningin caso observamos una banda especialmente
enriquecida antes de agregar el IPTG, ni en los extractos totales de
proteinas de la bacteria ni en las muestras purificadas con perlas
Glutation-Sepharosa 4B (GS-4B). En el caso de GST, se aprecia una
proteina de 26 kDa correspondiente al peso molecular reportado; sin
embargo, en el caso de las proteinas de fusion GST-LYT1p obtuvimos una
banda de aproximadamente 30 kDa que no corresponde al peso esperado
de 87 kDa. Con el ensayo de Western-Blot de GST y GST-LYT1p de la
clona 15 se verifico la identidad de las mismas y las observaciones ya
realizadas en los geles PAGE-SDS: la banda de 26 kDa corresponde a GST,
mientras que la banda de ~30 kDa corresponde a una proteina de fusién
de menor tamarno al esperado (figura 20).

Para verificar que esto no fue resultado de un evento de

recombinaciéon del plasmido, como lo observado anteriormente en BL21,
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evaluamos la estabilidad de nuestro inserto. Los resultados demostraron
una estabilidad de nuestro inserto en las clonas analizadas de manera
paralela a los experimentos de expresion (figura 21). Existen varias
explicaciones posibles al resultado obtenido las cuales se describen y
discuten a continuacién:

(1) Que el marco de lectura de traduccién de LYT-1 no se encuentre
en fase, lo que daria lugar a codones de paro en la parte inicial de la
secuencia clonada de LYT-1 y que causarian una terminacién prematura
del producto. Por supuesto es necesario secuenciar en un futuro cercano
las construcciones pGEX4T-1-LYT1 para poder descartar o verificar esta

posibilidad.

(ii) Que la proteina de fusioén sufra un efecto proteolitico que se lleve
a cabo por proteasas bacterianas (recordando que E.coli SURE no es
deficiente en las mismas) que sirven como un mecanismo de proteccién
contra proteinas ajenas a la célula sobre todo si la proteina de fusion es
toxica, ya sea por si misma, o debido a su intercalacion en las membranas
bacterianas como ocurre en el caso de proteinas grandes como GST-LYT1p
(Sambrook et al, 2001; Halbhuber et al, 2003). Existen algunos reportes
(De Marco et al, 2004; Ménard et al, 2004) en los que también se obtienen
proteinas de fusién truncadas y con el fin de detener esta degradacién se
recurre en conjunto a diferentes inhibidores de proteasas y cepas
deficientes en las mismas, aunque por causas desconocidas, estas

estrategias no fueron suficientes para detener los efectos proteoliticos.

(i) Que al igual que otras proteinas de fusion, GST-LYT1p sufra un
proceso de protedlisis espontanea, ya que por trabajos previos del
laboratorio se sabe que LYT1p es una molécula altamente inestable y labil.

Aunque existe gran discrepancia al respecto, algunos autores
consideran que el sitio de reconocimiento para trombina que une a GST

con LYT1lp es un sitio sumamente fragil que puede romperse con gran
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facilidad produciendo una proteina de fusién truncada (De Marco et al,
2004). Como se ha propuesto en algunos reportes (De Marco et al, 2004;
Ménard et al, 2004), la alta sensibilidad a la degradacion de las proteinas
de fusiéon podria también deberse a la existencia de otros sitios altamente
susceptibles de protedlisis dentro de la secuencia de las proteinas de

interés fusionadas a GST, tal como LYT1p.

(ivy Otro de los problemas al expresar proteinas eucariotas en
bacterias es la estabilidad de las mismas. Ademas, se sabe que en muchas
ocasiones las proteinas de fusion > 100 residuos son generalmente toxicas
e inestables dentro de la bacteria y forman cuerpos de inclusién
(agregados insolubles de la proteina de fusién) (Sambrook et al, 2001).
Esta inestabilidad puede deberse entre otras causas: a) al plegamiento
incorrecto del polipéptido en un ambiente intracelular mas reducido,
existiendo casos en los que s6lo la parte correspondiente a GST se pliega
no asi la parte correspondiente a la proteina de interés, que es degradada
al ser mas accesible a las proteasas; b) a la ausencia de modificaciones
postraduccionales dentro de la bacteria que modifican la polaridad de la
proteina (Mercado-Pimentel et al, 2002; Ausubel, 1999), o c) a que LYTl1p,
como otras proteinas que interactiian con membranas (De Marco et al,
2004), necesita estas interacciones con otras proteinas o membranas para
estabilizarse y que no encuentra en la célula procariota. Por otra parte, la
unién inestable del ARNm de fusién a los ribosomas se ha considerado
también como una causa de la obtencion de proteinas truncadas (Ausubel,
1999).

Aun no existe un método infalible para incrementar la eficiencia de
producciéon de proteinas de fusion en E. coli o bien, para mejorar el
plegamiento de las mismas o prevenir su agregacion, desnaturalizacion o
degradacion en un ambiente que no es el propio, por lo que existen
numerosos obstaculos para una produccién y purificacion exitosas de la

proteina de interés (Sambrook et al, 2001). Asi mismo, existen varios
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parametros experimentales que deben ser determinados de forma
empirica para cada proteina de fusién en particular, tales como: a) la
temperatura de cultivo 6ptima, b) tiempo de induccidn, ¢} densidad celular
a la hora de la induccién, d) la cepa bacteriana mas adecuada, €) cantidad
de IPTG para la induccidén, etc., los cuales influyen notablemente en la

produccién de la proteina de fusion (Saluta y Bell, 1998).

Como se discute anteriormente son varias las posibles causas para
obtener una proteina de fusién truncada en un sistema bacteriano, sin
embargo, es necesario primero verificar la secuencia de nuestras clonas
para evaluar y descartar la posibilidad de un error en la construccion y asi
entonces poder abordar las otras posibles causas o estrategias alternas
para la exitosa expresion de nuestra proteina de fusién y continuar con los
experimentos posteriores que nos lleven a continuar con la caracterizacion
de LYT1p.

Continuando con estas investigaciones sobre LYT1lp, una de las
perspectivas es la de identificar la localizacién de esta proteina dentro del
parasito mediante anticuerpos a-LYT1p, asi como, identificar las
moléculas que pudieran interactuar con ella formando complejos que
posiblemente sean necesarios para realizar sus funciones en el proceso de
infeccién y cambio de estadio del parasito. Para tal fin, el péptido truncado
obtenido una vez separado de la proteina GST podria ser utilizado como
antigeno para la produccién de dichos anticuerpos. Por otra parte, para
realizar los ensayos de coprecipitacién de proteinas (Pull-Down) no seria
posible utilizar el péptido truncado ya que para formar complejos proteicos
generalmente se requiere de la proteina completa. En el caso de que esto
no sea posible en un sistema de expresiéon en bacterias una estrategia
alternativa seria realizar la transcripcion y traduccion in vitro de LYT1 a

partir de la construccion pGEM-T-Easy-LYT1.
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7. CONCLUSIONES

La clonacién de la secuencia LYT1 en el vector de expresion pGEX4T-1

se realizé de manera exitosa y con una alta eficiencia.

Las cepas de E. coli DH10B y SURE fueron capaces de mantener la
estabilidad del inserto LYT'1 y de llevar a cabo la expresién incompleta

de la proteina de fusion GST-LYT1p a diferencia de la cepa BL21.
Se logré la producciéon de una proteina de fusiéon GST-LYTIlp

incompleta, que presenta el peso molecular de 30 kDa a diferencia de

el peso molecular esperado de 87kDa.
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Apéndice I Técnicas utilizadas

Apéndice I: Metodologia de las técnicas utilizadas
I Lisis Alcalina

1. Cultivar en 10 ml de medio Luria Broth + ampicilina (100 pg/ml) la cepa

de interés a 37°C, agitando a ~200 rpm toda la noche

Centrifugar los 10 ml de cultivo a 4,000 rpm por 10 minutos

Con los tubos dentro de hielo, resuspender la pastilla de bacterias en 200

pl de la solucion I, agitar en vortex

Agregar la solucion II (400 pl), invertir 5 veces

Rapidamente agregar la solucién III (300 pl), incubar de 3-5 min en hielo

Centrifugar a 12,000 rpm por 5 min a 4°C

Pasar el sobrenadante a otro tubo y agregar 2 ul de RNAsa 10 mg/ml por

2 horas

Extraer con fenol-cloroformo-isoamilico y centrifugar como en 6

9. Recuperar la fase superior y adicionar 600 pl de isopropanol € incubar 10
minutos a TA

10. Centrifugar 5 minutos a 12,000 rpm a 4°C

11. Lavar la pastilla de ADN con etanol frio al 70%, centrifugar como en 10

12. Resuspender la pastilla en 25-50 pl de buffer TE

W

Noo ke

SOLUCIONES (concentraciones finales)

SOL I: glucosa 50 mM, Tris-Cl (pH 8.0) 25 mM, EDTA 10 mM.
SOL II: NaOH 0.2 N, SDS 1%

SOL III: KAcO 5 mM, ac. acético glacial

Buffer TE: Tris-HCl 10 mM, pH 8.0 , EDTA 1 mM

Mezcla fenol: cloroformo: isoamilico 25:24:1

II. Transformaciéon de Células Competentes

1. Colocar en un tubo de vidrio estéril 100 pl de soluciéon TFB Il y 10-20 pl
de la ligacién

2. Anadir 50 pl de células calcio competentes

3. Mezclar muy cuidadosamente y colocar en hielo por 20 minutos sin
mover

4. Dar un choque térmico a las células por 90 seg en bafio de agua a
exactamente 42°C

5. Dejar enfriar y anadir 1 ml de medio LB, incubar 1 hora a con agitaciéon a
~200 rpm a 30- 37°C

6. Plaquear toda la transformacion en cajas Petri de agar Luria-ampicilina
(o bien, en Luria + amp + IPTG + X-gal) segiin sea €l caso

7. Incubar las cajas Petri toda la noche a 37°C
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Los pasos 1-2 realizar en cuarto frio con material y soluciones frias
TFB II: 10mM MOPS (pH 7.0); 75 mM CaCly, 10 mM KCl, 15% glicerol.

1.  STET-PREP

1. Colocar 5 ml de LB + amp (100 ug/ml) en un tubo estéril e incular con la
colonia a analizar

2. Incubar a 37°C, con agitacién a 200 rpm, toda la noche

3. Centrifugar 1.5 ml de cada cultivo en un tubo eppendorf y centrifugar a
12,000 rpm 1 min a TA

4. Retirar sobrenadante, y repetir paso 3

S. Resuspender la pastilla en 350 pl de solucion STET

6. Afiadir 25 pl de lisozima recién preparada (10 mg/ml, resuspendida en
Tris 10 mM pH 8.0)

7. Colocar los tubos en bano de agua hirviendo por 40 segundos exactos

8. Dejar enfriar y centrifugar a 12 000 rpm, 10 minutos a TA

9. Recuperar sobrenadante en otro tubo y anadir: 40 ul de NaAcO 2.5 M (pH
5.2) + 400 pl de isopropanol. Mezclar bien e incubar S min a TA

10. Centrifugar la pastilla de ADN a 12,000 rpm, a 4°C por 5 minutos

11. Retirar el sobrenadante y desechar

12. Anadir 1 ml de etanol 70% frio y centrifugar como en 10

13. Retirar sobrenadante y desechar

14. Resuspender en 20-50 ul de TE pH 8.0

Solucion STET (conc.final): NaCl 0.1 M, Tris-Cl (pH 8.0) 10 mM, EDTA 1 mM
y Triton X100 5%.

IV.  Electroforesis en agarosa

1. Preparar la agarosa 1% en Buffer TBE o TAE (0.5X)

2. Colocar el gel en el molde y esperar a que gelifique

3. Colocar el gel en la camara de electroforesis y anadir buffer TBE o TAE
segun se requiera

4. Cargar el gel con las muestras

S. Correr 30 — 45 minutos a 100 V

6. Teiir el gel con Bromuro de etidio por 6 minutos, lavar con agua por 20
minutos

7. Observar en el transiluminador con luz UV

TAE 1X: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM
TBE 1X: Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM
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V.

10.
11.
12.

VI

O o N

10
11.

Extracciéon de ADN de geles de agarosa

Cortar el fragmento de ADN del gel de agarosa (corrido en buffer TAE a
50 Volts)

Pesar el gel en un tubo. Afadir 3 volumenes de Buffer QG por 1 volumen
de gel (100 mg~100 ul)

Incubar a 50°C por 10 minutos

Tras la disolucién completa del gel, checar que el color de la mezcla sea
amarillo

Anadir 1 volumen de gel de isopropanol y mezclar

Colocar una columna de separacion en un tubo colector de 2 ml

Colocar la muestra en la columna y centrifugar por 1 minuto a 12 000
rpm

Descartar el colectado en el tubo y colocar la columna en el tubo de
nuevo

Para lavar, anadir 0.75 ml de buffer PE a la columna y centrifugar 1
minuto

Descartar lo colectado y volver a centrifugar la columna 1 minuto mas
Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1.5 ml

Para eluir el ADN, anadir 30-50 ul de Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5)
o H20 y centrifugar 1 minuto

Induccién y purificacién de la proteina de fusién

Inocular ~ 5 ml de medio LB + Amp (100 ug/ml) + Inhibidor de proteasas
Complete 1X (Roche) con la bacteria transformada con el ADN
recombinante (pGEX-4T-1-LYT1). Colocar también como control bacteria
con pGEX-4T-1. Incubar toda la noche a 30°C en agitacioén

A 30 ml de medio + Amp + Inhibidor de proteasas Complete 1X agregar
100 ul del cultivo anterior por cada 5 ml. Incubar a 30°C con agitacion
constante

Tomar una muestra del cultivo al llegar a una DOegoo= 0.5

Agregar IPTG a una concentracion final de 1 mM y seguir incubando por
8 horas

A la pastilla de bacterias adicionar (para 1 L de cultivo) 60 ml de STE frio
+ lisozima a una concentracion final de 100 ug/ml + Complete 1X,
resuspender

Incubar 15 minutos a 4°C

Adicionar 3 ml de DTT-STE 100 mM

Adicionar 9 ml de sarcosil-STE al 10%

Agitar con vortex S seg

Sonicar hasta que desaparezca la turbidez

Centrifugar 30 min a 10 000 rpm, 4°C
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12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.

Recuperar el sobrenadante y adicionar Tritén X100-STE 10% para una
concentracion final de 2-4 %

Agregar las perlas Glutatiéon-Sepharosa (50% segun instrucciones del
fabricante, 2 ml por cada 100 ml de cultivo) y dejar interaccionar 2 horas
a TA en agitacién constante

Centrifugar a 500g por 5 min a 4°C

Retirar sobrenadante y agregar 10 volumenes de PBS 1X frio y mezclar
Centrifugar 5 minutos a 500g y 4°C, retirar sobrenadante

Repetir 2 veces pasos 15y 16

Agregar 1 volumen de perlas de buffer de elucién con glutatién
Interaccionar con agitacién constante 20 min a TA

Centrifugar 500g, transferir sobrenadante a un tubo limpio

Adicionar nuevamente buffer de elucién y repetir pasos 19 y 20 para
obtener un total de 3 eluciones conteniendo la proteina de interés

Tomar una alicuota, agregar Buffer para corrimiento de proteinas y
checar la muestra en gel PAGE-SDS

STE: Tris-Cl 10 mM pH8.0, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM pH 8.0
Buffer elucién:  Tris 50 mM pH 8.0 y glutatién reducido 5-10 mM
Complete: 1 tableta disuelta en 2 ml HRO pH 7.0

PBS 1X: NaCl 140 mM, KCIl 2.7 mM, NapyHPO4 10 mM,

VIL

W

X NOoO

KH,PO4 1.8 mM. pH 7.4

PREPARACION DEL GEL PAGE-SDS

Preparar la mezcla del gel separador de poliacrilamida a la concentracién
deseada (10% en este caso)

Verter en los vidrios para gel la mezcla de PAGE-SDS

Agregar ~1 ml de isopropanol para sellar €l gel

Retirar el isopropanol una vez polimerizado el gel y colocar el gel
concentrador y dejar polimerizar

Se adiciona el buffer de corrida 1X a —4°C

Se carga el gel con las muestras. Se corre a 100 V por ~2 horas

Lavar el gel con agua destilada y se tifie con azul de Coomasie

Se retira el colorante y se sumerge ahora en solucién destenidora

Solucion Acrilamida-Bisacrilamida 30% (92% Acrilamida)

Buffer de corrida: Glicina 250 mM, Tris 25 mM, SDS 0.1%

Solucion destenidora: Acido acético 10%, Metanol 30%

Buffer de muestra: SDS 2%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 100 mM,

Tris pH 6.8 60 mM, Azul de bromofenol 0.001%
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vill. WESTERN-BLOT

a

Transferencia del gel a una membrana

Una vez que el gel de poliacrilamida esta listo:

1.

2.

Se equilibra el gel y el papel de nitrocelulosa 15 — 20 minutos con el
buffer de transferencia 1X

Se coloca el sandwich de la siguiente manera: una esponja sobre la parte
negra/papel Whatmann/ el gel/ la membrana nitrocelulosa /otro papel
Whatman/otra esponja

Todo el sandwich se realiza sumergido en el buffer de transferencia 1X (a
—4°C) para proteinas de alto peso molecular

Se corre a 100 V por 2:00 hrs en la camara sumergida en hielo.

Tenir el papel de nitrocelulosa con rojo de Ponceau por 5 minutos. (para
verificar que si se haya transferido)

Lavar con agua o con PBS 1X para destefir

Una vez borradas la bandas se bloquea el papel con leche Svelty al 6%
(disuelta en PBS 1x} toda la noche a 4°C

Buffer Transferencia: Tris 50 mM, Glicina 380 mM, SDS 0.1%, Metanol 20%.

b
1.

2.
3.

4.

c)

Incubacion de las membranas con los anticuerpos
Incubar €l primer anticuerpo a-GST 1:10,000 disuelto en leche Svelty 6%
(en PBS) toda la noche a 4°C en agitaciéon o 2 horas a 37°C
Lavar asi: 2 lavados 10 min con PBS 1X/2 veces 10 min con PBS-Tween
0.05%/2 veces 10 min PBS 1X
Incubar con el segundo anticuerpo anti-raton acoplado a peroxidasa
1:5000 en leche Svelty 6% 2 horas a 37°C
Lavar como en 2

Revelado con el reactivo de deteccion ECL® (Amersham Biosciences ). se

realiza en cuarto obscuro.

HWN

. Se sacan las membranas del 2do lavado con PBS y se colocan en el

cartucho para revelar

. Se prepara el ECL 50% de la soluciéon 1 y 50% de la soluciéon 2
. Se agita suavemente y se coloca sobre las membranas a revelar
. Se coloca una placa radiografica y se deja el tiempo necesario (30 seg a 2

min)

Se saca la placa y se coloca en el revelador hasta que aparezca la sefal

Se mete la placa al agua e inmediatamente después al fijador 3 minutos
Posteriormente, se pasa de nuevo al agua y se dejan secar

69



Apéndice II: Reacciones Enzimdaticas

Apéndice II: Reacciones Enzimdticas
I PCR

A) Amplificacion de la secuencia LYT!

Componente Cantidad
Buffer 10X 5.0 ul
MgSO4 — 2.0ul
(ANTP'1.25 mM _ 80ul
[LYT11-A 0.1 ug/ul 05ul
LYT12 0.1 ug/ul 0.5ul
|ADN ~20 ng
|Tag DNA polimerasa HIFI 0.5 ul
H20 32.5ul
TOTAL 50.0 ul

B) Comprobacion de la presencia de LYT1 en el vector pGEX-4T-1.

Componente Cantidad
Buffer 10X 5.0 ul
 DNTP 1.25 mM 8.0 ul
ADN ~25ng

LYT-11a 0.1 ug/ul 0.5 ul
POR-2 0.1 ug/ul 0.5 ul

‘Taq polimerasa 5.0 ul
MgClz 20X 2.5ul
H20 27.5 ul
TOTAL 50.0 ul

II. REACCION DE POLIADENILACION

Componentes Cantidad
Producto PCR 5.0 ul (~500 ng)
Buffer 5X 2.0 ul

dATP 1.25 mM 2.0ul

Go Taq DNA polimerasa 1.0 ul

TOTAL 10.0 ul

Incubar 30 min a 70°C.
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[II. LIGACIONES

A) pGEM-T-LYT1

Componentes Cantidad
pGEM-T-Easy 1.0 ul (50 ng)
LYT1 (tras poliA) 3.0 ul (~100 ng)
Buffer 2X 4.5ul

Ligasa 1.5 ul

Total 10.0 ul

Incubar 16 horas a 4°C. La proporcién utilizada fue de 321 insertosvector.

B) pGEX-4T-1-LYT1

Componentes Cantidad
pGEX-4T-1 y LYT1 1:12
Buffer 10X 2.0ul
ATPSmM ~ 1.0ul
T4 DNA ligasa 1.0 ul
Total 20.0 ul

IMPORTANTE: Aplicar choque térmico de 50°C por 30 segundos antes de
agregar la enzima. Incubar 16 -24 horas a 16°C.

IV. DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

a) Digestiones dobles EcoR1y Xhol

~ Componentes  Concentracion final |
ADN *

Buffer 10X 1X

EcoR1

BSA 10X 1X

EcoR1 (20 U/ul) 2-20 U*

Xho [ (20 U/ul) 2-20 U*

H20O *

Total 10-20 ul
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b} Digestiones con Xho I

Componentes Con. final
ADNp *

Buffer 2 10X 1X

BSA 10X 1X
Xhol(20U/ul) 2-20 U*
H20 *

Total 10-20 ul

c) Digestiones con EcoR 1

Componentes Conc. final
ADNp *

Buffer 10X EcoR I 1X

EcoR I (20 U/ul) 2-20 U*
H20 *

Total 10-20 ul

Nota: Todas las reacciones de digestion incubar 16 hrs a 37°C.

*componentes variables, las cantidades de ADN y enzimas se agjustan segun se
necesite.

Unidad de enzima de restriccién: Es la cantidad de enzima requerida para
digerir completamente 1 microgramo de ADN en 1 hora en un volumen de 50 ul.
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Apéndice III: Mapas de los plasmidos

utilizados.
A) Vector pGEM-T-Easy
Xmn| 2009
Nae |
Scal 1890 \ 2707 T7
. 1 start
f1 ori Apal 14
Aat 20
Sphl 26
NstZII 31
Amp” co 37
P pGEM=-T Easy facZ BstZ1 | 43
Vector T glou” 43
(3015bp) ac 49
EcoR 1 52
Spel 64
coR | 70
Not| 77
BstZ | 77
_ Pst | 88
on Safl 90
Nde | 97
Sacl 109
BstX | 118
Nsi 127
141
SPe6

Para mayor informacion y la secuencia completa del vector consultar
WWW.promega.com
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B) pGEX-4T-1

Ihrombin
|Leu val Pro ArglGVy Ser|Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTC CCG GG CGA CTC GAG CGG CCG CAT GGT GAC TGA
! I L T e
| BamH | EcoR Smal Salt no1 Not | Slopcodcnsl

THTTT
Aatll

Bsphd | )
pSH1CABam7Stop7

Pst!

pGEX

~4600 bp

Nz |

EcoR Y AlsN |

BssH I

Apal
BsiE Il pBR322

orl

fdlu |

Para mayor informacidén visitar www.amershambiosciences.com

74



Autorizo a la Direccion General de Bibliotecas de la
UNAM a difundir en formato electrénico e impreso el
contlenido de mi (rabajo recepcional.

nomere: __NBrima £d4:44

Daol Ua  MAediz
FECHA:. 2.4 - NO’Q/*‘ £ (l-/\

FIRMA:

?9'
,éoo (@c}'
4%» 2

\}'

¢RCOPE

e IV



	Portada
	Índice
	I. Resumen
	1. Trypanosoma Cruzi: Generalidades
	2. Justificación e Hipótesis
	3. Objetivos
	4. Materiales y Métodos
	5. Resultados Experimentales
	6. Discusión
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía
	Apéndice

